T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiIMYA ANABILIM DALI

KATILASTIRILMIS YUZEN ORGANIK DAMLA DiSPERSIF
SIVI-SIVI MIKROEKSTRAKSIYONU ILE INDOMETAZIN’IN
ONDERISTIRILMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

NESRIN TOPAC

BALIKESIR, OCAK - 2016



T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiIMYA ANABILIM DALI

KATILASTIRILMIS YUZEN ORGANIK DAMLA DiSPERSIF
SIVI-SIVI MIKROEKSTRAKSIYONU ILE INDOMETAZIN’IN
ONDERISTIRILMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

NESRIN TOPAC

Jiiri Uyeleri : Prof. Dr. Derya KARA FISHER (Tez Damismani)
Prof. Dr. Nalan TEKIN

Dog. Dr. Cennet KARADAS

BALIKESIR, OCAK - 2016



KABUL VE ONAY SAYFASI

NESRIN TOPAC tarafindan hazirlanan “KATILASTIRILMIS YUZEN
ORGANIK DAMLA DiSPERSIF SIVI-SIVI MiKROEKSTRAKSIYONU
ILE INDOMETAZIN’IN ONDERISTIRILMESI” adli tez c¢alismasmimn
savunma sinavi 18.01.2016 tarihinde yapilmis olup asagida verilen jiiri tarafindan
oy birligi ile Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri Imza

Danisman

Prof. Dr. Derya KARA FISHER
Uye

Prof. Dr. Nalan TEKIN

Uye

Dog.Dr. Cennet KARADAS

Jiiri iiyeleri tarafindan kabul edilmis olan bu tez Balikesir Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulunca onanmustir.

Fen Bilimleri Enstitust Muduri

Doc. Dr. Necati OZDEMIR e,



Bu tez calismasi Bahkesir Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma

Projeleri Birimi tarafindan 2015/198 nolu proje ile desteklenmistir.



OZET

KATILASTIRILMIS YUZEN ORGANIK DAMLA DIiSPERSIF SIVI-SIVI
MIiKROEKSTRAKSIYONU iLE INDOMETAZIN’IN
ONDERISTIRILMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
NESRIN TOPAC
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

KiMYA ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. DERYA KARA FISHER)

BALIKESIR, OCAK - 2016

Indometazin ilacinin &nderistirilmesi amaci1 ile katilastirilmis yiizen
organik damla dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyonu yonteminin sec¢ilmesinde;
uygulama kolayhigi, diisiik maliyet, yliksek Onderistirme faktorii saglamasi ve
yiiksek geri kazanim sunmasi etkili olmustur.

Bu c¢alismanin amaci; ekstraksiyon ¢oziiciisi olan 1-undekanol
kullanilarak dere suyu, ¢cesme suyu ve idrar orneklerinde indometazin ilacinin
onderistirilmesi ve tayini amaci ile katilasan organik damla dispersif sivi-sivi
ekstraksiyonu yonteminin gelistirilmesidir. Iyi bir ekstraksiyon verimi elde
edilebilmek i¢in ilk olarak; pH, dispersif ¢6ziicii olan etanol hacmi, ekstraksiyon
¢Oziiciisii olan 1-undekanol hacmi ve NaCl derisiminin etkisi gibi farkli
parametrelerin etkileri optimize edildi. Ayrica analitin geri kazanimi {izerine
yabanci iyonlarin etkileri incelenmistir. Optimize sartlar altinda gelistirilen
yontemin ¢esme suyu, dere suyu gibi dogal su orneklerinde ve idrar dorneginde
uygulanabilirligi arastirildi.

Yéntemin gozlenebilme smirt énderistirmesiz 17,9 pug L™ olarak bulundu.
2 mg L™ indometazin katilan 6rneklerdeki geri kazanim degerleri dnderistirmesiz
yapilan deneylerle ¢cesme suyu i¢in % 103.4, dere suyu i¢cin % 94,7, idrar 6rnegi
icin % 98.5 olarak bulundu.

ANAHTAR KELIMELER: indometazin, katilastirilmis yiizen organik damla,
dispersif ~ sivi-sivi - mikroekstraksiyonu, onderistirme, UV-goriiniir bdlge
spektrofotometresi.



ABSTRACT

PRECONCETRATION OF INDOMETHACIN USING DISPERSIVE
LIQUID-LIQUID EXTRACTION BASED ON SOLIDIFICATION OF
FLOATING ORGANIC DROPLET METHOD
MSC THESIS
NESRIN TOPAC
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
CHEMISTRY

(SUPERVISOR: PROF. DR. DERYA KARA FISHER)
BALIKESIR, JANUARY 2016

A dispersive liquid-liquid extraction method based on solidification of a
floating organic droplet for the preconcentration of the drug Indomethacin was
selected because this method provides ease of application, low cost, high
preconcentration factor and a high recovery yield.

The purpose of this study is to develop a preconcetration method to
determine Indomethacin in river water, tap water and urine samples using a
dispersive liquid-liquid extraction method based on the solidification of a floating
organic droplet To obtain good extraction efficiency, experimental parameters
such as pH, the volumes of dispersive solvent and extraction solvent and the
concentration of NaCl were optimized. The applicability of the method was
investigated under the optimized conditions for river water, tap water and urine.

The limit of detection of Indomethacin was found to be 17.9 ug L™ under
the optimized experimental conditions without preconcentration. The average
recovery values of Indomethacin were 103.4% for the tap water, 94.7% for the
river water and 98.5% for urine samples when spiked with 2 mg L™ without
preconcentration.

KEYWORDS: Indomethacin, solidification of floating organic drop, dispersive
liquid-liquid microextraction, preconcentration, UV-Visible spectrophotometer.
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1. GIRIS

Analitik caligmalarin genelinde Ornek hazirlama basamagi, kagmilmasi
neredeyse imkansiz bir basamak olup analizin hassasiyet, dogruluk ve hizini
dogrudan etkiler. Bu nedenle, dogru, hizli ve uygulamasi kolay 6rnek hazirlama

yontemlerinin gelistirilmesi analitik ¢alismalarin verimi acisindan biiylik 6nem tasir.

Cevresel kaynaklarda ¢ok diisiikk derisimlerde inorganik ya da organik
bilesiklerin nicel analiz Oncesinde analizde kullanilacak aletin tayin sinirlarina
cekilmeleri gerekir. Bu amagla yaygin olarak ekstraksiyon yaklagimi kullanilmakta
olup son yillarda daha saglikli ve giivenli yontemlere ilgi artmig, bunun sonucunda
mikroekstraksiyon terimi ortaya c¢ikmistir. Mikroekstraksiyon; hedef iyolarin
karmasik matriksten ayrilmasi ve onderistirilmesi yoluyla analit derisiminin analiz
tekniginin Ol¢lim sinirlar1 icine g¢ekilmesini ifade eder. Ekstraksiyonda kullanilan
tehlikeli ¢6ziicli kullannminin azaltilmasi ve sistemin minyatiirlestirme yoluyla
basitlestirilmesi, mikroekstraksiyon yaklasiminin temel prensibidir. Analitik kimya
alaninda mikroekstraksiyon lizerine gelistirilmis pek ¢ok yontem mevcuttur. Ancak
var olan yontemlerin her Ornege uygulanamamasi, ekonomik sikmtilar1 ve
uygulamalarindaki zorluklar nedeniyle bu konuda yeni yontemler gelistirilmeye

devam edilmektedir.

Eser elementlerin ve eser tiirlerin ayrilmasinda ve onderistirilmesinde yaygin
olarak kullanilan onderistirme yontemlerinin hepsinin temel prensibi, analitin sulu
fazdan ikinci bir faza gecirilmesini esas alir. Dispersif ¢oziicii, organik ¢oziicli ve
numune fazi olmak iizere ii¢ kisimdan olusan katilasan organik damla
mikroekstraksiyonu (SFODME) hizli, pratik ve zenginlestirme faktorii yiiksek bir
yontemdir. Dispersif ¢oziicii olarak etanol, dietil eter gibi hem ekstraksiyon ¢oziiciisii
hem de dispersif ¢oziicii ile karisabilen sivilar kullanilirken; ekstraksiyon ¢oziiciisii
olarak, 1-undekanol, 1-dodekanol gibi yogunluklari sulu fazdan daha diisiik olan ve
su iginde ¢oziinmeyen sivilar kullanilmaktadir.

Bu calismada, dogal oOrneklerde  bulunabilecek  Indometazin’in

onderistirilmesi ve UV-GB spektrofotometresi ile tayini i¢in yeni, hizli ve basit bir



yontem olan katilasan organik damla mikroekstraksiyonu (SFODME) yonteminin
gelistirilmesi amaglanmistir. Sulu ortamda bulunan indometazinin 1-undekanol igine
ekstraksiyonu igin, 6rnek pH’1, organik ¢oziicii ve dipersif ¢oziiclii hacimleri, tuz
etkisi gibi analitik parametrelerin ekstraksiyon verimi {izerine etkileri incelenerek en
uygun c¢aligma kosullar1 belirlenmistir. Belirlenen uygun kosullar altinda ¢esitli
iyonlarin girigim etkileri calisilmis ve gelistirilen yontemin analitik o6zellikleri
belirlenmistir. Ayrica gelistirilen yontem g¢esme suyu, nehir suyu ve idrar gibi
orneklerde indometazin’in onderistirilmesi ve UV-GB spektrofotometresi ile tayini

icin uygulanmigstir.



2. INDOMETAZIN

Kapali formiilii C19HgCl1N;O4, sistematik adi 1-(4-klorobenzoil)-5-metoksi-
2-metil-3-indolasetik asit olan indometazin; agri1 kesici, ates disiriicii ve iltihap
azaltic1 etkisi olan bir ilactir. Indometazin’in agik yapis1 Sekil 2.1°de verilmistir.
Agizdan alinan 50 mg indometazin, 600 mg aspirin ile asag1 yukari esit derecede agr1
kesici etki yapar. Iltihap azaltic1 etkisi naproksen'inkine esit veya daha fazladr.

Yan etkilerinin fazlaliligi nedeniyle sadece akut gut artritinde ve bursit,
tendinit ve travmatik sinovit gibi durumlarda, ankilozan-spondilit, osteo-artrit ve
romatoid-artrit gibi romatizmal hastaliklarda kullanilmasi tavsiye edilmektedir.
Ciinkii eklemlerdeki iltihabi, sislikleri, yanma hissini ve agriyr ortadan kaldirarak
eklem hareketlerinin artmasini saglar. Romatoid artrit vakalarinin, yaklasik olarak
iicte birinde etkili olan bir ilagtir. Ilacin, vazokonstriktdr yani damarlar1 daraltan bir

etkisi de vardir [1].

Indometazin’in ¢esitli yan etkileri bulunmaktadir. Sik olarak bas agrisi, bas
dénmesi ve mide bozukluklar1 yapar. Sindirim yolundaki tahris edici etkisi nedeniyle
yaptig1 etkiler arasinda bulanti, kusma, karin agrist ve ishal vardir. Bas donmesi,
biling bulaniklig1, uyusukluk, halliisinasyonlar ve suur kayb1 yapabilir. Indometazin
ile tedavi sirasinda, santral sinir sisteminde de sik sik yan etkiler goriiliir.
Konviilsiyonlara ve epilepsililerde nobetlere neden olabilir. Gastrit, gizli kanama ve
mide iilseri meydana getirebilmektedir. Korneada retina bozuklugu yapabilir. Bobrek
fonksiyonunu bozabilir; bu durum 6dem yapabilir. Kan {ire azotunda ve Kreatinin
diizeyinde gegici artma yapar. Sik goriilmese de toksik hepatit yaptigi bildirilmistir.
Cocuklarda indometazinin enfeksiyonlara kars1 bagisikligi bozabildigi ve ani 6liime
yol agabildigi bildirilmistir ve bunun iizerine ¢ocuklarda bu ilacin kullanilmasindan
vazgecilmistir [1].

Indometazin, sindirim yolunda yan etki olusturmada en tehlikeli ilaclarin
basinda gelmektedir ve bu nedenle mide hasar1 olusturulmasinda, deney

hayvanlarinda tercihen kullanilmaktadir [2].
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Sekil 2.1: Indometazin’in yapist.



3. 1-UNDEKANOL

Hafif kokulu ve su gibi renksiz bir sividir. Sudaki ¢oziiniirliigii cok distiktiir.
Cevreye yayilmasi konusunda acil onlemler alinmasi gerekmektedir ¢ilinkii deniz
kirliligine neden oldugu diistiniilmektedir. Bir sivi olarak 1-undekanol yer alti1 su
kaynaklarma ve topraga kolaylikla yayilabilir ve ¢evre kirliligine neden olabilir.
Ayrica goz ve ciltte hafif siddette tahrise neden olabildigi bilinmektedir [3].

Undekanol bir alkoldur. Yanict ve zehirli gazlar, alkali metaller, nitritler ve
kuvvetti indirgenlerle alkollerin birlesmesi sonucu meydana gelirler. Bunlar sulu
ester olusturmak amaci ile oksijenli asitler ve karboksilli asitlerle reaksiyona girerler.
Oksitleyiciler bunlar1 aldehit ve ketonlara doniistiiriirler. Alkoller hem zayif asit hem
de zayif baz davramigt gosterirler. Ayrica izosiyonat ve epoksitlerin

polimerizasyonunu baslatabilirler [4].

1-undekanol, erime noktasi 13-16 °C olan ve suda ¢6ziinmeyen sividir. 1-
undekanol’iin kimyasal 6zellikleri Tablo 3.1°de verilmistir. Cigcekli turuncgillerle
benzer kokuya sahip olup yaglh bir tada sahiptir. Dogal olarak elma, muz gibi bir¢ok

meyvede, yagda ve yumurtada bulunur.

Tablo 3.1: 1-Undekanol’un kimyasal 6zellikleri.

Diger adlar Undekanol, undesil alkol, alkol C-11, 1-hendekanol,
hendesil alkol
Molekiil formiilii CH3(CH3)100H

Goriiniim Renksiz s1vi

Erime noktasi 13-16° C

Kaynama noktast  146° C ( 30 mm Hg)
Yogunluk 0,83 g/ cm®

Molekiil agirhg 172,31 g/mol

Coziinme Etanol ve dietil eterde ¢6ziiniir, suda ¢6ziinmez.




4. ONDERISTIRME

Onderistirme, tayinden 6nce numuneye uygulanan bir numune hazirlama
islemidir. Eser miktarda bulunan bilesenin miktarinin makro miktardaki bilesenin
miktarma gore oraninin arttirilmasidir. Eser veya ultra eser miktardaki elementlerin
tayinlerinin  direkt olarak yapilabilmesi imkansiz oldugundan, tayinlerinin

yapilabilmesi i¢in onderistirme yapilmalidir.

Onderistirme isleminde bilesenlerin konsantrasyonlar1 birbirinden &nemli
derecede farklidir. Yaygin olarak uygulanan yontemlere 6rnek olarak ekstraksiyon,
adsorpsiyon, birlikte ¢oktiirme, buharlastrma gibi  yontemler verilebilir.
Onderistirme, makro ve eser miktardaki elementlerin kimyasal ve fiziksel
ozelliklerindeki farklar esas almarak yapilir. Eser derisimdeki analitlerin bir aletli
teknik ile sinyallerinin 6l¢iimiinden 6nce dnderistirme isleminin yapildig: sik goriiliir

[5].

Eser elementlerin Onderistirme islemlerinde 6nderistirmenin verimliligini
saptamak i¢in geri kazanim hesab1 yapilir. Geri kazanim (R), eser elementin birinci
ortamdan ayrilmasimin bir 6l¢iisii olup, ikinci ortama ¢ekilen miktarmin numunedeki

baslangi¢ miktarina oranidir.
Esitlik olarak; R= q¢/qs seklinde ifade edilir.

gc: eser elementin ikinci ortamdaki miktar1

gs: eser elementin numunedeki miktar1
Ideal bir ayrmada R, % 100 olmalidir, fakat uygulamada % 99°dan daha
biiyiik geri kazanma verimine ulagsmak zordur. Diisiik derisimlerle ¢alisildiginda, %

90 veya % 95’ lik geri kazanma verimleri yeterlidir [6].

Yiizde geri kazanim ise; % R = (qc/qs). 100 seklinde ifade edilir.



Onderistirme eser elementi aymrarak veya matriksi uzaklastirarak yapilir.
Hangi yontemin seg¢ilecegi numunenin yapisina ve onderistirme yontemine baghdir.
Matriksin yapisi basitse yani asil bilesen olarak bir ya da iki element igeriyorsa
matriks uzaklastirilir. Eger matriks mineraller, alagimlar ve topraklar gibi ¢ok fazla
element igeriyorsa eser elementler onderistirilir. Coktiirme gibi bazi 6nderistirme
yontemleri ise eser elementlerin zenginlestirilmesi i¢cin daha uygundur. Ciinki
matriks ¢Oktiirmesi yapildiginda bir miktar eser element de matriksle beraber
cokebilir ve bu eser elementin sulu fazda kalan konsantrasyonunu azaltarak hataya

neden olur [7].

4.1  Birlikte Coktiirme

Birlikte c¢oktiirme yontemi, kollektdr ya da tasiyict adi verilen bir metal
iyonunun uygun bir reaktif ile az ¢dziinen bilesigi seklinde ¢oktiiriiliirken ¢ozeltideki
iyonlarm bu bilesikler iizerine tutunmasi esasina dayanir. Birlikte ¢oktiirme, gercekte

¢Oziinebilen bilesiklerinin ¢okelek olusumu sirasinda ¢ozeltiden uzaklastirilmasidir

8].

4.2  Buharlastirma

En yaygin zenginlestirme yontemlerinden biridir. Bazi ¢ozeltilerdeki metaller
¢Ozeltinin kaynatilarak ¢oziiciisiiniin uzaklastirilmas1 yoluyla deristirilirler. Bu
yontem, ucuculugu yiiksek olmayan metallere uygulanir. Yontemin koti tarafi
metallerle birlikte ortamda bulunan diger maddelerin de zenginlestirilmis olmasi ve

ucucu metallere uygulanamamasidir [9].

4.3  Adsorpsiyon

Bir yiizey veya ara kesit lizerinde bir maddenin birikmesi ve derigiminin
artmasi olarak tanimlanmaktadir [10]. Ara yiizey bir siv1 ile bir gaz, kat1 veya bagka

bir s1v1 arasindaki temas yiizeyi olabilir.



Bu yontemde analit, uygun bir reaktifle uygun bir bilesik haline doniistiiriiliir
ve kat1 madde iizerine tutunmasi saglanir. Bunlar naftalin, aktif karbon veya baska
adsorbanlar olabilir.

Coziinmiis bir bilesigin aktif karbon tarafindan adsorpsiyonu ii¢ adimda
gergeklestigi bilinmektedir [11].
a) Adsorbanin dis yiizeyine adsorplanan maddenin taginmasi,
b) Dis yiizeyde olusan adsorpsiyonun kiigiik miktar1 harig, karbonun
gozeneklerine adsorplanan maddenin difiizyonu ve

C) Adsorbanin i¢ yiizeylerinde ¢6zeltinin adsorpsiyonudur.

4.4  Ekstraksiyon

Ekstraksiyon iglemi, bir ¢ozeltideki kat1 veya sivi bir bilesenin, bulundugu
karisimdan solvent olarak adlandirilan bagka bir sivi ile calkalanarak alinmasi
islemidir. Bu islemde fazlardan biri kat1 digeri siv1 olabilir veya her iki faz da sivi

olabilir. Ayrilacak bilesenlerin ¢oziiniirliik farkina dayandirilarak yapilir [28, 29].

441 Siv1- Siv1 Ekstraksiyonu

Siv1 - s1v1 ekstraksiyonu, iki veya daha fazla bilesen igeren bir sivi karigimin
bilesenlerinin uygun bir solvent kullanilarak birbirinden ayrilmasini saglayan ayirma

islemidir.

Stv1 - s1v1 ekstraksiyonu ayrilmak istenen ortam, ayrilmak istenen bilesen ve
solvent olmak {izere {i¢ bilesenden olusur. Ayrilmak istenen ortamda ¢dziinmiis halde
bulunan maddeye solute, ekstraksiyon islemi sonunda ekstrakte edilmek istenen
madde bakimindan zenginlesen faza ekstrakt faz, ekstrakte edilmek istenen madde

bakimindan fakirlesen faza rafinat faz denir.

Stvi - sv1 ekstraksiyonu ayrilmak istenen karisimin solvent ile isleme
sokulmasi, faz ayrimi olugmasi, ekstrakt fazdan ayrilmak istenen bilesenin ayrilmasi
ve ekstrakt ve rafinat fazlardan solventin geri kazanilmasi basamaklariyla

gerceklesir.



Stvi1 - s1v1 ekstraksiyonunun gerceklesebilmesi igin bilesenlerin solvent iginde
secimli bir dagilim davranig1 gostermesi gerekir. Karigim ve solvent fazlar birbiri

icinde ¢oziinmemelidir [12,13].

Stvi - sivi ekstraksiyonu solvent se¢imi konusunda olanak sagladigi icin
ayirma isleminin yapilacagi sicaklik da segilebilir. Ekstraksiyon igsleminin yapilacagi
sicaklik ayrilmak istenen maddenin, ayrilmak istenen ortamin ve kullanilacak

solventin kaynama ve donma noktalar1 g6z Onilinde bulundurularak secilmelidir

[12,13].

4.4.2 Katilasan Organik Damla Dispersif Sivi-Sivi Mikroekstraksiyonu
(SFODME)

Katilagan organik damla dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyonu (SFODME)
yonteminde, sulu 6rnek igeren ¢ozeltinin ilizerine yogunlugu suyun yogunlugundan
daha diisiik olan ve su ile karismayan 1-dekanol ve 1-undekanol gibi ekstraksiyon
¢Oziiclisii bir damla seklinde birakilir. Karisma smrasinda su fazindaki analit bu
ekstraksiyon fazina ekstrakte olur. Ekstraksiyon igleminin ardindan buz banyosunda
sogutulan sistemde kisa zamanda donarak katilasan mikrodamla, bir spatiil
yardimiyla alinir, uygun ¢oziiciiyle ¢oziilir ve analitik cihazla analiz edilir [15].

Yontemin temel basamaklar1 Sekil 4.1’de sematik olarak verilmistir.



Sodgutma

{
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Sekil 4.1: SFODME’nin temel basamaklar1 [14].

Yontemde ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin se¢imi ve kullanilan organik faz
hacminin etkisi onemli rol oynar. Kullanilacak organik fazin yapisi, ekstraksiyon
verimini dogrudan etkiler. Secilecek olan ekstraksiyon c¢oziiciisii su kriterleri

tasimalidir [30] ;

e Suda ¢oziinmemeli ya da sudaki ¢oziiniirliigii ¢ok diisiik olmali

e Yogunlugu sudan daha diisiik olmali

e Ucuculugu az olmal

e Hedef kompleks agisindan ekstraksiyon verimi yiiksek olmali

e Oda sicakhgina yakin bir erime noktasma (10-30 °C aras1) sahip olmali
e Toksik etkileri olabildigince az olmal

e Santrifiij sonras1 tamamen toplanabilmeli

e Kullanilan analitik yontemde sinyali olumsuz etkilememeli

e Ekonomik yonden uygun olmal

Yontem diger sivi-sivi  ekstraksiyon yOntemleri ile karsilastirildiginda
uygulamanin kolay olmasi, diisik miktarda toksik ¢oziicii kullanimi, iyi

tekrarlanabilirlik ve kesinlik, yiiksek onderigtirme faktorleri elde edilmesi ve
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karmasik matrikslere sahip Orneklerin analizi i¢in uygun olmasi gibi avantajlara
sahiptir. Dezavantajlar1 ise; kriterlere uygun ¢0Oziicii gesitlerinin olduk¢a smirli

olmasi ve damlanin su fazinda dagilmadan kalabilmesini saglamaktir [15].

4.4.2.1 Ekstraksiyon Verimini Etkileyen Parametreler

Organik faz ile sulu faz arasindaki analitin dagilimi; uygun pH degerindeki
tampon ¢6zelti se¢imi, uygun ekstraksiyon ¢oziiciisii secimi, uygun dispersif ¢oziicii
se¢imi, ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin hacmi, dispersif ¢oziicliniin hacmi, ekstraksiyon

zamani ve tuz ilavesi gibi parametrelere baglidir [16].

4.4.2.1.1 pH Etkisi

pH etkisi, analit iizerine ekstraksiyon veriminin incelenmesinde en onemli
basamaktir. Yontemin uygulanmasi sirasinda, dispersif ¢oziicii, su ve ekstraksiyon
¢Oziiciisiiniin analit ile daha iyi etkilesip ekstrakte olabilmesi i¢in uygun tampon

¢ozeltiler kullanilarak optimum bir pH degeri belirlenmelidir.

4.4.2.1.2 Ekstraksiyon Coziiciisiiniin Secimi

SFODME yo6nteminde ekstraksiyon ¢dziiclisliniin se¢ilmesi ¢ok onemli bir

parametredir. Kullanilacak ektraksiyon ¢oziiciisiiniin;

e Yogunlugu sudan daha az olmalidir. Ciinkii santrifiij isleminden sonra sulu
fazin iistlinde kalmalidir.

e Donma noktasi oda sicakhigma yakm olmalidir (10-30 °C).

e Diisiik ucuculuga sahip olmalidir.

e Suda ¢6ziinmemelidir.

e Toksisitesi az bir organik madde olmalidir.

Bu dogrultuda genellikle 1-dekanol ve 1-undekanol gibi ekstraksiyon

coziictileri se¢ilmektedir [17].
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4.4.2.1.3 Ekstraksiyon Coziiciisiiniin Hacminin Etkisi

Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin hacminin, dderistirme faktorii lizerinde etkisi ¢ok
biiyiiktiir. Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin hacmi arttik¢a santrifiijden sonra elde edilen
organik faz da artar ve organik fazmn igerisindeki analitin derisimi azalir. Bunun
sonucunda hedef bilesiklerin belirlenmesindeki duyarlilik azalir. Bundan dolay:r hem
yiksek zenginlestirme faktorii hem de santrifiij sonrasinda maddenin tayinine
yetecek kadar hacim kalmasi gerektigi igin ekstraksiyon ¢Oziiclisii optimum hacim
degerinde secilmek zorundadir. Genellikle 5-100 pL arasinda bir hacimde

ekstraksiyon ¢oziiciisii segilir [18,19].

4.4.2.1.4 Dispersif Coziiciiniin Secimi

Dispersif ¢0ziicli, ekstraksiyon ¢oziiclisiinde ¢oziinebilmeli ve su ile
karisabilmelidir. Dispersif ¢oziicli, ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin igerisinde ¢dziiniir ve
ekstraksiyon reaktifini giizel damlalar halinde disperse eder. Dispersiyon ¢oziiciisii

olarak genelde etanol ve dietil eter kullanilir [19].

4.4.2.1.5 Dispersif Coziiciiniin Hacminin Etkisi

Dispersif ¢oziicii hacmi, bulanik ¢ozelti olusumu ile dogrudan iligkilidir. Sulu
faz igerisindeki ekstraksiyon ¢6ziiclisiiniin dispersiyon derecesi ekstraksiyon verimini
etkiler. Genellikle 0,5-1,5 mL hacim araliginda dispersif ¢6ziicii kullanilmaktadir
[19].

4.42.1.6 Ekstraksiyon Siiresinin Etkisi

Ekstraksiyon siiresinin, ekstraksiyon verimliligi iizerinde etkisinin az
olmasinin nedeni, bulutlu ¢ézeltinin olusumundan sonra ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
esit bir sekilde dagiliyor olabilmesidir. Ekstraksiyon fazina sulu fazdan analitin

transferi ¢ok hizli olabilir ve denge durumuna ¢ok hizli bir sekilde ulasilabilir. Bu
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durumda ¢ok kisa bir zamana ihtiya¢ vardir. Kisa ekstraksiyon zamani énemli bir

avantajidir [19,20].

4.4.2.1.7 Tuz ilavesinin EtKisi

Iyonik kuvvetin artmasi ile hedef analitin sulu fazda ¢oziinebilirligi azalir ve
analitin ekstraksiyon verimi artar. Tuz ilavesi, yiiksek geri kazanim elde edebilmek
icin oldukca elveriglidir. Ortama tuz ilavesi yapilarak Onderistirme faktori
artirilabilir ve buda daha diisiik derisimlerdeki analitin analizinin yapilmasina olanak
saglar [18, 19].
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5. ULTRAVIYOLE-GORUNUR BOLGE (UV-GB)
SPEKTROSKOPiSI

Goriiniir 151k insan gozii tarafindan renk olarak algilanir ve elektromanyetik
radyasyonun ¢ok kiiglik bir bolimiidiir (400-800 nm). 400 nm olan alt ucunda mor
renk goriiliir ve burasi (100-400 nm) UV bdlgesidir. 800 nm olan iist ucunda ise
kirmizi renk goriilir ve burasi (800 nm-25 Pm) IR bolgesidir [21].

Visible light

Infrared Ultraviolet

Z-Bolt True Blue Lasers ——————————— Competitors
450nm 405nm

Sekil 5.1: Elektromanyetik radyasyonun spektral alanlari.

Molekiillerin elektromanyetik dalgalarla uyarilmasi sonucu meydana gelen
absorpsiyondan, molekiil hakkinda nitel ve nicel bilgi edinmek miimkiindiir. UV-GB
absopsiyon teknikleri, maddelerin yaklasik 190-900 nm dalga boylar1 araliginda 151k
absorplamasi dlgtimlerine dayanan analitik yontemleri kapsar [22].

UV-GB spektrometrisi; ¢evresel, farmakolojik, biyolojik &rneklerdeki
kromofor yapidaki organik bilesenlerin kalitatif ve kantitatif tayinlerinde kullanilan
maliyeti diisiik, yikict olmayan, kolay, kesinligi yiliksek bir tekniktir. Ayrica
yontemin kolay veri elde etmede fark edilir bir istlinliigii vardir. Son gelismelerle
10°-107 M civarma kadar duyarli olmasi bu ydntemi g¢ekici hale getirmektedir.
Kantitatif analizlerde ¢ok sayida organik bilesiklerin derisimleri, metal ve ametal
iyon derigimleri belirlenebilmektedir. Kalitatif tanimlamalar ise, kromofor yap1
iceren analitlerin vermis olduklar1 absorbsiyon spektrumlarmin referans

spektrumlarla karsilagtirilmasi ile yapilmaktadir [23, 24].
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Piyasada tek 1sm yollu ve ¢ift 151 yollu spektrofotometreler bulunmaktadir
[25].  Sekil 5.2°de uzayda birbirinden ayrilan ¢ift 15 yollu bir UV-GB

spektrofotometresinin sematik gosterimi verilmistir.

cizilc l@l TV lambaszi
Difrakiomeire ; I D

Gariantr halge

Filcer Lambas:
Coziicii
kiveti Dedektor
ILII WI o
Lens
Ayiricy

& Cozeld
kiiveti Dedektor

ULEHS

Sekil 5.2: Cift 151 yollu UV-GB spektrofotometrenin semasi.

Spektrofotometre hem UV hem de GB’de calistigindan iki farkli 151 kaynagi
kullanilir. Isin demetleri bir prizmadan gegirilerek icerdigi dalga boylarina ayrilir.
Her bir monokromatik (tek dalga boyu) 1smn bir ayna ile esit iki pargaya ayrilir. Bu
demetlerden biri sadece ¢6ziicti igeren (kor ¢ozelti) kiivetten gegerek dedektore ulasir
ve ikinci 1s1nda ayni anda numune ¢6zeltisinden gecerek ikinci bir esdeger dedektore
ulagir. Kor iceren kiivetten gecen 1sm siddetine |, numunenin oldugu kiivetten gecen
151k siddeti ise | diye adlandirilir. Her ikisi de elektronik dedektorlerce okunarak
degerlendirilir. Bu islem hem UV (200-400 nm) hem de goriiniir bolge (400-800 nm)

1sinlar1 i¢in taranir.

Eger numune herhangi bir dalga boyunda 1sm absorplamaya
baslarsa | ve lparasinda farklilik ortaya ¢ikar ve bu fark dalga boyuna karsi grafik
edilir. 1 ve |, arasindaki fark kullanilan lamba, cihaz ya da baska etkilerden dolay1

yer, durum ve cihaza baghh olarak da degisiklik gosterebileceginden, yiizde
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gecirgenlik "Transmitans" ya da absorbans kullanmak mantikli olur. Isigin gecme
miktar1 ( T = I/l,) ve absorplama miktar ise (A= log 1o/l) olarak verilir. Gegen 15181n
rahat gozlenmesi ve dedektor tarafindan rahat okunmasi 6nemlidir. Bunun igin

oldukga seyreltik ¢ozeltilerde spektrum alinir [25].

Molekiillerin segilen dalga boyundaki i1simay1 absorplamasi sonucu ortaya

cikan azalma Lambert-Beer esitligi ile verilir.

A=¢gb.c=logl/I

lo: Ornek kabina giren 151k siddeti
I: Ornek kabin1 terk eden 1s1k siddeti
€. Molar absorbsiyon katsayis1 (L/mol.cm)
b: Ornek kabinmn kalmlig1 (cm)
c: Derigsim (mol/L)
Ornek hiicresini terk eden ve hiicreye giren 151k siddetleri arasindaki orana

“gecirgenlik” (T) ad1 verilmektedir.

T=1/1l,

Absorbans ile gecirgenlik arasinda,
A =—log T iligkisi vardir ve ylizde gegirgenlik (% T) admi alir [26,27].

Beer yasasi su sekilde agiklanabilir; absorplayici bir madde bloku (kati, sivi,
gaz), lp siddetinde monokromatik bir 1s1n demeti blok yiizeyine dik olarak diiserse; n
tane absorplayici atom, iyon veya molekiil iceren b uzunlugundaki maddeden
gecerken absorpsiyon sonucu 1sin siddeti | degerine diiser. Absorpsiyon miktari,
absorplayici atom miktariyla dogru orantilidir.

Bazi durumlarda bu yasadan sapmalar vardir. Absorbans isin yolu ile
dogrusal degisir, bunun ¢ok az istisnas1 vardir. Diger taraftan, b sabit tutulurken,
derisim ile olgiilen absorbans arasindaki iliskiden sapmalarla sik sik karsilasilir. Bu
sapmalarin bazilari olayin dogasindan ileri gelir ve Beer yasasinin gergek
sinirlamalarini gosterir. Digerleri absorpsiyon dl¢iimlerinin yapihs tarzi veya derigim
degistikge olusan kimyasal degisim sonucu olusmaktadir. Son ikisi bazen sira ile

aletsel ve kimyasal sapmalar olarak adlandirilirlar.
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UV-GB tekniginde doéteryum, tungsten, hidrojen, civa buhar, ksenon ark

lambasi gibi siirekli 151k kaynaklar1 kullanilmaktadir.

UV-GB molekiiler absorbsiyon spektrometrisinin onemli avantajlart ise
asagida verilmistir.

e Hem organik hem de inorganik sistemlere yaygin uygulanabilirlik
e 10° M' a kadar degisen tipik duyarlik degerleri
e lyi bir dogruluk

e Veri toplama kolaylig1 ve elverisliligi

Her analitik teknikte oldugu gibi UV-GB molekiiler absorbsiyon tekniginin de
simirlamalar1 vardir. Bunlar su sekilde siralanabilir;
e Genellikle absorbans degeri 2’nin altinda ve derisimi 0,01 M’dan az olan

orneklerle ¢alisilmaktadir.

e Isiga duyarl 6rneklerin tayininde zorluklar bulunmaktadir.
e Ornekten veya kullanilan hiicreden kaynaklanan sacilmalar 6lgiim kesinligini

olumsuz etkileyebilmektedir.

e Kompleks karisimlarda absorbsiyon bantlarinin ¢akigsmasi sonucunda kesinlik

yine olumsuz etkilenmektedir.

e Floresans ve kemiliiminesans tekniklerine gore tayin sinir1 daha yiiksektir.
e Analiz sonuglarinin giivenilirligi ile ilgili kavramlar literatiirde ayrmtil

olarak verilmistir [26, 27].
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6. CALISMANIN AMACI

Analitik kimyanmn 6nemli ¢alisma alanlarmdan birisi, gevresel 6rneklerdeki
organik bilesiklerin eser miktarlarmin belirlenmesi amaciyla pratik ve giivenilir
yontemler gelistirmektir. Eser tayinlerde ya orneklerin dogrudan analizine imkan
sunan hassas 6l¢tim teknikleri kullanilir ya da bir 6nderistirme islemi uygulanarak

analit derisimi yiikseltilir. Tayin sinir1 analitik kimya i¢in ¢ok 6nemli bir kavramdir.

Giliniimiizde dere suyu, ¢esme suyu gibi bircok dogal drnek ilag bilesikleri ile
cevre kirliliginin bir sonucu olarak kirlenebilir.  Bu bilesiklerin bu dogal
orneklerdeki derisimleri klasik yontemlerle tayin edilemeyecek kadar diistiktiir.
Diisiik derisimdeki analitleri mevcut yontemlerle veya daha basit Olciilebilir hale

getirmek i¢in onderistirme sarttir.

Katilagan organik damla mikroekstraksiyonu, Onderistirme yontemleri
arasinda kolay, yiiksek Onderistirme faktorii saglayan, diisiik maliyetli, 1yi bir

kesinlik ve dogruluk saglayan bir yontemdir.

Bu c¢alismada ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak 1-undekanol kullanilarak
katilasan organik damla ekstraksiyonu yontemiyle indometazin’in 6nderistirilmesi ve
UV-GB spektrofotometresi ile tayini amaglanmistir. indometazin’in organik faza
ekstraksiyonu igin; pH, organik ¢oziicii ve dispersif ¢oziicii hacimleri, NaCl derisimi,
ckstraksiyon ve santrifiij siiresi gibi parametrelerin ekstraksiyon verimi iizerine
etkileri incelenerek ekstraksiyon veriminin en iyi oldugu kosullar belirlenmistir.
Belirlenen ¢alisma kosullarinda ¢esitli metal iyonlarinin ve bazi anyonlarin yonteme
girisim etkileri incelenmistir. Ayrica yOntemin analitik 6zellikleri belirlenerek
gelistirilen yontem g¢esme suyu, dere suyu ve idrar orneklerindeki indometazin’in

onderistirilmesi ve UV-GB spektrofotometresi ile tayini i¢in uygulanmistur.
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/. MATERYAL VE METOT

7.1  Materyal

7.1.1 Deneylerde Kullanilan Arac¢ ve Geregler

Tim reaktifler ve c¢ozeltiler 18.2 MQ dirence sahip deiyonize su ile
hazirlandi. Bu amagla AQUA Reverse Osmosis System marka saf su cihazi
kullanild1.

Kiitle 6l¢iimleri icin Kern ALS model 0,1 mg hassasiyetli analitik terazi

kullanildz.

Istenilen hacimlerde ¢oziicii ve ¢Ozelti aktarrmi igin Transfer Pipette

serisi 10-100 pL ve 500-5000 uL otomatik pipetler kullanild.

pH Olgtimleri Hanna Instruments marka HI 221 Microprocessor model pH

metre ile yapild1

Calkalayict islemlerinde (Heidolph, Vibramax 110) marka titresimli
calkalayici kullanild1.

UV-GB spektrofotometresinde o6l¢iim alabilmek igin ISOLAB, Cuvettes

“spectrophotometer-quartz-micro* Q-274 marka kuvars kiivetler kullanildi.

Indometazin ilacinin tayini (Perkin EImer marka, T80 UV/VIS Spectrometer,
UK) UV-GB cihazi ile gergeklestirildi.

Bulanik ¢6zeltilerde organik fazin sulu fazdan ayrilmasi i¢in (Hettich
Zentrifgen, Rotofix 32 A) markali santrifiij cihazi kullanildi.
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7.1.2 Deneylerde Kullanilan Reaktifler

Deneylerde kullanilan indometazin, metal standartlar1 ve tampon ¢6zeltilerin

hazirlanmasinda kullanilan kimyasallarin tiimii analitik safliktadir.

Deneyler siiresince kullanilan katyon ve anyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda

kullanilan bilesikler ve markalar1 Tablo 7.1 ve Tablo 7.2’de verilmistir;

Tablo 7.1: Metal iyonlar1 ve markalari.

Metal iyonlarl Metal Tuzlan Markasi
Cu(ll) Cu (NO3)2 . 3H,0 Riel de Haen
Ca(l |) Ca (NOg)z .4 H,0 Merck
Sr(1) Sr (NOs)2 Riel de Haen
Ba(ll) Ba (NO3), Fluka
Cr(11) Cr (NO3)3. 9 H0 Fluka
Mn(11) Mn (NOs); . 4 H,O Merck
Fe(l11) Fe (NO3)3 . 9 H,O Merck
NI(”) Ni (NOg)z .6 H,O Fluka
Pb(1l) Pb (NO3); Merck
Cd(ll) Cd (NO3)2 .4 H,0O Merck
Co(Il) CoCl,. 6 H,O Merck
Mg(Il) Mg (NO3), . 6 H,O Fluka
Tablo 7.2: Anyonlar ve markalar.
Anyonlar Anyon Tuzlan Markalar
Cr NaCl Riel de Haen
PO,* NazPO, Fluka
COs* Na,COs Fluka
Deneyler  siiresince  kullanilan  organik  bilesiklerin  ¢ozeltilerinin

hazirlanmasinda kullanilan bilesikler ve markalar1 Tablo 7.3’te verilmistir;
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Tablo 7.3: Organik maddeler ve markalari.

Organik Madde Markasi
Indometazin Sigma Aldrich
Hiimik asit Sigma Aldrich

pH’in ekstraksiyon verimi iizerine etkisini belirlemek igin yapilan
calismalarda pH 2-9 arasindaki tampon c¢dozeltiler hazirlandi ve c¢alismalarda
kullanildi. Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallarin markalar:

Tablo 7.4’te verilmistir.

Tablo 7.4: Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler.

Kullanilan Kimyasallar Bilesik Formiilleri Markalan
Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat  NaH,PO,.H,0 Merck
Sodyum asetat trihidrat CH3;COONa. 3H,0 Merck
Amonyum Kloriir NH,CI Merck
Potasyum hidrojen ftalat CgHsKO4 Merck

Tampon ¢ozeltilerin pH’lar1 istenilen degere ayarlanirken Tablo 7.5’te verilen

inorganik asit ve bazlar kullanildi.

Tablo 7.5: inorganik asit ve bazlar.

Kimyasal Madde Markasi

HCI Sigma- Aldrich
NaOH Fluka
HNO3 Sigma- Aldrich
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7.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanisi

7.1.3.1 indometazin Cahsma Cozeltisi

Indometazin ilacinin 0,5 gramm 100 mL metanol icerisinde ¢oziildii ve bu stok
stirekli buzdolabinda saklandi. Calismalarda; 1 mL stok ¢ozeltisinin iizerine 0,5 mL
pH 7 tampon ¢ozeltisi eklenip 100 mL’ye saf su ile tamamlanarak hazirlanan ¢ozelti
kullanildi. Calismalarda kullanilan indometazin ilag ¢ozeltisinin derisimi 50 mg

LY dir.

7.1.3.2 Tampon Cozeltilerin Hazirlamlmasinda Kullanmilan 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°lik hidroklorik asit eklendi. Daha sonra son hacim 50 mL olacak sekilde saf su ile

tamamland.

b) 0,1 M Sodyum hidroksit ¢ozeltisi

10 mL’lik bir balon joje icerisine bir miktar saf su alindi, igerisine 0,04 gram kati
sodyum hidroksit eklendi. Daha sonra son hacim 10 mL olacak sekilde saf su ilave
edildi.
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7.1.3.3 Tampon Cozeltileri

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

a) 0,2 M pH= 2-3-6-7-8 tampon ¢ozeltileri

1,5601 gram NaH,PO4 2H,0 tartilip suda ¢ozildi ve pH metre ile HCI ve
NaOH c¢ozeltileri kullanilarak ¢ozeltilerin pH’1 istenilen degere ayarlandi.
Cozeltilerin hacmi 50 mL’ye tamamlanarak c¢ozeltilerin son pH degerleri pH metre

ile kontrol edildi.

b) 0,5 M pH= 4 tampon ¢ozeltisi

14,29 mL % 100’lik CH3COOH belirli miktar saf su icerisine alindi ve pH
metre ile HCl ve NaOH ¢ozeltileri kullanilarak ¢6zeltinin pH’1 4’e ayarlanda.
Cozeltinin son hacmi 500 mL’ye tamamlanarak ¢6zeltinin son pH degeri pH metre

ile kontrol edildi.
c¢) 0,5 M pH= 5 tampon ¢ozeltisi

6,805 gr CH3COONa. 3H,0 tartilip suda ¢oziildii. pH metre ile HCI ve NaOH
cozeltileri kullanilarak ¢ozeltilerin pH’1 5’e ayarlandi. Cozeltinin son hacmi 100 mL’

ye tamamlanarak ¢ozeltinin son pH degeri pH metre ile kontrol edildi.
d) 0,1 M pH=9 tampon ¢6zeltisi

0,2675 gram NH4Cl tartilip suda ¢oziildii. pH metre ile HCl ve NaOH ¢6zeltileri
kullanilarak ¢ozeltilerin pH’1 9’a ayarlandi. Cozeltinin son hacmi 50 mL’ye

tamamlanarak ¢ozeltinin son pH degeri pH metre ile kontrol edildi.
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7.2 Yontem

7.2.1 Optimum Ekstraksiyon Sartlarimin Belirlenmesi

Indometazin’in organik faza ekstraksiyonu igin; pH, organik ¢oziicii ve
dispersif ¢oziicli hacimleri, NaCl derisimi, ekstraksiyon siiresi, santrifiij siiresi gibi
analitik parametrelerin ekstraksiyon verimi tizerine etkileri incelendi. Ekstraksiyon
veriminin en iyi oldugu kosullar1 belirlemek amaciyla yapilan ¢calismalar ii¢ paralel

olarak yapild1.

7.2.1.1 pH Etkisi

Indometazin’in ekstraksiyon verimi iizerine pH’in etkisi pH 2-9 arasinda
incelenmistir. Bu amagcla 15 mL’lik falkon tiiplerin igerisine; 0,5 mL 50 mg L™
indometazin ¢ozeltisi, 1 mL tampon ¢ozeltisi, 0,5 mL dispersif ¢oziicli olan etanol
eklendi ve son hacimleri saf su ile 5 mL’ye tamamlandi. Her bir tiipe ekstraksiyon
¢Oziiciisii olarak kullanilan 1-undekanol’den 80 uL eklendi. Her bir pH i¢in 6rnek
cozeltilerle aynmi sekilde hazirlanan ama indometazin igermeyen ayr1 bir kor ¢ozelti
hazirlandi. Daha sonra bu ornek ¢ozeltiler titresimli ¢alkalama cihazinda 10 dakika
boyunca calkalandi. Calkalama islemi sonrasinda 4000 devir/dakika hizda 10 dakika
boyunca santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra listte kalan organik fazin donmasi
icin 6rnek tiipleri 20 dakika buz banyosunda bekletildi. 20 dakika sonunda tamamen
dondugu gozlenen organik faz ile sulu fazin ayrilmasi dekantasyonla saglandi. Tiipte
kalan organik fazin lizerine son hacim 5 mL olacak sekilde % 99,8’lik etanol eklendi.
Ayni sekilde hazirlanan ama indometazin icermeyen kor ¢ozeltiler UV-GB
spektrofotometrede kor diizeltmesi amaciyla kullanildi. UV-GB spektrofotometresi
ile indometazin ilacina ait sinyal degerleri maksimum absorbansin gozlendigi 209

nm’de 6l¢iildii. Sinyalin en yiiksek gozlendigi optimum pH degeri belirlendi.
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7.2.1.2 Organik Sivi (1-Undekanol) Hacminin Etkisi

Ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin ekstraksiyon verimine etkisinin incelenmesi
amaciyla farkli hacimlerde ekstraksiyon c¢oziiciisii (1-undekanol) igeren ornekler
hazirlandi. Bu amagla 15 mL'lik falkon tiiplere; 0,50 mL 50 mg L™ indometazin
cozeltisi, 1 mL pH 4 tampon ¢ozelti, 0,5 mL dispersif ¢oziicli olan etanol eklendi ve
son hacimleri 5 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Uzerlerine ekstraksiyon
¢ozliclisii olarak kullanilan 1-undekanol’den 40-60-80-100-125 pL hacimlerinde

eklendi. Her biri i¢in indometazin icermeyen ayr1 bir kor ¢ozeltisi hazirlandu.

Ornek ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra titresimli calkalama cihazinda 10 dakika
boyunca calkalandi. Calkalama isleminden sonra 6rnekler 4000 devir/dakika hizda
10 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra {istte kalan organik
fazin donmasi igin 6rnek tiipleri 20 dakika buz banyosunda bekletildi. 20 dakika
sonunda tamamen dondugu goézlenen organik faz ile sulu fazin ayrilmas: i¢in tiip
dekante edilerek sulu faz dokiildii ve organik faz ile sulu faz ayrilmis oldu. Tiipte
kalan organik fazin {izerine son hacim 5 mL olacak sekilde % 99,8’lik etanol eklendi.
Orneklerin absorbansi, kor ¢ozeltilere karst 209 nm’de UV-GB spektrofotometresi
ile 6lgtildi. Sinyalin en yiiksek gozlendigi 1-undekanol hacmi optimum ekstraksiyon

¢Oziiclisii hacmi olarak alindi.

7.2.1.3 Dispersif Coziicii Hacminin Etkisi

Dispersif ¢oziicii hacminin ekstraksiyon verimine olan etkisini incelemek
amaciyla farkli hacimlerde etanol kullanilarak ornekler hazirlandi. Bu amagla 15
mL'lik falkon tiiplere; 0,5 mL 50 mg L™ indometazin ¢dzeltisi, 1 mL pH 4 tampon
¢ozelti, dispersif ¢oziicii olarak kullanilan etanolden falkon tiiplere sirasiyla 0,1 ;
0,25 ; 0,50 ; 0,75 ; 1,00 mL hacimlerde eklendi ve son hacim saf su ile 5 mL’ye
tamamlandi. Her birinin iizerine ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilan 1-
undekanol'den 80 pL eklendi. Her bir etanol miktar: igin ornek ¢ozeltilerle ayni

sekilde hazirlanan ama indometazin icermeyen ayr1 bir kor ¢ozelti hazirland1.

Ornek ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra titresimli ¢alkalama cihazinda 10 dakika

boyunca calkalandi. Calkalama isleminden sonra 6rnekler 4000 devir/dakika hizda
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10 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra iistte kalan organik
fazin donmasi i¢in ornek tiipleri 20 dakika buz banyosunda bekletildi. 20 dakika
sonunda tamamen dondugu gozlenen organik faz ile sulu fazin ayrilmasi icin tiip
dekante edilerek sulu faz dokiildii ve organik faz ile sulu faz ayrilmis oldu. Tiipte
kalan organik fazin iizerine son hacim 5 mL olacak sekilde % 99,8’lik ethanol
eklendi. Orneklerin absorbansi, kor ¢ozeltilere karst 209 nm’de UV-GB
spektrofotometresi ile 6l¢iildii. Sinyalin en yiiksek gozlendigi etanol hacmi optimum

dispersif ¢oziicli hacmi olarak alindi.

7.2.1.4 NaCl Derisiminin Etkisi

Ekstraksiyon verimine NaCl ¢6zeltisi derisiminin etkisini incelemek igin
NaCl ¢ozeltisi bulunmayan ve farkli derisimlerde NaCl ¢ozeltisi bulunan 6rnekler
hazirlandi. Bu amagla 15 mL'lik falkon tiiplere; 0,5 mL 50 mg L™ indometazin
¢ozeltisi, 1 mL pH 4 tampon ¢6zeltisi, 0,25 mL dispersif ¢oziicii olan etanol, 2 M
NaCl ¢ozeltisinden her bir falkon tiipe sirasiyla O mL ; 0,025 mL ; 0,125 mL ; 0,250
mL ; 0,625 mL ; 1,25 mL hacimlerinde eklendi ve son hacim 5 mL olacak sekilde saf
su ile tamamlandi. Bu sekilde tiiplerdeki NaCl derisimleri sirasiyla 0 M ; 0,01 M ;
0,05 M; 0,1 M; 0,25 M ; 0,50 M oldu. Her birinin {izerine ekstraksiyon ¢oziiciisii
olarak kullanilan 1-undekanol’den 80 uL eklendi. Her biri i¢in ayr1 ayr1 olmak {izere
indometazin igermeyen kor ¢ozeltiler hazirlandi. Ornekler, 15 mL'lik falkon tiiplerde

hazirlandi.

Ornek ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra titresimli ¢alkalama cihazinda 10 dakika
boyunca calkalandi. Calkalama isleminden sonra 6rnekler 4000 devir/dakika hizda
10 dakika boyunca santrifiijlendi. Santriflij igleminden sonra istte kalan organik
fazin donmasi igin 6rnek tiipleri 20 dakika buz banyosunda bekletildi. 20 dakika
sonunda tamamen dondugu goézlenen organik faz ile sulu fazin ayrilmasi i¢in tiip
dekante edilerek sulu faz dokiildii ve organik faz ile sulu faz ayrilmis oldu. Tiipte
kalan organik fazin tizerine son hacim 5 mL olacak sekilde % 99,8’lik etanol eklendi.
Orneklerin absorbansi, kér ¢ozeltilere karst 209 nm’de UV-GB spektrofotometresi
ile dlgiildii. Sinyalin en yiiksek oldugu NaCl derisimi optimum NaCl derisimi olarak
kabul edildi.
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7.2.1.5 Calkalama Siiresinin Etkisi

Ekstraksiyon verimine calkalama siiresinin etkisini incelemek igin farkli
calkalama siirelerinde caligilarak ekstraksiyon veriminin en iyi oldugu calkalama
siiresi belirlendi. Bu amagla 15 mL'lik falkon tiiplere; 0,5 mL 50 mg L™ indometazin
¢ozeltisi, 1 mL pH 4 tampon ¢ozeltisi, 0,25 mL dispersif ¢6ziicli olarak kullanilan
etanol, 2 M NaCl ¢ozeltisinden 0,25 mL eklendi ve son hacimler saf su ile 5 mL’ye
tamamlandi. Her birinin iizerine ekstraksiyon ¢oziciisii olarak kullanilan 1-
undekanol’den 80 pL eklendi. Her biri i¢in ayri1 ayr1 olmak iizere indometazin

icermeyen kor ¢ozeltiler hazirlandi.

Ornek ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra titresimli ¢alkalama cihazinda sirasiyla
2 ;5 ;75 ; 10 ve 15 dakika siirelerinde ¢alkalandi. Calkalama isleminden sonra
ornekler 4000 devir/dakika hizda 10 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifii]
isleminden sonra Ustte kalan organik fazin donmasi igin 6rnek tiipleri 20 dakika buz
banyosunda bekletildi. 20 dakika sonunda tamamen dondugu gozlenen organik faz
ile sulu fazmn ayrilmasi icin tiip dekante edilerek sulu faz dokiildii ve organik faz ile
sulu faz ayrilmis oldu. Tiipte kalan organik fazin iizerine son hacim 5 mL olacak
sekilde % 99,8’lik etanol eklendi. Orneklerin absorbansi, kor ¢ozeltilere karsi 209
nm’de UV-GB spektrofotometresi ile 6l¢iildii. Sinyalin en yiiksek oldugu calkalama

stiresi optimum ¢alkalama siiresi olarak kabul edildi.

7.2.1.6 Santrifiij Siiresinin Etkisi

Santrifiij siiresinin sulu ve organik fazin ayrilmasindaki etkinligi arastirmak
i¢in, santrifiij siiresi 2-15 dakika arasinda tutularak yontem uygulandi. Bu amagla 15
mL'lik falkon tiiplere; 0,5 mL 50 mg L™ indometazin ¢alisma ¢ozeltisi, | mL pH 4
tampon ¢ozeltisi, 0,25 mL dispersif ¢6ziicii olarak kullanilan etanol, 2 M NaCl
¢ozeltisinden 0,25 mL eklendi ve son hacimler saf su ile 5 mL’ye tamamlandi. Her
birinin lizerine ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak kullanilan l-undekanol’den 80 pL
eklendi. Her biri i¢in ayr1 ayri olmak iizere indometazin icermeyen kor ¢ozeltiler

hazirlandi.
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Omek ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra titresimli ¢alkalama cihazinda 7,5
dakika calkalandi. Calkalama isleminden sonra Ornekler 4000 devir/dakika hizda
sirastyla 2, 5, 10 ve 15 dakika siirelerinde santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra
ustte kalan organik fazin donmasi i¢in 6rnek tiipleri 20 dakika buz banyosunda
bekletildi. 20 dakika sonunda tamamen dondugu goézlenen organik faz ile sulu fazin
ayrilmasi i¢in tiip dekante edilerek sulu faz dokiildii ve organik faz ile sulu faz
ayrilmis oldu. Tiipte kalan organik fazin ilizerine son hacim 5 mL olacak sekilde %
99,8’lik etanol eklendi. Orneklerin absorbansi, kor ¢dzeltilere karst 209 nm’de UV-
GB spektrofotometresi ile 06lgiildii. Sinyalin en yiiksek oldugu santrifiij siiresi

optimum santrifiij siiresi olarak kabul edildi.

7.3 Yabanci Iyon Etkisi

Indometazin’in tayini ve dnderistirilmesi amaci ile gelistirilen ydntem iizerine
yabanci anyonlarm, katyonlarin ve hiimik asidin etkisi incelendi. Her bir yabanci
anyondan ( CI; PO,>; CO3%; SO4%) ve her bir yabanci katyondan (Fe**; Cr®*; Mn?*;
Ba?*; Ca’*; Mg®*; Co®*; Pb*"; Ni**; Cd**; Sr**) 1000 mg L™ ve 100 mg L™ stok
¢ozeltiler hazirlandi. Bunlarin disinda 0,01 g hiimik asit alinip 100 mL’ye saf su ile
tamamlanarak 100 mg L™’lik hiimik asit ¢6zeltisi hazirland1. 15 mL’lik farkli falkon
tiiplere her bir anyon ve katyon stok ¢ozeltilerinden ve hiimik asit ¢dzeltisinden farkl

hacimlerde eklendi.

Her bir tiipe ayr1 ayr1 belirtilen miktarlarda yabanci iyon ¢ozeltisi ve belirtilen
miktarlarda 50 mg L™ indometazin ¢ozeltisi, ] mL pH 4 tampon ¢dzeltisi, 0,25 mL
dispersif ¢oziicii olarak kullanilan etanol, 2 M NaCl ¢6zeltisinden 0,25 mL eklendi
ve son hacimler saf su ile 5 mL’ye tamamlandi. Her birinin {izerine ekstraksiyon
¢oziiclisti olarak kullanilan 1-undekanol’den 80 pL eklendi. Her iyon ¢aligmasinda,
iyonun etkisini gérmek i¢cin yabanci iyon icermeyen 3 paralel 6rnek de hazirlandi.
Hepsi i¢in ila¢ icermeyen tek bir kor ¢ozeltisi kullanildi. Yabanci iyon igermeyen
cozelti ve yabanci iyon iceren ¢ozeltiler titresimli calkalama cihazinda 7,5 dakika
calkalandi. Calkalama isleminden sonra ornekler 4000 devir/dakika hizda 5 dakika
santrifiijlendi.  Santrifiij isleminden sonra istte kalan organik fazin donmasi igin
ornek tiipleri 20 dakika buz banyosunda bekletildi. 20 dakika sonunda tamamen

dondugu gozlenen organik faz ile sulu fazin ayrilmasi i¢in tiip dekante edilerek sulu
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faz dokildii ve organik faz ile sulu faz ayrilmis oldu. Tiipte kalan organik fazin
iizerine 0,3 mL indometazin ¢alisma ¢ozeltisinden alinan 6rneklerin son hacmi 3 mL
ve 0,5 mL indometazin ¢alisma ¢ozeltisinden alinan Orneklerin son hacim 5 mL
olacak sekilde % 99,8’lik etanol eklendi. Orneklerin absorbansi, kor ¢dzeltilere karsi
209 nm’de UV-GB spektrofotometresi ile 6l¢tildii.

7.4 Onderistirme Deneyleri

5 farkli 6nderistirme deneyi yapildi ve g¢alisilan yontemin Onderistirme igin

uygunlugu incelendi. Her bir denemede kullanilan ¢ozeltiler Tablo 7.6’da verilmistir.

Tablo 7.6: Onderistirme i¢in 6rnek hazirlama.

Ornek 50 mg L™ Tampon  Etanol 2 M NaCl Ornek  1-undekanol

No indometazin cozelti (mL) (mL) cozelti (L)
¢ozeltisi (ML) (mL) (mL)
1 0,25 1 0,25 0,25 5 80
2 0,25 2 0,50 0,50 10 160
3 0,25 4 1,00 1,00 20 320
4 0,25 6 1,50 1,50 30 480
5 0,25 8 2,00 2,00 40 640

1. ve 2. ornekler 15 mL’lik falkon tiiplerde, 3, 4 ve 5. 6rnekler ise 50 mL’lik
falkon tiiplerde hazirlandi. Ayrica her biri i¢in ayr1 ayri olmak iizere indometazin
icermeyen kor c¢ozeltiler hazirlandi. Caligmalar optimize edilen sartlarda yapildi. 15
mL’lik falkon tiipte bulunan g¢dzeltiler titresimli ¢alkalama cihazinda 7,5 dakika
calkalandi. 50 mL’lik falkon tiipte bulunan ¢ozeltiler ise elde 10 dakika calkaland.
Calkalama isleminden sonra Ornekler 4000 devir/dakika hizda 5 dakika
santrifiijlendi. Santriflij isleminden sonra iistte kalan organik fazin donmasi igin
ornek tiipleri 20 dakika buz banyosunda bekletildi. 20 dakika sonunda tamamen
dondugu gozlenen organik faz ile sulu fazin ayrilmasi i¢in tiip dekante edilerek sulu
faz dokiildii ve organik faz ile sulu faz ayrilmis oldu. Tiipte kalan organik fazin
iizerine son hacim 2,5 mL olacak sekilde % 99,8’lik etanol eklendi. Orneklerin

absorbansi, kor ¢ozeltilere kars1 209 nm’de UV-GB spektrofotometresi ile ol¢iildii.
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7.5  Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Indometazin ¢alisma ¢ozeltisi kalibrasyon egrisinin olusturulmasi amaciyla
kullamlmustir. 5 farkli 15 mL’lik falkon tiiplere 50 mg L™ indometazin ¢ozeltisinden
sirastyla O mL, 0,1 mL, 0,2 mL, 0,4 mL ve 0,6 mL alinarak iizerlerine 1 mL pH 4
tampon c¢ozeltisi, 0,25 mL dispersif ¢oziicii olarak kullanilan etanol, 2 M NaCl
¢ozeltisinden 0,25 mL eklendi ve son hacimler saf su ile 5 mL’ye tamamlandi. Her
birinin lizerine ekstraksiyon ¢Oziiciisi olarak kullanilan 1-undekanol’den 80 pL
eklendi. Ayrica indometazin icermeyen bir kor ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan her bir
cOzelti titresimli ¢alkalama cihazinda 7,5 dakika c¢alkalandiktan sonra 4000
devir/dakika hizda 5 dakika santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra iistte kalan
organik fazin donmasi igin ornek tiipleri 20 dakika buz banyosunda bekletildi. 20
dakika sonunda tamamen dondugu goézlenen organik faz ile sulu fazin ayrilmasi i¢in
tiip dekante edilerek sulu faz dokiildii ve organik faz ile sulu faz ayrilmis oldu. Tiipte
kalan organik fazin tizerine son hacim 5 mL olacak sekilde % 99,8’lik etanol eklenerek
absorbanslar1 kor ¢ozeltiye kars1 209 nm’de UV-GB spektrofotometresi ile olgtildii.
Cozeltideki indometazin’in derisimine karsi absorbans sinyalleri grafige gegirilerek

kalibrasyon egrisi ¢izildi.

7.6  Gelistirilen Yontemin Analitik Ozellikleri

Gelistirilen yontemin tayin sinir1 ve gozlenebilme smirinin belirlenmesi igin
yapilan deneylerde 20 adet farkli kor Ornege gelistirilen Onderistirme yontemi
uygulanarak ¢ozeltilerin absorbans sinyalleri 209 nm’de UV-GB spektrofotometresi
ile o6lgiildii. Gozlenebilme smirt kor sinyallerinin (N=20) standart sapmasinin iig
katinin kalibrasyon egrisinin egimine boliimii (3Spi/m), tayin sinir1 ise kor sinyallerinin

(N=20) standart sapmasmin on katinin kalibrasyon egrisinin egimine bdlimii

(10Sp/m) ile hesaplandi.
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7.7 Ornek Analizleri

7.7.1 Dere Suyu Analizi

Katilagan organik damla dispersif sivi-sivi ekstraksiyon yonteminin dere suyu
Ornegi i¢in uygulanabilirligi incelendi. Yapilan g¢alismalar icin Balikesir Kiigiik
Bostanci Deresi’nden 6rnek alindi. Ornegin analize uygun hale gelmesi icin 6nce
Whatman siizgec¢ kagid1 ile siiziildi daha sonra ise 0,45 pm gozenek boyutuna sahip
seliiloz asetat membran filtre kagidi ile siiziildii. Siizme isleminden sonra polietilen

kaba aktarilip dolapta 4 °C’de sakland.

Analize hazirlanan dere suyu 6rneginden 5 mL alindi ve tlizerine 1 mL pH 4
tampon ¢ozeltisi, 0,25 mL dispersif ¢oziicli olarak kullanilan etanol, 2 M NaCl
cozeltisinden 0,25 mL eklendi ve son hacimler saf su ile 5 mL’ye tamamlandi. Her
birinin {iizerine ekstraksiyon c¢oziiciisii olarak kullanilan 1-undekanol’den 80 pL
eklenerek gelistirilen yontem uygulandi. Ayrica yontemin dogrulugu ve
tekrarlanabilirliginin kontrolii igin, bu su 6rneginin 5 mL’ lik hacimlerine bilinen
miktarda (50 mg L™ indometazin ¢ozeltisinden 0,2 mL) indometazin eklenerek

gelistirilen yontem uygulandi.

7.7.2 Cesme Suyu Analizi

Katilagsan organik damla dispersif sivi-sivi ekstraksiyon yonteminin c¢esme
suyu Ornegi i¢in uygulanabilirligi incelendi. Yapilan ¢alismalar i¢in laboratuvarda

bulunan ¢cesmeden bir beher icerisine yeterli miktarda ¢esme suyu alind1.

Cesme suyu orneginden 5 mL alind1 ve iizerine 1 mL pH 4 tampon ¢dzeltisi,
0,25 mL etanol, 0,25 mL 2 M NaCl ¢ozeltisi eklendi ve son hacimler saf su ile 5
mL’ye tamamlandi. Her birinin iizerine ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilan 1-
undekanol’den 80 pL eklenerek gelistirilen yontem uygulandi.  Ayrica yontemin
dogrulugu ve tekrarlanabilirliginin kontrolii i¢in, ¢esme suyu Orneginin 5 mL’ lik
hacimlerine bilinen miktarda (50 mg L™* indometazin ¢ozeltisinden 0,2 mL)

indometazin eklenerek gelistirilen yontem uygulandu.
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7.7.3 1idrar Analizi

Gelistirilen katilasan organik damla dispersif sivi-sivi ekstraksiyon yonteminin
idrar 6rnegi iizerinde uygulanabilirligini incelemek amaciyla Banu KANITURK ten
alinan idrar 6rnegi kullamldi. Ornegin analize uygun hale getirilebilmesi i¢in énce 50
mL hacimli falkon tiipe alinan idrar 6rnegi 4000 devir/dakika hizda 10 dakika
boyunca santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 falkon tiipiin dibinde tortu gozlendi. Falkon
tliplin istiindeki siiziintii kismi tortudan ayrilarak bagka bir falkon tiipe aktarildi.
Alnan siizlintii kismu 6nce whatman siizge¢ kagidi ile siiziildii daha sonra ise 0,45
pm gozenek boyutuna sahip seliilloz asetat membran filtre kagidi ile siiziildii. Stizme
isleminden sonra 50 mL’lik bir falkon tiipe idrar 6rneginden 4 mL eklenip 40 mL’ye

saf su ile seyreltildi. Seyreltilmis 6rnek idrar analizlerinde kullanildi.

Seyreltilmis idrar 6rneginden 5 mL alind1 ve ilizerine 1 mL pH 4 tampon
¢ozeltisi, 0,25 mL etanol, 0,25 mL 2 M NaCl ¢6zeltisi eklenerek son hacimler saf su ile
5 mL’ye tamamlandi. Her birinin iizerine ekstraksiyon ¢0ziiciisii olarak kullanilan 1-
undekanol’den 80 upL eklenerek gelistirilen yontem uygulandi. Ayrica yontemin
dogrulugunun kontrolii icin, idrar &rneginin 5 mL’ lik hacimlerine 50 mg L™

indometazin ¢ézeltisinden 0,2 mL eklenerek gelistirilen yontem uygulandi.
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8. BULGULAR

8.1  Optimum Sartlarin Belirlenmesi

8.1.1 pH Etkisi

Indometazin ilacinin ekstraksiyonu iizerine pH’mn etkisinin incelenmesi
amactyla ornek c¢ozeltilerin pH’1 2-9 araliginda degistirilerek c¢aligmalar yapild.
Ortamin pH’1n1 ¢alisilan pH degerinde sabit tutabilmek i¢in uygun tampon ¢ozeltiler
kullanildi. Maksimum absorbans sinyali 209 nm’de pH 4’te yapilan g¢alismada
gozlendi. pH 4’te ilaga ait UV-GB spektrumu Sekil 8.1°de verildi. Caligilan tiim
pH’larda elde edilen sonuglar Tablo 8.1 ve Sekil 8.2°de verildi.

Absorbans
u:'
¥
=
=

0,000
200,00 250,00 300,00 350,00 400,00

Dalga Boyu (nm)

Sekil 8.1: indometazin’in pH 4’deki spektrumu.
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Tablo 8.1: pH etkisi.

pH Absorbans
0,404
0,371
0,616
0,209
0,195
0,046
0,040
0,041

O© 00 NOo ol WwiN

Absorbans

Sekil 8.2: indometazin’in ekstraksiyon verimi iizerine pH etkisi.

8.1.2 Ekstraksiyon Coziiciisiiniin Hacminin Etkisi

Gelistirilen yontemin uygulanmasi siiresince ¢alisilacak ortamda, ekstraksiyon
¢oziiciisii olarak kullanilacak 1-undekanol hacminin ekstraksiyon verimine etkisinin
incelenmesi amaciyla farkli hacimlerde 1-undekanoligeren ¢ozeltiler kullanildi. Elde

edilen sonuglar Tablo 8.2 ve Sekil 8.3’te verildi.
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Tablo 8.2: iIndometazin’in ekstraksiyonu iizerine 1-undekanol hacminin etkisi.

1-undekanol (uL) 40 60 80 100 125

Absorbans 0,471 0,475 0,503 0,416 0,353

0,550
0,500
0,450
0,400
0,350
0,300
0,250
0,200

Absorbans

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1-undekanol (nL)

Sekil 8.3: indometazin’in ekstraksiyonu iizerine 1-undekanol hacminin etkisi.

8.1.3 Dispersif Coziicii Hacminin Etkisi

Ekstraksiyon verimi lizerine dispersif ¢oziicii (etanol) hacminin etkisi 0,1-1,0

mL hacimleri arasinda incelendi. Bulunan sonuglar Tablo 8.3 ve Sekil 8.4’te verildi.

Tablo 8.3: indometazin’in ekstraksiyonu iizerine iizerine dispersif ¢dziicii hacminin etkisi.

Etanol (mL) 0,10 0,25 0,50 0,75 1,0
Absorbans 0,360 0,511 0,430 0,413 0,439
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Absorbans

01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Etanol (mL)

Sekil 8.4: iIndometazin’in ekstraksiyonu iizerine dispersif ¢oziicii hacminin etkisi.

8.1.4 NaCl Derisiminin Etkisi

NaCl derisiminin indometazin’in ekstraksiyon verimi iizerine etkisi 0; 0,01,

0,05: 0,1: 0,25 ve 0,5 mol L NaCl cozeltileri kullanilarak incelendi. Elde edilen
sonuglar Tablo 8.4 ve Sekil 8.5’te verildi.

Tablo 8.4: indometazin’in ekstraksiyonu iizerine NaCl derisiminin etkisi.
NaCl (mol LY 0 001 005 010 025 050
Absorbans 0,345 0,392 0,456 0,506 0,424 0,449
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0,550

0,500 -

0,450 A

0,400 A

Absorbans

0,350

ol
\ ¢

0,300 . . . . .
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
NaCl (mol L)

Sekil 8.5: Indometazin’in ekstraksiyonu iizerine NaCl derisiminin etkisi.

8.1.5 Calkalama Siiresinin EtKkisi

Calkalama siiresinin ekstraksiyon verimine etkisi 2; 5; 7,5; 10 ve 15 dakika
calkalama siirelerinde incelendi. Elde edilen sonuglar Tablo 8.5 ve Sekil 8.6’da

verildi.

Tablo 8.5: indometazin’in ekstraksiyonu iizerine calkalama siiresinin etkisi.

Calkalama Siiresi (dakika) 2 5 7,5 10 15

Absorbans 0,281 0,440 0,453 0,456 0,420
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0,500 -
0,450 A
(%2}
g 0,400 -
2
o
3 0,350 A
<
0,300 H
4
0,250 T T T T T T 1

2 4 6 8 10 12 14 16
Calkalama Siiresi (dakika)

Sekil 8.6: indometazin’in ekstraksiyonu iizerine ¢alkalama siiresinin etkisi.

8.1.6 Santrifiij Siiresinin Etkisi

Santrifiij siiresinin sulu ve organik fazin ayrilmasindaki etkinligi, santrifiij
stiresi 2-15 dakika arasinda tutularak incelendi. Elde edilen sonuglar Tablo 8.6 ve

Sekil 8.7°de verildi.

Tablo 8.6: indometazin ilacinin énderistirilmesi iizerine santrifiij siiresinin etkisi.

Santrifiij siiresi 2 5 7 10 15
(dakika)
Absorbans 0,504 0,557 0,504 0,543 0,539
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0,560 -

0,540 A

Absorbans

0,520 -

0,500 T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 16

Santrifiij Siiresi (dakika)
Sekil 8.7: Indometazin’in ekstraksiyonu iizerine santrifiij siiresinin etkisi.
8.2  Yabana iyon Etkisi
Indometazin ilacina ait sinyaller iizerine girisimcilerin etkilerini belirlemek

amaciyla orneklerde sik¢a rastlanan iyon tiirlerinin etkileri incelendi. Elde edilen %

geri kazanim degerleri Tablo 8.7°de verildi.

Tablo 8.7: Yabanci iyon etkisi.

Yabanci Ilyon Yabanciiyon  Eklenen Bulunan % Geri
yada Bilesik  ya da Bilesigin Indometazin Indometazin Kazanim

Derisimi (mg L™ (mg L™

(mg L™
PO, ¥ 100 3 3,10+£0,07  103,3
COs> 100 3 3,09+£0,06  103,2
Ca* 100 5 5,03+£0,02  100,7
Srt 10 3 3,09+0,06  103,1
Hiimik Asit 10 3 323+0,16  107,9
cr 1 5 548 +0,33  109,6
Mn?* 1 5 5,15+0,11  103,1
Fe®* 1 5 588 +£0,62  117,6
cu** 1 5 547+033 1095
Ba* 1 5 5,50+035  110,1
Mg 1 5 528+020  105,7
Co* 1 5 5,59+0,42 1119
Pb?* 1 5 548+034  109,6
Ni%* 1 5 4,98 + 0,01 99,6
Ccd** 1 5 497+0,02 99,4
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8.3  Onderistirme Deneyleri

5 farkli 6nderistirme ¢aligmasi yapilarak ¢alisilan yontemin onderistirme i¢in

uygunlugu incelendi. Elde edilen sonuglar Tablo 8.8’de verildi.

Tablo 8.8: Onderistirme deneyleri.

Eklenen Bulunan
Ornek Hacmi  indometazin indometazin Geri Kazanim
(mL) (n9) (ng) (% R)
5 25 25,27+ 0,42 101,1
10 25 25,23+ 0,39 100,9
20 25 21,31+ 1,85 85,2
30 25 18,32 + 3,91 73,3
40 25 14,94 + 5,83 59,8

8.4  Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisinin olusturulmasi amaciyla indometazin’in  farkli
derisimdeki ¢ozeltileri kullanilarak gelistirilen ydntem uygulandi. Indometazin
derisimine kars1 absorbans sinyalleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi ¢izildi.
Elde edilen sonuglar Tablo 8.9 ve Sekil 8.8’de verildi.

Tablo 8.9: indometazin igin kalibrasyon grafigi verileri.

Indometazin derisimi Absorbans
(mg L)
0 0,013
1 0,203
2 0,360
3 0,575
4 0,764
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0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

y =0,1868x + 0,0110
R?>=0,9988

Absorbans

0 1 2 3 4 5
Indometazin konsantrasyonu (mg L)

Sekil 8.8: Indometazin igin kalibrasyon grafigi.

8.5 Gelistirilen Yontemin Analitik Ozellikleri

Gelistirilen yontemin tayin smir1 ve gozlenebilme smirinin belirlenmesi igin,
20 tane farkli kor Ornege gelistirilen yontem uygulanarak sinyalleri UV-GB
spektrofotometresi ile Olgiildii. Ayrica farkli derisimlerde indometazin igeren
cozeltiler hazirlanarak gelistirilen yontem uygulandi ve ¢d6zeltilerin absorbans
sinyalleri UV-GB spektrofotometresi ile okutularak kalibrasyon egrisi olusturuldu.
Gozlenebilme smir1 kor sinyallerinin  (N=20) standart sapmasinin ii¢ katinin
kalibrasyon egrisinin egimine bolimii (3Sp/m), tayin smir1 ise kor sinyallerinin
(N=20) standart sapmasmin on katmin kalibrasyon egrisinin egimine bolimii
(10Sp/m) ile hesaplandi. Elde edilen sonuglardan gézlenebilme sinir1 dnderistirmesiz
17,9 pg L ve tayin smr1 ise 59,9 pg L7 indometazin olarak bulundu. Yukarida
Boliim 8.3°de de goriildiigii gibi 10 mL 6rnek hacminde ¢alisilip son hacim etanol ile
1 mL ye tamamlandiginda 10 katlik bir Onderistirme yapilabilir bu durumda
gozlenebilme sinirinda yaklagik 10 katlik bir iyilesme elde edilebilir.
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8.6  Ornek Analizleri

8.6.1 Dere Suyu Analizi

Gelistirilen yontem Kiiclik Bostanci deresinden alinan dere suyu Ornegine
uygulandi. Su 6rneginden 5 mL alinarak gelistirilen 6nderistirme yontemi uygulandi.
Analiz sonucunda su Orneginde indometazin igin gozlenebilme sinirinin {izerinde
sinyal elde edilmedi. Ayrica yontemin dogrulugunun kontrolii i¢in bu su 6rneginin 5
mL’lik hacmine 50 mg L™ indometazin ¢ozeltisinden 0,2 mL eklenerek geri kazanim
caligmasi yapildi. Elde edilen sonuglar Tablo 8.10°da verildi.

Tablo 8.10: Dere suyu 6rnegi i¢in elde edilen sonuglar (N=3).

Eklenen (mg L™) Bulunan (mg L™ % Geri
kazanim
- <LOD" -
2 1,89 +0,01 94,7

< LOD: Gézlenebilme sinirmm altinda

8.6.2 Cesme Suyu Analizi

Gelistirilen yontem laboratuvardan alinan ¢esme suyu Orneginin 5 mL’sine
uygulandi. Analiz sonucunda su 6rneginde indometazin i¢in gozlenebilme sinirinin
iizerinde sinyal elde edilmedi. Ayrica yontemin dogrulugunun kontrolii i¢in bu su
6rneginin 5 mL’lik hacmine 50 mg L™ indometazin ¢ozeltisinden 0,2 mL eklenerek

geri kazanim ¢aligmasi yapildi. Elde edilen sonuglar Tablo 8.11°de verildi.
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Tablo 8.11: Cesme suyu 6rnegi i¢in elde edilen sonuglar (N=3).

Eklenen (mg L™) Bulunan (mg L™ % Geri
kazanim

- <LOD’ -
2 2,06 +0,07 103,4

< LOD": Gézlenebilme smirmin altinda

8.6.3 Idrar Ornegi Analizi

Gelistirilen yontem idrar 6rnegine uygulandi. 10 kat seyreltilmis olan idrar
orneginden 5 mL almarak gelistirilen oOnderistirme yOntemi uygulandi. Ayrica
yontemin dogrulugunun ve tekrarlanabilirliginin kontrolii i¢in idrar Grneginin 5
mL’lik hacmine 50 mg L indometazin ¢dzeltisinden 0,2 mL eklenerek geri kazanim

caligmasi yapildi. Elde edilen sonuglar Tablo 8.12’de verildi.

Tablo 8.12: idrar 6rnegi icin elde edilen sonuglar.

Eklenen (mg L™) Bulunan (mg L™) % Geri
kazanim

- 2,87 +£0,46 -
2 4,84+ 0,01 98,5
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9. SONUCLAR

9.1  Optimum Ekstraksiyon Sartlarinin Belirlenmesi

9.1.1 pH Etkisi

Gelistirilen yontemde, ekstraksiyon verimi tizerine pH’in etkisinin
incelenmesi Bolim 7.2.1.1°de belirtilen sartlarda yapildi. Tablo 8.1°de goriildiigii

gibi indometazin’in 1-undekanol i¢ine ekstraksiyon verimi pH 4’te maksimumdur.

Gelistirilen yontemin asidik ortamda maksimum absorbans vermis olmasi
yontemin 6nemli avantajlarindandir. Ciinkii asidik pH, yabanci iyon etkisini en aza
indiren pH degeridir. Bu da dogada c¢ok gozlenen anyon ve katyonlarin

indometazin’in absorbans sinyallerine girisim yapmasini engeller.

9.1.2 Organik Sivi Hacminin EtKkisi

Gelistirilen yontemde, ekstraksiyon verimi {izerine 1-undekanol hacminin
etkisinin incelenmesi Bolim 7.2.1.2°de belirtilen sartlarda yapildi. Tablo 8.2°de
goriildiigi gibi 1-undekanol miktar: arttik¢a ekstraksiyon verimi artti ve 80 pL’de en
yiiksek degere ulasti. Bu bulgular 1s1ginda optimum 1-undekanol hacmi 80 pL olarak

belirlendi.

9.1.3 Dispersif Coziicii Hacminin Etkisi

Gelistirilen yontemde, ekstraksiyon verimi {izerine etanol hacminin etkisinin
incelenmesi Bolim 7.2.1.3’de belirtilen sartlarda yapildi. Tablo 8.3’de goriildigii
gibi maksimum absorbans 0,25 mL etanol hacminde elde edildi ve 0,25 mL etanol
hacminden daha yiiksek etanol hacimlerinde sinyallerin biraz azaldig1 gdzlendi. Bu

bulgular 151831nda optimum etanol hacmi 0,25 mL olarak belirlendi.
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9.1.4 NaCl Derisiminin Etkisi

Gelistirilen yontemde ekstraksiyon ftizerine NaCl derigiminin etkisinin
incelenmesi Bolim 7.2.1.4°de belirtilen sartlarda yapildi. Tablo 8.4’de goriildiigii
gibi 0,10 M NaCl derisim degerine kadar ekstraksiyon veriminde artis gézlendi. Bu
bulgular 1s1ginda maksimum ekstraksiyon veriminin gozlendigi 0,10 M derisim

degeri optimum NaCl derisimi olarak segildi.

9.1.5 Calkalama Siiresinin EtKkisi

Gelistirilen yontemde ekstraksiyon iizerine ¢alkalama siiresinin etkisinin
incelenmesi Boliim 7.2.1.5°de belirtilen sartlarda yapildi. Tablo 8.5’te goriildiigii gibi
7,5 dakika c¢alkalama siiresinin ekstraksiyon i¢in yeterli oldugu goriilmektedir. Bu

nedenle optimum galkalama siiresi 7,5 dakika olarak secildi.

9.1.6 Santrifiij Siiresinin Etkisi

Gelistirilen yontemde santrifiij siiresinin sulu ve organik fazin ayrilmasindaki
etkinliginin incelenmesi Boliim 7.2.1.6°de belirtilen sartlarda yapildi. Tablo 8.6’da
goriildiigii gibi 5 dakika santriflij siiresinin sulu ve organik fazin ayrilmasi i¢in yeterli

oldugu goriilmektedir. Bu nedenle optimum santrifiij siiresi 5 dakika olarak se¢ildi.

9.2  Yabana iyon Etkisi

Dere suyu, ¢esme suyu ve idrar drneklerinde yapilan caligsmalar i¢cin yabanci
iyonlarin girigim etkilerini incelemek ¢ok 6dnemlidir. Bu amacla dogal 6rneklerde sikca
karsilasilan iyon tiirlerinin gelistirilen yontem iizerine etkisi Boliim 7.3’de belirtilen

Zve Ca?

sartlarda ¢alisildi. Calismalarda Tablo 8.7°de goriildiigli gibi PO, % COj3
iyonlariin 100 mg Le kadar, Sr?* ve hiimik asitin 10 mg LYe kadar, Cr3+, Mn2+,
Fe*, cu®, Ba®, Mg2+, Co?, Pb*, Ni** ve Cd** iyonlarinin ise 1 mg LYe kadar
girigim etkisi yapmadig1 goriilmiistiir. Girigim etkisi ortaya ¢ikan derisimlerin dogal su

orneklerinde ve idrar 6rnegindeki bu tiirlerin derisimlerden ¢ok biiylik olmasi nedeni
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ile bu tiirlerin indometazinin tayinine girisim etkisi yapmayacaklar1 anlagilmaktadir.
Elde edilen sonuglar gelistirilen yontemin dogal su ve idrar Orneklerine

uygulanabilecegini gostermistir.

9.3  Onderistirme Deneyleri

Onderistirme islemlerinin eser ¢alismalardaki 6nemi, giiniimiizde kullanilan
tayin cihazlarinin pek azinin 6lgme alt sinirmin diisiik konsantrasyonlarda calismaya
olanak vermesi ile agiklanabilir. Gelistirdigimiz yontemin Onderistirme faktoriiniin
belirlenmesi ¢alismalar1 Boliim 7.4°de belirtildigi sekilde yapildi. Tablo 8.8’de degisik
onderistirme faktorleri ve bu Onderistirme faktorleri ile yapilan ¢alismalarda elde
edilen geri kazanimlar verildi. 5 ve 10 mL 6rnek hacimleri igin geri kazanim degeri
sirastyla % 101,1 ve % 100,9 olarak bulunmustur. Sonuglar yontemin 5 ve 10 mL

ornek hacimlerinde uygulanabilecegini gostermektedir.

9.4  Gelistirilen Yontemin Orneklere Uygulanmasi

9.4.1 Dere Suyu Analizi

Gelistirilen yontem Kiiglik Bostanci deresinden alman dere suyu Ornegine
uygulandi. Ayrica yontemin dogrulugu bu su 6rnegine bilinen miktarda indometazin
eklenerek geri kazanim ¢alismasi ile kontrol edildi. Elde edilen geri kazanim degeri
% 94.7 olarak bulunmustur (Tablo 8.10). Bu sonug gelistirilen yontemin dere suyu

orneklerine uygulanabilecegini gostermektedir.

9.4.2 Cesme Suyu Analizi

Gelistirilen yontem laboratuardan alinan ¢esme suyu Ornegine uygulandi.
Ayrica yontemin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi bu su 6rnegine bilinen miktarda

indometazin eklenerek geri kazanim caligmasi ile kontrol edildi. Elde edilen geri

46



kazanim degeri % 103,4 olarak bulunmustur (Tablo 8.11). Bu sonug gelistirilen
yontemin ¢esme Suyu Orneklerinde indometazin tayini i¢in kullanilabilecegini

gostermektedir.

9.4.3 1idrar Analizi

Gelistirilen yontem idrar 6rnegine uygulandi. Ayrica yontemin dogrulugu ve
tekrarlanabilirligi idrar Ornegine bilinen miktarda indometazin eklenerek geri
kazanim c¢aligmasi ile kontrol edildi. Elde edilen geri kazanim degeri % 98,2 olarak
bulundu (Tablo 8.12). Tablo 8.12 de verilen sonuglarda da gorildigi gibi
indometazin katilmayan idrar Orneginde de belirli miktar absorbans sinyali
gbzlendigi icin bu absorbans sinyaline karsilik kalibrasyon egrisinden hesaplanan
indometazin derigsimi verildi. Bu 6rnek i¢in elde edilen absorbans sinyali idrar 6rnegi
icinde bulunan ve 209 nm’de absorbans yapan dier organik bilesiklerden de
kaynaklanabilir. Ciinkii UV-Goriintir bdlge spektrofotometresinin  ayni dalga
boyunda absorbans yapan tiirler i¢in sec¢imlilifi ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle idrar
orneklerinden elde edilen ekstraktlarin i¢indeki organik bilesiklerin ayrilmasmi ve
tayinini igeren HPLC, LC-MS gibi kromatografik tekniklerle analiz edilmesi gerekir.
Fakat 2 mg L™ indometazin katilan drnegin geri kazamminm iyi olmasi gelistirilen
onderistirme yOnteminin indometazini basarili olarak Ornek ortamindan ayirip
onderistirdigini gostermektedir.  Bu sonug gelistirilen yontemin idrar 6rneklerinde
indometazinin Onderistirilmesi i¢in kullanilabilecegini yalniz UV-Goriiniir bolge
spektrofotometresinin tayin asamasinda uygun olmadigini daha ileri kromatografik

tekniklere ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.
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10. SONUC VE ONERILER

Onderistirme yontemlerinin temel amaci; analit disinda ortamda bulunan
bozucu etkileri ortadan kaldirmak ve ¢ok diisiik diizeylerdeki analit derisimlerinin
tayin edilebilirligine imkan sunmaktir. Yani 6lgiilemeyecek diizeyde bulunan analit
miktarmin Slgiilebilecek seviyeye getirilmesini saglar. Onerilen ydntemin bu

gereksinimleri sagladig1 goriilmektedir.

Bu ¢aligmada, katilasan organik damla dispersif sivi-sivi ekstraksiyonu ile
indometazin ilacinin 6nderistirilmesi ve UV-GB spektrofotometresi ile tayini i¢in bir
yontem gelistirildi. Bu baglamda, pH, dispersif ¢oziicii hacmi, ekstraksiyon ¢oziiciisii
hacmi, NaCl derigimi, ekstraksiyon siiresi gibi farkli parametrelerin ekstraksiyon

verimi tizerine etkileri incelenerek en uygun ¢alisma kosullar1 belirlendi.

Katilagan organik damla dispersif sivi-sivi ekstraksiyonu yontemleri
damlanin spatiil ile alinip sulu fazdan ayrilmasi ile gergeklestirilir. Gelistirilen
katilasan organik damla dispersif sivi-sivi ekstraksiyon yonteminde ekstraksiyon
islemi sonunda sulu faz ile organik fazin ayrimi dekantasyon islemi ile saglandi ve
tiipte kalan analit iceren donmus organik faz iizerine etanol eklenerek dogrudan UV-
GB spektrofotometresi ile tayin edildi. Bu sekilde gelistirilen yontem literatiirde var
olan yontemlere gore uygulamada daha pratiktir ve daha kisa zaman diliminde

analizlerin gerceklesmesini saglar.

Gelistirilen yonteminin bir¢ok avantaji vardir. Bu avantajlar; yontemin kolay
uygulanabilmesi, minimum hacimde toksik organik ¢oziicii tiiketimi, yiiksek geri
kazanim elde edilmesi, hizli bir gsekilde analiz imkani, ligand kullanimma gerek
olmamasi, diisiik 6rnek hacimleriyle calisilmasi, ¢evre dostu bir yontem olmasi,

damla aliminin ¢ok kolaylagsmis olmasi ve diisiik maliyet olarak siralanabilir.

Yontemin tayin smirmin diisiik olmasi ve matrikslere karsi toleransinin

yiiksek olmas1 dnerilen metodun uygulanabilirligini gostermektedir.

Gelistirilen yontemin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi dere suyu, ¢esme suyu,
gibi ¢esitli dogal su Orneklerinde ve idrar Orneginde yapilan analizler ile

gosterilmistir. Yapilan analizler sonucunda tatmin edici analitik sonuclara
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ulagilmistir. Elde edilen deneysel sonucglar gelistirilen yontemin c¢esitli dogal su
orneklerinde indometazin’in Onderistirilmesi ve tayininde uygulanabilecegini
gostermektedir. Idrar Ornekleri icin ise, gelistirilen yontemin idrar orneklerinde
indometazinin Onderistirilmesi i¢in kullanilabilecegini yalniz UV-Goriiniir bdlge
spektrofotometresinin tayin asamasinda uygun olmadigini daha ileri kromatografik

tekniklere ihtiyag duyuldugunu gostermektedir.
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