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OZET

Icecek Kalintilarindan Dispersif Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon (DLLME)
Yontemi ile Onderistirilmis Alprazolam ve Lorazepam’in Coklu

Spektroskopik Teknikler, PCA ve HCA ile Tayini
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Yiiksek Lisans Tezi, Adli Bilimler Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Nuriye Akbay
Agustos 2025

Son yillarda ilaglarin kétiiye kullanimina iliskin adli vakalarda, 6zellikle cinsel
saldir1 davalarinda benzodiazepin gibi farmasotiklerin tayini kritik onem
kazanmistir. Bu calismada, alprazolam (ALP) ve lorazepam (LORA) adl
benzodiazepin ttirevlerinin farkli igecek matrislerinde basit, hassas ve ayurt
edilebilir tayini icin bir metodoloji gelistirilmistir. Analizlerde ultraviyole gortuntr
bolge (UV-Gor) absorpsiyon spektroskopisi, UV tiirev spektroskopisi ve floresans
spektroskopisi kullanilmis, 6rneklerin analiz 6ncesi diistik hacimli ortamlarda 6n
derisimi dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon (DLLME) yontemi ile
gerceklestirilmistir. Gergek yasam senaryolar1 goz ontinde bulundurularak
ornekler sivi, damlacik ve kuru formda simiile edilmistir. Sivi form, iceceklerde
arta kalan oOrnekleri; damlacik form, bardak veya kadeh duvarina tutunmus
kalintilary; kuru form ise tamamen tiiketilmis veya buharlasmis ornekleri temsil
etmektedir. {laglarmn analizinde yaygin olarak tiiketilen beyaz sarap, roze sarap,

votka, gazoz ve maden suyu kullanilmstir.

Elde edilen UV-Gor ve tiirev spektrumlar1 korelasyon analizleriyle
degerlendirilmis; 6zellikle DLLME ile elde edilen siv1 form 6rneklerinde ALP igin
yiiksek korelasyon (r > 0.65) elde edilirken, LORA i¢cin bu deger tiim 6rneklerde
tutarli ve pozitif ctkmustir. Korelasyon verilerine dayanarak sifirmci ve birinci
derece tiirevlerin ayrim gticti agisindan daha etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica

temel bilesenler analizi (PCA) ile yapilan c¢ok degiskenli istatistiksel
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degerlendirmeler, DLLME uygulanmis orneklere ait spektrumlarimin icecek
spektrumlarindan basariyla ayrilabildigini ortaya koymustur. Maden suyu

ornekleri, tim spektral diizeylerde en tutarli sonuglar1 vermistir.

Calisma sonucunda gelistirilen yontem, diisiik 6rnek hacmiyle adli toksikoloji
alaninda gtivenilir bir 6n tarama modeli sunmakta ve benzer farmasotik

maddelerin tayini icin 6rnek teskil etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alprazolam, Lorazepam, DLLME, UV tiirev spektroskopisi,
PCA
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ABSTRACT

Determination of Alprazolam and Lorazepam Preconcentrated by Dispersive
Liquid-Liquid Microextraction (DLLME) from Beverage Residues Using
Multiple Spectroscopic Techniques, PCA, and HCA

Emanetoglu, Biisra
Master’s Thesis, Department of Forensic Sciences
Supervisor: Prof. Dr. Nuriye Akbay
August 2025

In recent years, the detection of pharmaceuticals such as benzodiazepines has
gained critical importance in forensic cases related to drug abuse, particularly in
sexual assault investigations. In this study, a methodology was developed for the
simple, sensitive, and distinguishable determination of benzodiazepine
derivatives alprazolam (ALP) and lorazepam (LORA) in various beverage
matrices. Ultraviolet-visible (UV-Vis) absorption spectroscopy, UV derivative
spectroscopy, and fluorescence spectroscopy were employed in the analyses, and
preconcentration of the samples was achieved through dispersive liquid-liquid
microextraction (DLLME) in low-volume environments prior to analysis.
Considering real-life scenarios, the samples were simulated in liquid, droplet, and
dry forms. The liquid form represented residues left in beverages; the droplet form
simulated residues adhering to the walls of glasses or cups; and the dry form
represented completely consumed or evaporated samples. Commonly consumed
beverages such as white wine, rosé wine, vodka, soda, and mineral water were

used for the analysis of the drugs.

The obtained UV-Vis and derivative spectra were evaluated through correlation
analyses. Particularly for ALP in liquid form samples extracted via DLLME, a high
correlation (r> 0.65) was obtained, while for LORA, consistently positive values
were observed across all sample types. Based on the correlation data, zero-order

and first-order derivatives were found to be more effective in terms of



discriminative power. Furthermore, multivariate statistical evaluations conducted
via principal component analysis (PCA) revealed that the spectra of DLLME-
treated samples could be successfully distinguished from those of the beverages.
Among the tested matrices, mineral water samples yielded the most consistent

results across all spectral levels.

As a result, the developed method offers a reliable preliminary screening model
for forensic toxicology with low sample volume requirements and serves as a

reference for the determination of similar pharmaceutical compounds.

Keywords: Alprazolam, Lorazepam, DLLME, UV derivative spectroscopy, PCA
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BOLUM I

1.GIRIS
Adli bilim, bireyleri, yerleri ve nesneleri su¢ olaylarina baglamak i¢in bilimsel yontemlerin
uygulanmasini ifade eder. Bu bilimsel alanlar hem ceza hem de hukuk davalarinin
sorusturulmasi ve ¢oziilmesinde 6nemli rol oynar (Brettell vd., 2005). Adli bilimler
patoloji, toksikoloji, biyoloji, kimya, kriminalistik, odontoloji, antropoloji, entomoloji,
psikiyatri, jeoloji, seroloji, miithendislik gibi pek ¢ok disiplini igerir. Adli vaka, kanitlart
analiz etmek i¢in bilimsel yontemlerin kullanimini igeren yasal bir sorusturmadir. Gergegi
ortaya ¢ikarmak ve mahkeme siireclerini desteklemek i¢in siiphelileri, kurbanlart ve sug
mahallerini birbirine baglamaya yardimci olur. Vakalarin aydinlatilmasinda adli

laboratuvarlar 6nemli rol oynar.

Adli laboratuvarlar, sorusturmalar1 ve yasal islemleri desteklemek i¢in su¢ mahallerinden
kanitlar1 analiz eder. Bu kanitlar, bir sucun islendigini kanitlamaya, siiphelileri olay
yerlerine veya kurbanlara baglamaya, mazeretleri dogrulamaya veya itiraz etmeye, kisileri
suclu olarak tanimlamaya veya aklamaya ve bazen itiraflar1 tesvik etmeye yardimer olur.
Yaygin kanit tiirleri arasinda viicut sivilari, sag, kan gibi biyolojik materyallerin yaninda
lifler, ilaglar, uyusturucular, atesli silahlar, alet izleri, belgeler ve daha fazlas1 bulunur ve
her biri siiphelileri tanimlamaya veya bir sucun unsurlarin1 kanitlamaya yardimci
olur.Yasadis ilaglar veya yaygin adi ile uyusturucular, adli bilim laboratuvarlari tarafindan
ele alinan vakalarin ¢ogunlugunu olusturur. Bunlar esrar gibi dogal, eroin gibi dogal
kaynaklardan tiiretilmis veya amfetaminler gibi tamamen sentetik olabilir. Bu
uyusturucular etkilerine gore uyaricilar, depresanlar, narkotikler ve haliisinojenler olarak
kategorilere ayrilir (Houck & Siegel, 2010). Uyusturucuyla ilgili suglarda kanitlarin
incelenmesi adli toksikolojinin alanidir. Adli toksikoloji, alkol, ilaglar yasadisi maddeler ve
zehir igeren kanitlari tespit etmek, tanimlamak ve genellikle miktarin1 belirlemek igin

gelismis kimyasal ve analiz yontemleri kullanir.

Uyusturucuyla kolaylastirilmis cinsel saldir1 (Drug Facilitated Sexual Assault, DFSA), stk
karsilagilan adli vakalardandir. Uyusturucu veya alkol nedeniyle hareket kabiliyetini
kaybetmis kurbanlara kars1 islenen riza dis1 cinsel eylemleri icerir. Istemsiz veya goniillii
madde kullanimiyla gergeklesen olaylar proaktif veya firsatg1 eylemler olarak

simiflandirilir. Proaktif eylemler suclunun gizlice veya zorla verdigi maddeler, firsatci



eylemler ise suclunun kurbanin kendi kendine sarhos olmasini istismar etmesi olarak
tanimlanir. "Randevu tecaviizii (date-rape)" terimi 1980'lerden beri tanmidiklar tarafindan
yapilan saldirilar1 tanimlamak i¢in kullanilir ve genellikle i¢kiye ilag atma ile iligkilendirilir
(Hall & Moore, 2008). DFSA i¢in ideal ilaglar kokusuz, tatsiz, renksiz, etki hiz1 yiiksek
olup ayni zamanda refleks yitimine (disinhibisyona), kas gevsemesine ve hafiza kaybina
neden olan ilaglardir. DFSA vakalarinda, esrar, kokain, benzodiazepinler, amfetaminler ve
gama hidroksibiitirat (GHB) gibi pek ¢cok madde s6z konusudur. Bunlardan en yaygin olani
ise alkoldiir ve genellikle diger yasal veya yasadisi uyusturucularla birlikte kullanilir

(EISohly & Salamone, 1999).

DFSA’da kan, idrar, tiikiiriik ve sa¢ gibi biyolojik ornekler ve olay mahalinden toplanan
ilag, yiyecek-igecek kalintilar1 ve kaplar gibi fiziksel 6rnekler analiz edilir. Karmasik 6rnek
matrisleri ve bir¢ok ilacin hizli metabolizmasi nedeniyle biyolojik drneklerin tespiti zor
olabilir (Dinis-Oliveira vd., 2010). idrar 6rnekleri, invaziv olmayan yollarla toplanmasi ve
daha yiiksek ilag konsantrasyonlari i¢in tercih edilir. Ancak ilaglarin kisa yar1 omiirleri
nedeniyle 6rnek alimindaki gecikmeler yanlig negatif sonuclara neden olabilir (Negrusz &
Gaensslen, 2003). Sa¢c daha uzun bir tespit penceresi sunarken, sonuglar1 bireysel
farkliliklar, sa¢ tedavileri ve belirsiz uyusturucu dahil etme mekanizmalar1 nedeniyle
giivenilir degildir (Gallardo & Queiroz, 2008). Bu sinirlamalar g6z 6niine alindiginda, olay
mahalinden toplanacak fiziksel delillerin analiz edilmesi DFSA vakalarinin aydinlatilmasi

icin biiyiik 6nem tasir.

Benzodiazepinler, anksiyete, uykusuzluk ve nébetler gibi durumlar icin siklikla recete
edilen bir merkezi sinir sistemi depresan sinifidir. Ancak, yatistiric1 6zellikleri ve amneziye
neden olma potansiyelleri nedeniyle, DFSA vakalarinda kotliye kullanimlarina siklikla
rastlanir (Noggle & Clark, 1979). Bu maddelerin adli Orneklerde tespiti, diisiik
konsantrasyonlar1 ve hizl1 metabolize edilmeleri nedeniyle genellikle zordur ve gilivenilir

analitik yontemlere ihtiyag¢ duyar.

Bu caligmanin amaci ilaglarin kotiiye kullaniminin cinsel suglarla iliskilendirildigi adli
vakalarda one ¢ikan benzodiazepin tiirevleri olan alprazolam (ALP) ve lorazepam (LORA)
maddelerinin, basit ve hassas tayini i¢in bir metodoloji gelistirmektir. Madde tayinleri ultra-
viyola (UV) tiirev spektroskopisi ve floresans spektroskopisi ile gerceklestirilerek, elde
edilen deneysel sonuglarin temel bilesenler analizi (Principal Component Analysis, PCA)

yapilacaktir. Adli vakalarda genellikle 6rnek miktarinin azligr s6z konusu oldugundan



icecek kalintilarindan madde tayinlerinde Ornekler analiz Oncesi dispersif sivi-sivi
mikroekstraksiyon (DLLME) yontemi ile 6n deristirilecektir. Calismada iilkemizde yaygin
kullanilan ¢esitli alkollii ve alkolsiiz igeceklerde tayini i¢in gelistirilecek olan yontem

benzer maddeler i¢in de model olusturacaktir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Benzodiazepinler

Benzodiazepinler anksiyolitik, hipnotik, sedatif, amnezik, antiepileptik ve kas gevsetici
Ozelliklerinden dolayr en sik regete edilen ilaglardandir (Wood vd., 1993).
Benzodiazepinler, yaygin terapotik kullanimlari ve ¢coklu uyusturucu kétiiye kullanimi ve
asir1 doz vakalarinda sik yer almalar1 nedeniyle adli toksikolojide yaygin olarak karsimiza
cikar. Gama aminobiitirik asit tip A (GABA_A) reseptorleri araciligiyla GABAerjik iletimi
artirarak, sedasyon, anksiyoliz, kas gevsemesi ve antikonviilsan etkiler iireterek merkezi
sinir sistemi (MSS) depresanlari olarak etki ederler. Yiiksek terapotik indekse ve diisiik tek
basina oOldiiriiciiliige ragmen, opioidler veya alkol gibi diger MSS depresanlariyla
birlestirildiginde 6liimciil olma riskini 6nemli dlgiide artirirlar (Jufer-Phipps & Levine,

2020).

Genellikle kan, idrar ve doku Orneklerinde tespit edilir. Postmortem yeniden dagilim
genellikle ¢ogu benzodiazepin icin diisliktiir ancak yine de yorumlamada dikkate
almmalidir. Cogu CYP3A enzimleri aracilifiyla hepatik olarak metabolize edilir;
birgogunun aktif metabolitleri vardir, bunlar kalic1 olabilir ve zamansal yorumlamay1
zorlagtirabilir. Yar1 omiirleri genellikle kisadir; bu nedenle tespit pencereleri biiyiik 6lgiide
degisir.

Standart immiinolojik analizler, yapisal yenilik ve diisiik capraz reaksiyon nedeniyle
genellikle sivi kromatografisi- tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) veya gaz
kromatografisi — kiitle spektrometresi (GC-MS) onay1 gerektiren tasarimci analoglar
olmak {izere tim benzodiazepinleri tespit edemeyebilir. Kantitatif yorumlama, tolerans,
coklu ilag kullanimi ve farmakokinetikteki gesitlilik nedeniyle karmasiktir. Oliim sonrasi
kan konsantrasyonlar1 dikkatli yorumlanmalidir; terapétik, toksik ve oliimciil araliklar
genellikle oOrtlistir. Metabolitlerin tek basma tespiti akut toksisiteden ziyade ge¢mis
kullanim1 yansitabilir. Sinerjik toksisite, Ozellikle opioidler veya alkol ile Oliimlerde

yaygindir; benzodiazepinler siklikla solunum depresyonuna ve koruyucu reflekslerin



bozulmasina katkida bulunur. Postmortem vakalarda, benzodiazepinler genellikle ¢oklu
ilag baglamlarinda bulunur ve Oliim nedenine katkilarimin dikkatli bir gsekilde
degerlendirilmesini gerektirir. Kronik kullanicilar, belirgin bir zehirlenme olmaksizin daha

yiiksek baz seviyeleri gosterebilir.

Benzodiazepinler, bir benzen halkasi, yedi liyeli bir diazepin halkas1 ve aktivite igin gerekli
bir fenil grubuyla birlesen bir cekirdek yapi ile karakterize edilen bir merkezi MSS
depresan smifidir (Sekil 1). Elektron ¢eken gruplar veya kaynasmis halkalar eklemek gibi
yapisal degisiklikler, bunlarin giiclinii, siiresini ve klinik etkilerini etkiler. Bu 6zellikler hem
tibbi hem de yasadist baglamlarda kullanilir ve daha yeni "tasarimci" benzodiazepinler

Oonemli yapisal cesitlilik gosterir.

Sekil 1. Benzodiazepin yapisi (Jufer-Phipps & Levine, 2020).

2.1.1. Alprazolam

Alprazolam (ALP, Ci7Hi3CINs, 8-chloro-1-methyl-6-phenyl-4H-[1,2,4]triazolo[4,3-
a][1,4]benzodiazepine), oncelikli olarak anksiyete ve depresyon tedavisinde kullanilan orta
etkili bir triazolobenzodiazepindir. Kimyasal yapisi, triazol halkasinin varligi nedeniyle
klasik benzodiazepinlerden, farklilik gostermektedir (Sekil 2). ALP kan beyin bariyerini
kolaylikla gegerek merkezi sinir sistemine girer ve GABA-benzodiazepin reseptor
kompleksine seg¢ici olmayan bir sekilde baglanarak sakinlestirici, anksiyolitik ve kas
gevsetici etkiler gosterir (Verster vd., 2006). Bu ilacin kotiiye kullanimi potansiyel
tehlikeler icerir. Uzun siireli kullanim1 bagimliliga yol acabilir ve doz artirma ihtiyacini
tetikleyebilir. Ticari olarak “Xanax” ismi ile satilir ve lilkemizde bagimlilik riski ve kotiiye

kullanim1 engellemek i¢in yesil regete ile satilmasi zorunludur.



Alprazolam

Sekil 2. Bir triazolobenzodiazepine tiirii olan ALP’nin yapis1 (Jufer-Phipps & Levine,
2020).

Beyaz bir toz olan ALP’nin pKa's1 2,4’tiir, metanol ve etanolde ¢6ziiniir ve suda ¢oziinmez.
Oral uygulamadan sonra alprazolam iyi emilir ve yaklasik %90 biyoyararlanim saglar.
ALP, sitokrom P450 3A4 tarafindan a-hidroksialprazolam ve 4-hidroksialprazolama
metabolize edilir. Her iki metabolit de ALP’den daha az aktiftir ve tipik olarak plazmada
ALP konsantrasyonlarmin <%10'luk konsantrasyonlarinda tespit edilir. Tek bir ALP
dozunun neredeyse tamami 72 saat i¢inde atilir, %80'1 idrarla ve %7'si digkiyla atilir; yilizde

yirmisi degismemis alprazolam olarak atilir (Jufer-Phipps & Levine, 2020).

Dozlar genellikle giinde ii¢ kez 0,25-0,5 mg araligindadir ve toplamda maksimum 3 mg
olmalidir (Verster vd., 2006). Bu ila¢ yaygin (10 kisiden biri) sedasyon (sakin olma hali),
somnolans (uyku hali), denge bozuklugu ve hafiza bozuklugu yan etkileri gdstermesi
sebebi ile uyusturucu ile kolaylastirilmis cinsel saldirilarda kullanilan ilaglardan biridir

(Pfizer Ilaclar1 Ltd. Sti., 2023).

2.1.2. Lorazepam

Lorazepam (LORA), anksiyete tedavisinde kullanilan orta etkili bir benzodiazepindir.
Ayrica anksiyeteyi hafifletmek, sedasyon saglamak ve bir prosediirle ilgili olaylari
hatirlama yetenegini azaltmak i¢in preanestezik olarak kullanilir. Oral uygulamadan sonra,
lorazepam 1yi emilir, %95 biyoyararlanim saglar ve inaktif glukuronid konjugat
olusumunun birincil metabolik yolu vardir. Lorazepam glukuronidi plazmada birikir ve

LORA’dan daha yiiksek konsantrasyonlara ulasir. Bir lorazepam dozunun yaklasik %75'1



5 giin boyunca idrarda lorazepam glukuronidi olarak atilir; LORA’nin sadece ¢ok kiictlik
bir miktar1 de§ismemis ilag olarak atilir. LORA’y1 tespit etmek zor olabilir, ¢iinkii piyasada
bulunan ¢ogu immiinolojik test bu benzodiazepin konjugat olusumuna kars1 ytiksek capraz
reaksiyona sahip degildir (Jufer-Phipps & Levine, 2020). LORA'nin kimyasal formiilii 7-
kloro-5(2-klorofenil)- 1,3-dihidro-3-hidroksi-2H-1,4-benzodiazepin-2-on'dur (Sekil 3).
Molekiiler formilii CisHi1oCl2N2O2'dir. Suda neredeyse ¢oziinmeyen, beyaz, kokusuz,

kristal bir tozdur ve molekiiler agirligi 321,2 g/mol'diir (Rutgers & Shearer, 1981).

H 0
N
OH
cl —N
Cl
Lorazepam

Sekil 3. Bir 1,4-benzodiazepin tiirii olan LORA’nin yapis1 (Jufer-Phipps & Levine, 2020).

2.2. Dagitic1 Sivi Si1vi Mikroekstraksiyon Yontemi

Olay yeri incelemelerinde toplanan numunelerin analitik cihazlarda dogrudan analizi
genellikle miimkiin olmaz. Numuneleri analize uygun hale getirmek i¢in bir numune
hazirlama islemine ihtiya¢ duyulur. Sivi-siv1 ekstraksiyonu (LLE) ve kat1 faz ekstraksiyonu
(SPE) adli laboratuvarlarda analitlerin 6rnek matrislerinden ¢ikarilmasi ve derisik hale
getirilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan numune hazirlama yontemlerindendir (Nakamura,
2011). LLE, bir ¢ozelti icerisinde bulunan bir veya daha fazla bileseni uygun bir ¢oziicii ile
temas ettirerek ¢ozeltiden ayirma islemidir. Dagitici s1vi-s1vi mikroekstraksiyon (DLLME)
adli minyatiirlestirilmis bir LLE teknigi, Rezaee vd. (2006) tarafindan yiiksek performansh
ve gliclii bir zenginlestirme yontemi olarak ifade edilmektedir (Rezaee vd., 2006). Bu
yontem su, doku, biyolojik sivilar ve gida matrisleri gibi ¢esitli matrislerden farkli tiirdeki
analitlerin ekstraksiyonu i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Yan & Wang, 2013).
DLLME, sulu faz, dagitict ¢oziicli ve ekstraksiyon ¢oziiciisiinden olusan ticlii bilesenli

¢oOziicii sistemine dayanmaktadir. Bu yontemde ekstraksiyon c¢oziiciisii ve dispersiyon



¢Oziiciisiinden olusan uygun karisim sulu numuneye siringa (enjeksiyon) ile hizli bir sekilde
enjekte edilir. Boylece bulanik bir ¢6zelti olusur. Bulanik ¢6zelti, tamamen sulu fazda
dagilmis ince ekstraksiyon ¢oziiciisii parcaciklarindan olusur ve santrifiijlemeden sonra,
ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin ince pargaciklari konik test tiipiiniin tabaninda ¢okelir (Rezaee
vd., 2006). DLLME yo6nteminin avantajlar1 operasyon kolayligi, hizlilik, diisiik maliyet,
yuksek geri kazanim ve yliksek zenginlestirme faktoriidiir (Jain & Singh, 2016).

2.3. Ultraviyole-Goriiniir Spektroskopisi

Ultraviyole goriintir bolge (UV-Gor) spektroskopisi, adli toksikolojide hem nitel hem de
nicel analiz i¢in kullanilmistir. UV-Gor absorpsiyon spektroskopisi, hemen hemen herkesin
asina oldugu ve her biiyiikliikteki laboratuvarda siklikla kullanilan evrensel olarak
tanimlanmig bir yontemdir. Teknik, bir molekiil i¢cindeki farkli enerji seviyeleri arasindaki
elektron gegislerinden kaynaklanan absorpsiyon spektrumlarina dayanir. Bu gegislerin
enerji degeri, absorpsiyon bantlarinin ultraviyole veya goriiniir bolgelerdeki konumunu
belirlerken, bu bantlarla iliskili temel parametre molar absorpsiyon katsayisidir. Bir
absorpsiyon bandinin yogunlugu, bir elektronun temel durumdan uyarilmis bir duruma

gecme olasiligini yansitir.

Atomik gecislerin aksine, molekiiler elektron gecisleri daha genistir. Bu genisleme, analit
ve ¢oziicli molekiiller arasindaki etkilesimlerden ve temel durum, titresim ve donme enerji

seviyelerinin {ist liste gelmesinden kaynaklanir (Katkar et al., 2022).

Karakteristik olarak, bu teknik hem organik hem de inorganik sistemlere genis
uygulanabilirlige, orta ila yiiksek segicilige, tipik olarak 107%-107> M araliginda olan
hassasiyetlere, %1-3 araliginda tipik bagil belirsizliklerle giivenilir dogruluga ve kullanish
veri toplama yontemlerine sahiptir. UV-Gor spektroskopisinin ¢aligma prensibi iki olguya
dayanmaktadir: (1) maddeler farkli dalga boylarinda segici olarak elektromanyetik enerji
emer veya yayar ve (2) bir maddenin enerji emilim oOzellikleri, ¢ozeltideki maddenin

konsantrasyonunu élgmek icin kullanilabilir (Cole & Levine, 2020).

Tek renkli radyasyon i¢in absorbans, gelen 1s181n malzeme i¢inden gegtigi yol uzunluguyla
ve ¢ozeltideki bir maddenin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Bu dogrultuda Beer-
Lambert yasasi1 (1) absorbans ile 151k yolu ve konsantrasyon arasindaki iliskiyi bu sekilde

formalize eder:

A= log17° = gcl (1)



Burada A absorbans, € molar absorptivite, ¢ ¢ozelti konsantrasyonu (mol/L) ve 1 15181n
¢ozeltiden gecen yol uzunlunu ifade eder. Molar absorptivite sabiti, &, L cm™' mol™
birimlerine sahip bir oranti sabitidir ve 15181 emen madde ve dalga boyunun

karakteristigidir.

UV ve goriiniir radyasyonun emilimini 6lgen cihazlar genellikle bir veya daha fazla 11k
kaynagi, dalga boyu se¢ici, numune kab1, dedektor, sinyal islemcisi ve okuma aygitlarindan
olusur. Tek 1sinli aletler 200—1000 nm veya daha fazla bir aralia sahip bilgisayar
kontrolliidiir, degistirilebilir tungsten/déteryum lamba kaynaklari, yiiksek ¢oziiniirliiklii
kafes monokromatorii, dikdortgen silika kiivetler, bir fotogogaltict dedektdr ve cesitli
bicimlerde depolama ve sunuma izin veren sayisallastirilmig ¢iktidan olusur. Tek 1ginh
aletler, daha fazla enerji verimi, iistiin sinyal-giiriiltii oranlar1 ve daha az daginik 6rnek

bolmeleri gibi dogal avantajlara sahiptir.

UV-Gor spektroskopisi, adli bilimlerde maddelerin 6n tespiti ve karsilastirilmasi igin,
ozellikle toksikoloji, iz kanit1 analizi ve sorgulanan belge incelemesinde yaygin olarak

kullanilir. Hizli, tahribatsiz ve giivenilir tarama saglar.

2.3.1. UV Tiirev Spektroskopisi

UV-Gor spektroskopisinin analitik giliciinii artirmak i¢in gelistirilen teknikleri kesfetmek
degerlidir; bunlardan biri de tiirev spektroskopisidir. Tiirev spektroskopisi, 1950'lerde UV-
gor spektroskopisinin duyarliligini ve ¢oziintirliiglinii artirma ydntemi olarak ortaya ¢ikti.
Baglangicta, teknik, o donemde mevcut olan enstriimantasyonla tiirev spektrumlari
tretmenin pratik zorluklar1 nedeniyle smirli bir kullanim gordii. Ancak, 1970'lerde
mikrobilgisayarlarin gelistirilmesi, spektral verilerin islenmesini kolaylastirdi ve bu

yaklagimin yaygin olarak benimsenmesine yol agti.

Tirev spektroskopisinin temeli, UV-Go6r spektral egrilerinin matematiksel tiirevlerini
almaktir. Oziinde, siireg islevsel farklilagma prensiplerinin spektral verilere uygulanmasimi
icerir ve bu da Sekil 5’te gortildiigii gibi Ortiisen bantlarin ve ince spektral 6zelliklerin daha

ayrintil ve ayrintili analizine olanak tanir (Katkar vd., 2022).

UV-Gor absorpsiyon spektroskopinin temel baglantisini

A = logip2 =e(D) x I x c )



seklinde ifade ettigimizde ve derisim (¢) ile 151k yolu (1) degismez tutuldugunda, absorbans
(A) ile molar ekstinksiyon katsayis1 dalga boyunun (A) bir fonksiyonudur. Bu bilgilerin
1s181nda Esitlik 2'nin tiirevi asagidaki gibi olur:

dA _ de(A)
2= xcxl 3)

Ayni iglemler benzer yollar izlenerek tiirev derecesi artirildiginda ayni esitligin n'inci tiirevi

dra _ d"s(d)

= o XcXxl 4)
Esitlik 4’te goriildiigii gibi madde ¢ozeltisinin n' inci tiirevi belli dalga boyunda maddenin
derisimi ile orantilidir. Bagka bir deyisle tlirev spektrumlarindan kantitatif tayin yapilabilir,
clinkii 0zgiin spektrumlarin karakteristikleri tliimiiyle bir oran igerisinde tiirev

spektrumlarina gegmektedir (Talsky vd., 1978).

ikinci derece tiirev

Birinci derece tiirev Sifinnci derece tirev Ugiincii derece tiirev

Dérdiincii derece tiirev

Sekil 4. Sifirinct derece (orijinal) spektrumdan tiiretilmis farkl tiirev derecelerine
(birinci—dordiincii) ait spektral sinyallerin temsili grafikleri (Redasani vd., 2018).

Analitik kimyada tiirev spektroskopisi ¢esitli temel amaglar i¢in yaygin olarak kullanilir.
Birincil avantajlarindan biri, tiirev spektrumlarinin geleneksel spektrumlardan daha dar bir

spektral bant genisligine sahip olmas1 ve neredeyse ayni spektral profiller arasindaki ince



farkliliklarin tespit edilmesine olanak saglamasidir. Bu gelistirilmis spektral farklilagsma,
Ozellikle yakindan iligkili bilesikleri ayirt etmek i¢in yararlidir. Ek olarak, tiirev
spektrumlar1 bant maksimumlarinin daha hassas bir sekilde belirlenmesini saglar ve orijinal
(sifirinct  derece) spektrumlarla karsilastirildiginda oOrtiisen  emilim  bantlarinin
¢Ozlinlirliglinii onemli Olgiide 1iyilestirir. Bir diger 6nemli uygulama ise arka plan
diizeltmesidir; tiirev yontemleri, arka plan emilimini hizli, basit ve uygun maliyetli bir
sekilde etkili bir sekilde ortadan kaldirabilir. Dahasi, tiirev spektroskopisi, 6zellikle
geleneksel yontemlerin yetersiz kaldig1 senaryolarda, artirilmis secicilik, 0zgiilliik ve
hassasiyet sunan hizli ve etkili bir analitik tekniktir. Analitlerin onceden ayrilmasini
gerektirmedigi i¢in, karmasik karisimlardaki birden fazla bilesenin dogrudan kantitatif

analizine olanak tanir (O’Haver, 1979).

2.4. Floresans Emisyon Spektroskopisi

Floresans, bir maddenin enerjiyi absorbe ettigi (genellikle (UV) veya goriiniir 151k
biciminde) ve daha sonra bunu daha uzun dalga boyunda ve daha diisiik enerjili 151k olarak
yaydig1 bir olgudur. Bu davranis, emilen 15181 yaymayan veya ayni dalga boyunda yeniden

yayan ¢ogu maddenin davranisindan farklidir.

Analitik kimyada, floresans 6zellikle maddeleri tanimlamak ve 6lgmek i¢in degerlidir. Bir
floresans spektroskopisi, UV-Gor spektroskopisine benzer goriinse de birka¢ dnemli agidan
farklilik gosterir. Floresans spektroskopisinde, dedektér dogrudan iletilen 15181
algilamaktan kaginmak ve bunun yerine yalnizca yayilan floresan 15181 yakalamak i¢in 151k
kaynaginin yoluna dik bir agiyla yerlestirilir. Ayrica, iki monokromator kullanilir: biri
uyarim dalga boyunu se¢gmek i¢in numuneden once, digeri emisyon dalga boyunu izole
etmek ic¢in dedektdrden once. Bu yapilandirma, belirli bilesiklerin oldukca karakteristik
6zelligi olan hem uyarim hem de emisyon spektrumlarinin hassas bir sekilde belirlenmesini

saglar.

Floresans spektroskopisi zellikle adli bilimlerde faydalidir. Ornegin, kétiiye kullanilan
bazi ilaglar UV 15181 altinda floresans verir. Floresans ayrica Beer Yasasi'ni izledigi i¢in,
bu tiir maddelerin konsantrasyonu floresans spektrumlarindan dlgiilebilir (Houck & Siegel,

2010).

2.5. Temel Bilesenler Analizi

Temel Bilesen Analizi (PCA), 6zellikle spektroskopik ¢alismalarda karmagik ve yiiksek

boyutlu verileri yorumlamak i¢in siklikla kullanilan gii¢lii bircok degiskenli istatistiksel
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tekniktir. Spektroskopik yoOntemler, ¢ok sayida degisken ve bunlar arasindaki
korelasyonlarin varligi nedeniyle dogrudan analiz edilmesi zor olan yogun veri matrisleri
tiretir. PCA, veri setinin boyutunu azaltirken varyansin ¢ogunu koruyarak bu zorlugun

istesinden gelir ve boylece dnemli bir bilgi kayb1 olmadan yorumlamay1 basitlestirir.

PCA'nin temel fikri, orijinal iliskili degiskenleri temel bilesenler (PC'ler) ad1 verilen yeni
bir iliskisiz degiskenler kiimesine doniistiirmektir. Bu bilesenler, yakaladiklar1 varyans
miktarina gore siralanir: ilk temel bilesen (PC1), verilerdeki en biiyiik varyansin yoniinii
temsil ederken, ikinci ve sonraki bilesenler giderek daha az varyasyonu yakalar ve
birbirlerine ortogonaldir. Veri setindeki her 6rnek daha sonra bu temel bilesenlerin dogrusal
bir kombinasyonu olarak temsil edilebilir. Uygulamada, verilerdeki degiskenligin
cogunlugunu hesaba katmak icin genellikle yalnizca ilk birka¢ PC'ye ihtiya¢ duyulur ve bu

da verimli gorsellestirme ve analize olanak tanir.

PCA'nin uygulanmas1 genellikle birka¢ adimi igerir: veri toplama, On isleme
(normallestirme ve giiriiltii azaltma gibi), bir kovaryans veya korelasyon matrisinin

hesaplanmasi ve 6zdegerleri ve 6zvektorleri ¢ikarmak icin 6z ayristirma.

Incelenen 6rneklerin spektral verileri toplandiktan sonra, veriler 6n isleme (normalizasyon,
giiriiltii filtreleme vb.) tabi tutularak veri kalitesi arttirilir. Veriler arasindaki iligkileri
anlamak i¢in korelasyon matrisleri olusturulur. Korelasyon matrisleri her bir veri setinin
karsilikli korelasyonunu iceren bir matristir. Korelasyon matrisine ait temel bilesenleri

hesaplamak i¢in dncelikle matrisin 6zdeger ve 6zvektorleri belirlenir.
C=UDU™' (5

C, korelasyon matrisini, D ve U bu matrisin sirastyla 6zdeger ve 6zvektor ¢oziimlemelerini
gostermektedir. Her 6zdeger, karsilik gelen temel bilesenin varyansini temsil eder ve bu
nedenle, Ozdegerleri siralayarak temel bilesenler 6nem sirasina gore diizenlenebilir.
Ozdegerlerin toplami, yiizde olarak ifade edildiginde, temel bilesenlerin deneysel verileri
temsil etme oranini Olger. Basarili bir PCA modelinde ilk birka¢ temel bilesene ait
Ozdegerler toplam1 deneysel verilerin temsil edilmesi i¢in yeterli olur. Temel bilesenlerin
deneysel verileri temsil etme durumu degerlendirildikten sonra tiim bulgular bir araya

getirilerek yorumlanir.

PCA, 6zellikle adli kimya ve toksikolojide yararli oldugu kanitlanmistir. Ornegin, Saiz ve

digerleri (2014), benzodiazepin ilaglar ile giiglendirilmis 63 igecek 6rnegini analiz etmek
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i¢in kapiler elektroforezle birlikte PCA uyguladi. Caligmalari, PCA'nin referans standartlari
gerektirmeden ilag smiflarinin net bir sekilde ayirt edilmesini sagladigini ve adli
uygulamalar i¢in giiglii, hedefsiz bir tarama yaklasimi sagladigini gostermistir (Saiz vd.,
2014). Adli bilimin Gtesinde, PCA genellikle Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (HCA) gibi
tamamlayic1 yontemlerle birlikte kullanilir; bu analiz, 6rnekleri benzerlik Olgiitlerine gore
gruplandirir. Birlikte kullanildiginda, PCA verileri basitlestirirken, HCA genellikle

dendrogramlar olarak sunulan 6rnekler arasindaki iliskilerin net gorsellestirmelerini saglar.

Genel olarak, PCA kemometrik ve analitik is akiglarinda temel bir aragtir. Veri
karmasikligin1 azaltma, gizli kaliplar1 ortaya c¢ikarma ve gorsellestirmeyi gelistirme
yetenegi, onu ¢evresel izleme, kalite kontrolii ve adli sorusturmalara kadar ¢ok cesitli

bilimsel disiplinlerde 6n plana ¢ikarir.
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BOLUM II

3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calismada tiim Orneklerin UV-Gor absorpsiyon ve floresans emisyon olgiimleri, 150 W
giiciinde xenon lambaya sahip Edinburgh Instruments Spectrofluorometer FS5 cihazi ile
gerceklestirilmistir. Olgiimlerde 1 cm optik yola sahip kuvars kiivet kullanilmistir. UV
tiirev spektrumlari ve floresans emisyon tiirev spektrumlari, cihazin yazilimi olan Fluoracle
ile 6l¢lim sonrasi elde edilen spektrumlardan elde edilmistir. Calismalarda kullanilan saf su
icin Millipore Direct-Q5 saf su sistemi kullanilmistir. Numune hazirlama ve ekstraksiyon

islemleri sirasinda Hettich EBA200 santrifiij cihazi ile Isolab marka 1siticili manyetik
karistirict kullanilmistir. Xanax® tablet igerisinde yer alan ALP’nin ve Ativan® tablet

igerisindeki LORA’nm varligit BILTAM biinyesinde bulunan Thermo Scientific- Q
Exactive Focus marka, orbitrap 6zellikli LC-MS/MS ile analiz edilerek teyit edildi.

3.2. Kullanilan Kimyasallar ve Materyaller

Calismada ALP ve LORA maddelerinin tablet formlar1 kullanilmistir. ALP tablet formunun
ticari ismi Xanax® (Viatris) olup ¢alismada ALP tablet olarak adlandirilacaktir. LORA
tablet formunun ticari ise Ativan® (Pfizer) olup c¢alismada LORA tablet olarak
adlandirilacaktir. Calismada kullanilan ¢ozeltilerden etanol ve kloroform Sigma’dan
alinmis olup saflik dereceleri sirastyla %99,8 ve %99,4’tiir. Metanol ve diklorometan ise
Isolab’tan alinmistir ve saflik dereceleri sirastyla %99,8, % ve %90,0’dir. ALP ve LORA
maddelerinin igki i¢erisindeki analizleri i¢in alkollii ve alkolsiiz igeceklerden beyaz sarap
(Kavaklidere®), roze sarap (Kavaklidere®), votka (Gilbey’s®), gazoz (Sariyer®) ve
maden suyu (Beypazan®) kullanilmistir. Tim calismalarda c¢ift damitilmis su
kullanilmistir. Calismada kullanilan tiim stok ¢ozeltiler ve igkiler +4°C’de buzdolabinda

muhafaza edilmistir.

3.3. Orneklerin Hazirlanmasi

Calismalarda referans ¢ozelti olarak kullanilmak tizere ALP tablet stok ¢ozeltileri ve icecek
cozeltileri hazirlandi. ALP tablet stok ¢ozeltileri i¢in, 1 mg/mL'lik nihai derisim elde etmek
icin 10 mg ALP’ye esdeger miktarda tablet 10 mL hacimce %30 sulu metanol igerisinde
coziilerek hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti 41 numaral filtre kagidi ile siiziilerek tabletten

gelen ve metanolde ¢oziinmeyen safsizliklar ortamdan uzaklastirildi. ALP tablet iceren
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igecek c¢ozeltileri ayn1 yontemle hazirlandi. Calismada kullanilan tiim i¢ecekler icerisinde

1 mg/mL’lik stok ¢ozeltiler hazirlandi.

Yukaridaki yontem ile LORA tablet stok c¢ozeltileri ve icecek c¢ozeltileri de hazirlandi.

Referans ¢ozelti olarak kullanilmak {izere LORA tablet stok ¢ozeltileri i¢in, 1 mg/mL'lik

nihai derisim elde etmek igin her biri 2,5 mg lorazepam iceren LORA tabletler kullanildi.

Tabletler, tablet basina 2,5 mL hacimce %30 sulu metanolde ¢oziilerek referans ¢ozelti

hazirlandi. Ayn1 adimlar LORA tablet i¢eren igecek ¢ozeltileri hazirligi igin tekrarlandi.

3.4. LC-MS/MS Cahismalari

ALP tablet icerisinde yer alan ALP nin ve LORA tablet i¢erisindeki LORA ’nin varligi LC-

MS/MS ile analiz edilerek teyit edildi. Cihaz donanimi ve analiz esnasindaki parametreler

Tablo1‘de verilmistir.

Tablo 1. LC-MS/MS analizlerine ait parametreler.

Ornek

15 ALP tablet (her tablet 1 mg ALP igerir) tek tek tartildi ve
bir tablet icin ortalama kiitle hesaplandi. Tabletler ezilerek
toz haline getirildi. 10 mg ALP’ye esdeger miktarda alinip
10 mL %30’luk metanolde ¢o6ziildii ve filtrelendi (1,0
mg/mL). Elde edilen bu c¢ozeltiden 25 pg/mL’lik ALP
¢Ozeltisi hazirlandi.

2 ALP tablet (her tablet 2,5 mg LORA igerir) ezilerek 5 mL
%30’luk metanolde ¢oziildii ve filtrelendi (1,0 mg/mL). Elde
edilen bu ¢ozeltiden 25 pg/mL’lik LORA ¢ozeltisi
hazirlandi.

Kolon

BioBasic-18, (50 x 2,1 mm, 5 um)

UHPLC kosullar1 (Abarca & Gerona, 2023;
Sofalvi vd., 2020)

Mobil fazlar (MF):

A: % 0,1(v/v) formik asit ve 2 mmol/L amonyum formatli su
B: % 0,1(v/v) formik asit ve 2 mmol/L amonyum formatl
asetonitril

Hiz: 0,25 mL/dk

Enj hacmi: 20 pL

Kolon sic.: 50 °C

Autosampler sic.: 4 °C

Akis profili: 0-0,5 dakikada %5 MFB, 0,5-1,5 dakikada %30
MFB, 1,5-4,5 dakikada %70 MFB, 4,5-7,5 dakikada %100
MFB'ye, 7,5-10 dakikada %100 MFB, 10-10,01 dakikada
%35 MFB'ye ve 10,01-14 dakikada %5 MFB'den olusmustur.

MS kosullar1 (Abarca & Gerona, 2023;
Sofalvi vd., 2020)

Spray Voltage: 3.5 kV

Capillary temp.: 350 °C

Aux gas heater temp.: 350 °C

Spektrofotometrik kiitle tayini, elektrosprey iyonizasyon
(ESI) ile pozitif iyonizasyon modunda gerceklestirildi.
Numune, full MS ve PRM (parallel reaction monitoring) ile
analiz edildi
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3.5. DLLME

Literatiirde gercek yasamda bu analizlerin ii¢ farkli formdaki orneklerde yapildig
goriilmektedir. Bu ¢alisma da gergek yasam senaryosu olarak ifade edilen sivi, damlacik

ve kurutulmus formlar simiile edilerek analiz edilmistir.

Sivi formdaki numuneler, ila¢ katilmis iceceklerden arta kalan en az 2 mL’lik 6rnekleri
temsil eder. Calismada sivi form Ornekleri analizi yapilacak igecek igerisinde madde
derisimi 50 pg/mL olacak sekilde igecegin kendisi ile seyreltilerek stok ¢ozeltiden
hazirlandi. LORA tablet gozlenebilme sinirt ALP’den daha diisiikk oldugu i¢in ayni
yontemle 16,7 pg/mL’lik LORA 6rnekleri de hazirlanarak analiz edildi.

Damlacik form numuneleri, bardagin/kadehin i¢ duvarma veya dibine yapismis
damlaciklar olarak goriilebilen numuneleri ifade eder. Bu numuneler, 50 pg/mL derisimde
1 mL ila¢ katilmis icecegin bardaklara/kadehlere piiskiirtiilmesi ve durulamadan 6nce 1
saat bekletilmesiyle hazirlanmistir. Ayni sekilde LORA tablet i¢in 16,7 pg/mL’lik 6rnekler

hazirlanarak analiz edildi.

Kuru form ise gercek vaka senaryolarinda, magdur tarafindan tamamen tiiketilmesi,
buharlagsma veya adli 6rneklemede gecikme nedeniyle kurumus numuneleri temsil eder.
Simiile edilmis kuru numuneler, 50 pg/mL derisimde ila¢ i¢eren igeceklerden 1 mL'lik bir
miktarin bardaklara/kadehlere piiskiirtiilmesi ve kurumasi i¢in bir gece boyunca
bekletilmesiyle hazirlanmigtir. Tiim numuneler, i¢ mekan kosullarinda, yani ortam sicaklig

yaklasik 25°C ve nem orani yaklasik %50 olan bir arastirma laboratuvarinda hazirlanmistir.

Ekstraksiyon isleminden once &rnek toplama islemleri gergeklestirildi. Ornekler
bardaklardan/kadehlerden santrifiij tiiplerine aktarildi. Stvi, damlacik ve kuru form 6rnekler
icin, her bardagin/kadehin i¢ yiizeyi 1 mL saf su ile duruland1 ve dikkatlice 6rneklerin
bulundugu santrifiij tiiplerine aktarildi. Durulama islemi, 1 mL ultra saf su ile s1v1 form i¢in
ti¢, damlacik form i¢in dort ve kuru form i¢in 5 kez tekrarlanarak santrifiij tiiplerindeki son

hacim 5 mL’ye tamamlandi.

Calismada uygulanacak DLLME prosediiriinii belirlemek i¢in gercek yasam senaryosunu
simiile eden i¢cecek drneklerinden 6nce ALP tablet stok ¢ozeltisinden 50 pg/mL derisimde
suda hazirlanmig Ornekler ile bir optimizasyon ¢alismasi yapilmistir. Calismada

degerlendirilen parametreler Teoh ve ark. (2022) tarafindan yapilan ¢calisma dogrultusunda

15



ekstraksiyon ve dispersiyon ¢oziiciisii ve bunlarin hacimleri olarak secilmistir (Teoh vd.,

2022).

DLLME verimliligi, ALP tablet 6rneklerinin ii¢ formda olgiilen UV-G6r absorpsiyon
siddetine gore degerlendirildi. Ilk adim olarak ekstraksiyon ¢dziiciisii se¢imi i¢in kloroform
ve diklorometanin verimliligi karsilastirildi. Santrifiij tiiplerine toplanan suda hazirlanmis
orneklere her ¢oziiciiden ayr1 ayr1 250 uL. ve sabit hacimde etanol (500 pl) enjekte edildi
ve 60 saniye boyunca girdapli ¢alkalamaya (vorteks) tabi tutuldu. Ardindan, 4000 rpm'de
10 dakika santrifiijleme ile faz ayrimi gergeklestirildi. Hem kloroform hem de
diklorometan, test tiiplerinin dibinde ¢okeldi. Siipernatant fazi1 dikkatlice dekante edildi ve
dibinde kalan ¢dzelti su banyosunda buharlastirildi. Olgiim igin tiiplere %50 sulu etanol
eklenerek UV-Gor absorpsiyon olgiimleri alindi. Diklorometan kullanilan ekstraksiyon
sonuclarinda absorpsiyon siddetlerinin daha yiiksek oldugu goézlendi (Ek-Sekil 1). Bu

nedenle, sonraki prosediirler i¢in ekstraksiyon ¢dziiciisii olarak diklorometan seg¢ildi.

Ikinci adimda dispersif ¢oziicii olarak metanol ve etanol ayr1 ayr test edilmistir. Deney,
500 pL sabit hacimde farkli dispersif ¢oziiciilerle 250 pL diklorometan enjekte edilerek
gergeklestirilmistir. UV-GOr absorpsiyon siddetlerine gore diklorometan ve etanol
kombinasyonu, daha iyi geri kazanimlar saglamistir (Ek-Sekil 2). Bu nedenle, bu

kombinasyon sonraki deneylerde kullanilmistir.

Ucgiincii adimda ise ekstraksiyon ¢oziiciisii ve dispersif ¢dziiciiniin hacminin etkileri analiz
edildi. Ekstraksiyon c¢Oziiciisiinlin hacminin etkisini arastirmak i¢in, ilag¢ eklenmis
numuneler {i¢ farkli hacimde diklorometan (150, 250 ve 350 pL) ve sabit hacimde etanol
(500 pL) ile ekstrakte edildi. Elde edilen sonuglarin absorpsiyon siddetlerine gore 250 pL,
sonraki deneylerde kullanilacak diklorometan hacmi secildi (Ek-Sekil 3).

Dispersif ¢oziiciiniin hacminin etkisi, diklorometan hacminin 250 pL'de sabitlenmesi ve
etanol hacminin 300, 600 ve 1000 pL arasinda degistirilmesiyle analiz edildi. Elde edilen
sonuglarin absorpsiyon siddetlerine gore, dispersif ¢oziicliniin optimum hacmi olarak 300

pL etanol se¢ildi (Ek-Sekil 4).

Optimize edilen DLLME prosediirii ALP tablet ve LORA tablet i¢eren ve sivi, damlacik
ve kuru formlarda hazirlanan igecek Orneklerine uygulandi. Ekstraksiyonu gerceklesen
orneklerin UV-Gor absorpsiyon spektrumlari, UV tiirev spektrumlari ve floresans emisyon

spektrumlari alindi.
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ALP icin floresans emisyon Ol¢limleri 540—650 nm araliginda, 520 nm dalgaboyunda
uyarilarak gerceklestirilmistir. LORA i¢in ise 365-650 nm araliginda alinan Olglimde
uyarma 315 nm’de yapilmigtir. Tiim floresans Ol¢iimlerinde slit araligi sabit olarak 10

nm’de tutulmustur.

3.6. Deney Sonuclarmin Istatistiksel incelemesi

Bu calismada UV-Gor absorpsiyon spektrumlarina iligkin istatistiksel analizler ve
gorsellestirmeler R programlama dili (R Core Team, 2024) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Analiz siirecinde, korelasyon matrisi olugturma, PCA ve bu analizlerin
grafiksel sunumu amaciyla ¢esitli R paketlerinden yararlanilmistir. Kullanilan baslica

paketler ve kullanim amaclar1 Tablo 2’te belirtildigi gibidir.

Tablo 2. R paket kullanim1 ve gerekgeleri.

Paket Ad1 Kullanim Amaci Gerekgesi
corrplot Korelasyon matrisi | Korelasyon iliskilerini renk skalasi
degerlerinin gorsel olarak | ve sembollerle hizli ve sezgisel
sunulmasi bicimde yorumlamaya imkan tanir.
UV-Gor spektrumu  verilerinin
capraz korelasyonunda
kullanilmastir.
ggcorrplot ggplot2 altyapisiyla | corrplot paketine benzer olup, daha
korelasyon matrisinin | 0zellestirilebilir ve yayma uygun
estetik bigimde | grafikler olusturulmasini saglar.
gorsellestirilmesi
FactoMineR PCA ve c¢ok degiskenli | UV-Gor spektrumlarina ait yiiksek
istatistiksel ~ yoOntemlerin | boyutlu verilerin daha az bilesenle
uygulanmast temsil edilmesi amaciyla PCA
analizi bu paket ile
gerceklestirilmistir.
factoextra Cok  degiskenli analiz | FactoMineR ciktilarinin birey ve
sonuclarinin degisken katk1 grafikleri,
grafiklestirilmesi ve | kiimeleme  diyagramlar1  gibi
yorumlanmasi gorsellerle desteklenmesini saglar.
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Bu dort paketin birlikte kullanimi, hem istatistiksel analizlerin etkin bi¢imde yiiriitiilmesini
hem de elde edilen sonuglarin bilimsel ve gorsel olarak acik bigimde sunulmasini miimkiin

kilmastir.

Bunlara ek olarak PCA analizlerinde “k-means” kiimeleme algoritmasi ¢alistirilmistir. Bu
algoritma, gozlem verilerini, her biri benzer 6zelliklere sahip nesnelerden olusan k adet
kiimeye ayirmay1 amaglayan, gozetimsiz (unsupervised) bir 6grenme yontemidir. Veriler,
onceden belirlenen k sayida kiime merkezi (centroid) etrafinda, bu merkezlere olan
uzakliklarina gore kiimelenir. Her iterasyonda, kiime merkezleri giincellenir ve veriler en
yakin merkeze yeniden atanarak kiimeler optimize edilir. “k-means” algoritmas1 6zellikle
biiylik veri setlerinde sade yapisi ve hizli calismasi nedeniyle yaygin olarak kullanilmakta
olup, veri oriintiilerini siniflandirma, 6rnekler arasinda benzerlik iligkilerini ortaya ¢ikarma
ve veri boyutunun indirgenmesi gibi ¢ok c¢esitli analizlerde tercih edilmektedir. Burada

PCA sonuglarinin kiimelenmesi i¢in kullanilmistir.

UV-Gor absorpsiyon spektrumlarina ait ¢apraz korelasyon matrisi, farkli 6rneklerin
spektral profilleri arasindaki benzerlik diizeylerini nicel olarak ortaya koymaktadir. Matris
elemanlari, her bir 6rnek ¢ifti icin korelasyon katsayisini temsil etmekte olup, bu katsayilar
+1 ile -1 arasinda degismektedir. +1'e yakin degerler, ilgili iki spektrumun yiiksek derecede
benzer oldugunu, 0'a yakin degerler diisiik benzerlik ya da iliskisizlik oldugunu, -1'e yakin

degerler ise ters yonlii bir iliski bulundugunu gdstermektedir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR

4.1. LC-MS/MS Sonuclari

Kullanilan ALP tablet ve LORA tablet 6rneklerinde ALP ve LORA varliginin tespiti i¢in
LC-MS/MS analizi gerceklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda elde edilen veriler

Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. LC-MS/MS ile yapilan ALP VE LORA tayinine ait sonuglar.

No Analit Kimyasal Beklenen Olgiilen Kitle Allkonma | Adduct
formdl kiutle (Da, | kitle (Da, | dogrulugu suresi
m/z) m/z) (ppm) (dak)
1 ALP C17H13CINg | 309,09015 | 309,091 2,76 6,04 Hidrojen
(309,0902) (M +H)
2 LORA | CisH10CI2N202 | 321,01921 | 321,0189 -0,9 6,03 Hidrojen
(321,0192) (M +H)

Analiz sonucunda elde edilen ALP ve LORA tablet 6rneklerine ait kiitle spektrumlar (Ek-
Sekil 5, Ek-Sekil 6), standart ALP ve LORA maddelerine ait kiitle spektrumlari ile
ortiismektedir. Boylelikle tablet ilag icerisindeki ALP ve LORA maddelerinin varligi LC-
MS/MS ile teyit edilmistir.

4.2. UV-Gor Absorpsiyon Spektroskopi Sonuclar

4.2.1. ALP UV-Gor Absorpsiyon Spektroskopi Sonuclari

Farkli igeceklerdeki ALP tabletin ekstraksiyonunun dogrulugunu analiz edebilmek i¢in
bardaktan/kadehten alinan Orneklerin ekstraksiyon oOncesi absorpsiyonu, ekstraksiyon
sonras1 absorpsiyonu ve referans olarak stok ALP tablet ¢ozeltisinin absorpsiyonu
karsilagtirildi. Siyah renkteki “DLLME” spektrumu, ekstraksiyon islemi sonrasinda elde

edilen 6rnege; mavi renkteki “Yiizey” spektrumu, ekstraksiyon oncesinde yiizeyden alinan
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ornege; kirmizi renkteki “ALP tablet” spektrumu ise stok ¢6zelti olarak hazirlanan referans

ornege karsilik gelmektedir.
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Sekil 5. ALP tabletin beyaz sarap icerisinde (a) siv1, (b) damlacik ve (c) kuru formuna ait
UV-Gor absorpsiyon spektrumlari.

Tim oOrneklerde referans olarak kullanilan ALP tablet spektrumu 220-300 nm araliginda
0,27 siddetinde, yaklasik 245 nm absorpsiyon maksimumlu bir bant gosterir. Sekil 5’te,
beyaz sarap icerisinde hazirlanmig ALP tabletin ii¢ farkli formuna ait UV-Gor absorpsiyon
spektrumlar1 yer almaktadir. Sekil 5 (a)'da sivi forma ait DLLME 06rnegi referans ile
benzer ancak daha yiiksek siddetli bir absorpsiyon bandina sahipken, yiizey 6rnegi 275-375
nm civarinda diisiik siddetli, daha uzun dalgaboyunda ve sekilsel farklilik gosteren bir bant
vermektedir. Sekil 5 (b)'de goriilen damlacik formunda 220-300 nm araliginda her {i¢
spektrumda da belirgin bantlar goriilmektedir. Ancak yine yiizey drnegine ait absorpsiyon
spektrumunda belirgin sekilsel farklilik goriilmektedir. Damlacik formunda sivi formunun

aksine ALP tablet 6rnegi DLLME 0Ornegine gore daha diisiik siddette absorpsiyon
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gostermektedir. Grafik negatif degerlere de sahiptir. Bu durumun nedeni kesin olarak
saptanamamis olup cihaz kaynakl sifir diizeltme farklarindan kaynaklanmis olabilecegi
Ongorilmiistiir. Kuru formda da (Sekil 5 (c)) referans ve DLLME 6rnegi 220-300 nm
araliginda benzer bant yapilar1 gostermektedir. Yiizey ornegi ise 230-350 nm civarinda

daha yayvan ve diisiik siddetli bir absorpsiyon bandina sahiptir.
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Sekil 6. ALP tabletin roze sarap igerisinde hazirlanmis (a) siv1, (b) damlacik ve (¢) kuru
formuna ait UV-Gor absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 6’da roze sarap igerisinde hazirlanmig ALP tabletin {i¢ farkli formuna ait UV-Gor
absorpsiyon spektrumlar1 yer almaktadir. Sivi formda DLLME 6rnegi 220-300 nm
civarinda, referans ile ortiisen ve daha yliksek absorpsiyon siddetine sahip bir bant
gostermektedir. Yiizey 6rneginin spektrumu ise 275-375 nm arasinda belirginligi azalmis
ve distlik siddetlidir. Damlacik formunda DLLME 06rnegi referans ile ortiisen ancak daha
diisiik siddette bir bant gostermektedir. Yiizey Ornegi ise 250-350 nm’de daha diisiik
siddetli absorpsiyon gostermektedir. DLLME ve referans 6rneklerine kiyasla sekli daha
yayvan yapidadir. Kuru formda ALP tablet ve DLLME spektrumlar1 220-300 nm
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aralifinda benzer bant yapilar1 gostermektedir. Ancak 285 nm’deki absorpsiyon bandi

DLLME o6rneginde referansa gore daha yiiksek siddete sahiptir. Yiizey 6rnegi ise 230-350

nm arasinda daha genis yayilim gosteren, negatif degerlere de inen, diisiik siddetli bir

spektruma sahiptir.
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Sekil 7. ALP tabletin votka igerisinde (a) s1vi, (b) damlacik ve (c¢) kuru formuna ait UV-

Gor absorpsiyon spektrumlari.

ALP tablet-votka 6rneklerinin ii¢ farkli formuna ait UV-Gor absorpsiyon spektrumlari

Sekil 7°de goriilmektedir. Sivi ve kuru formlarda DLLME ve yiizey 6rnekleri referans

ornekle benzer sekilde yapida ancak farkli siddetlerde bantlar vermistir. Yiizey absorpsiyon

degeri yaklasik 0,6 siddetinde gozlenirken DLLME absorpsiyonu yaklasik 1,2 siddeti ile

lic spektrum arasinda en yiiksek absorpsiyon siddetine ulasmaktadir. Kuru formda ise

benzer sekilde, ylizey spektrumu yaklasik 0,4 siddetinde, DLLME spektrumu ise yaklasik

0,6 absorpsiyon siddeti ile ALP tablet absorpsiyonundan daha yiiksek bir siddet

gostermektedir. Damlacik formunda yilizey o6rnegi 0,45 siddetinde bir absorpsiyon

gosterirken, DLLME maksimumu 0,75 siddetinde ¢ift absorpsiyon maksimumuna sahip bir
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bant gostermektedir. Her lic formda da DLLME ve yiizey spektrumlarinda benzer bant sekli
korunmakta olup DLLME 06rnegi, absorpsiyon siddeti bakimindan en yiiksek degerlere

ulagmaktadir.
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Sekil 8. ALP tabletin gazoz igerisinde (a) sivi, (b) damlacik ve (c¢) kuru formuna ait UV-
Gor absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 8’de, gazoz igerisinde hazirlanmis ALP tabletin ii¢ farkli formuna ait UV-Gor
absorpsiyon spektrumlar1 yer almaktadir. Sekil 8 (a)’da goriilen s1vi form DLLME 6rnegi
referans ornek ile sekil olarak ortiisiir fakat daha diisiik bir siddettedir. Yiizey Ornegine ait
spektrum ise 225-350 nm araliginda daha yiiksek siddette ve yayvan bir bant
gostermektedir. Sekil 8 (b)’de damlacik formunda yiizey absorpsiyon ve DLLME
absorpsiyon siddetleri ALP tablet absorpsiyon siddetine gore nispeten yakindir. Bu iki
spektrum referans ile karsilastirildiginda DLLME referansa benzer sekilde bir bant
gosterirken yiizey spektrumu daha genis bir bant gostermektedir. Benzer sekilde Sekil 8
(c)’de kuru formda DLLME ve referans spektrumlari sekil olarak ortiismektedir. DLLME
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spektrumunun absorpsiyon siddeti diger spektrumlardan daha diisiiktiir. Yiizey spektrumu

ise 230-350 nm arasinda sekilsel olarak farklilik gosteren bir banda sahiptir.
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Sekil 9. ALP tabletin maden suyu igerisinde (a) sivi, (b) damlacik ve (c¢) kuru formuna ait
UV-Gor absorpsiyon spektrumlari.

Maden suyu igerisinde hazirlanmig ALP tabletin ii¢ farkli formuna ait UV-Gor absorpsiyon
spektrumlar Sekil 9°da yer almaktadir. Sivi formda ytizey spektrumlar1 230 nm’de referans
spektrumundan daha dar ve keskin bir bant gostermektedir. DLLME spektrumu ise 240 ve
290 nm de iki maksimuma sahip bir bant gostermektedir. Benzer sekilde damlacik (Sekil 9
(b)) ve kuru (Sekil 9 (c¢)) formda yiizey spektrumu 230 nm’de dar bir bant seklindeyken
DLLME spektrumlar1 iki maksimumlu bir absorpsiyon bandi vermistir. Sekil 9 (b)’de
DLLME, 240 ve 290 nm’de, Sekil 9 (c)’de 235 ve 290 nm’de iki maksimum gdstermistir.
Ayrica DLLME spektrumlarinda 290 nm’deki absorpsiyon bant siddetinin 240 nm’deki
bant siddetine kiyasla sivi formda daha diisiikken kuru formda daha yiiksek oldugu goriiliir.
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4.2.2. LORA UV-Gor Absorpsiyon Spektroskopi Sonuc¢lari

Farkli iceceklerdeki LORA tabletin ekstraksiyonunun dogrulugunu analiz edebilmek icin
bardaktan/kadehten alinan orneklerin ekstraksiyon oncesi absorpsiyonu, ekstraksiyon
sonrast absorpsiyonu ve referans olarak stok LORA tablet ¢dzeltisinin absorpsiyonu
karsilastirildi. Siyah renkteki “50 pg/ml DLLME” spektrumu, 50 pg/ml derisimde LORA
igeren igecek orneginin ekstraksiyon sonrasi elde edilen spektrumunu; yesil renkteki “50
png/ml Yiizey” spektrumu, aynmi derisimdeki 0rnegin ekstraksiyon Oncesi spektrumunu;
kirmiz1 renkteki “16,7 pg/ml DLLME”, 16,7 pg/ml LORA igeren 6rnegin ekstraksiyon
sonras1t spektrumunu; mor renkteki “16,7 pg/ml Yiizey” ise bu derisimdeki Ornegin
ekstraksiyon oncesi spektrumunu temsil etmektedir. Mavi renkteki “LORA tablet” ise stok

¢ozelti olarak hazirlanan referans 6rnegin absorpsiyon spektrumunu ifade etmektedir.
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Sekil 10. LORA tabletin beyaz sarap icerisinde (a) siv1, (b) damlacik ve (¢) kuru formuna
ait UV-Gor absorpsiyon spektrumlart.

Sekil 10’da beyaz sarap igerisinde hazirlanmis LORA tabletin sivi, damlacik ve kuru

formuna ait UV-Gor absorpsiyon spektrumlari verilmistir. Sivi formda (Sekil 10 (a)) iki
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derisimde de DLLME o06rnegine ait spektrumlar 220-350 nm araliginda, 240 nm’de daha
yuksek siddette ve 315 nm’de daha diisiik siddette olmak iizere iki maksimumlu bir
absorpsiyon bandi gosteren referans ile benzer Ozellikte, ancak daha diisiik siddette
absorpsiyon bandi gostermektedir. Yiizey orneklerine ait spektrumlarda ise 240 nm’deki
bant gorilmemektedir. Damlacik formda (Sekil 10 (b) ise DLLME spektrumlarinda
referans ile Ortiisen daha diisiik siddette bantlar gozlenmistir. Yiizey spektrumlarinda
absorpsiyon maksimumunun 240 nm’den 250 nm’ye kaydigi goriilmektedir. Benzer
sekilde kuru formda (Sekil 10 (c)) DLLME spektrumlari referans ile ortiisen daha diisiik
siddette bantlar verirken 50 pg/L yiizey spektrumu 250 ve 320 nm’de iki maksimumlu, 16,7

pg/mL yiizey spektrumu 250 nm absorpsiyon maksimumlu yayvan bir bant vermistir.
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Sekil 11. LORA tabletin roze sarap icerisinde (a) siv1, (b) damlacik ve (c) kuru formuna
ait UV-Gor absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 11°de roze sarap igerisinde hazirlanmis LORA tabletin sivi, damlacik ve kuru
formuna ait UV-Gor absorpsiyon spektrumlari goriilmektedir. Sekil 11 (a)’da goriilen sivi
formda 16,7 ug/mL DLLME spektrumu referans ile ortiisiirken 50 ug/mL. DLLME
spektrumu daha yiiksek siddette goriilmektedir. Yiizey spektrumlari ise ¢ok diisiik
absorpsiyon siddetine sahiptir. Sekil 11 (b)'de goriilen damlacik formunda ise 50 pg/mL

26



DLLME spektrumu referans ile ortlistirken 16,7 pg/mL DLLME spektrumu daha diisiik
siddette goriilmektedir. 50 pg/mL yiizey spektrumu 250 ve 320 nm’de iki maksimumlu
bant, 16,7 pg/mL yiizey spektrumu 250 nm’de tek maksimumlu bant vermistir. Sekil 10
(c)'de kuru formda DLLME spektrumlari referans ile ortiisiir, 50 pg/mL DLLME 0&rnegi
referanstan daha yiiksek, 16,7 pg/mL DLLME 06rnegi ise referanstan daha diisiik
absorpsiyon siddetine sahiptir. Yiizey orneklerine ait spektrumlar, 250 nm maksimumlu tek

tepeli bir absorpsiyon bandina sahiptir.
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Sekil 12. LORA tabletin votka igerisinde (a) sivi, (b) damlacik ve (c¢) kuru formuna ait
UV-Gor absorpsiyon spektrumlari.

Votka igerisinde hazirlanmis LORA tabletin sivi, damlacik ve kuru formuna ait UV-Gor
absorpsiyon spektrumlar1 Sekil 12°de goriilmektedir. Sekil 12 (a)’da goriilen s1v1 forma ait
biitiin spektrumlar benzer bant sekline sahip olup 220-300 nm araliginda 240 ve 315 nm’de
iki maksimumlu bir absorpsiyon bandi gostermektedir. 50 pg/mL ylizey Ornegi tiim
spektrumlar arasinda en yiiksek absorpsiyon siddetine, 16,7 pg/mL yiizey 6rnegi ise en
diisiik absorpsiyon siddetine sahiptir. Sekil 12 (b)'de spektrumlar1 goriilen damlacik
formunda biitlin spektrumlar benzer bant sekline sahip olup 220-300 nm araliginda 240 ve

315 nm’de iki maksimumlu absorpsiyon gostermektedir. Absorpsiyon siddetleri ise en
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yuksekten en diisiige sirasiyla referans, 50 pg/mL yiizey, 50 pg/mL DLLME, 16,7 ug/mL
yuzey, 16,7 ng/mL DLLME seklide goriilmektedir. Sekil 12 (c¢)’de kuru formda, tim

orneklere ait spektrumlar referans ile benzer sekilde farkli siddetlerde bantlar gostermistir.
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Sekil 13. LORA tabletin gazoz igerisinde (a) sivi, (b) damlacik ve (c¢) kuru formuna ait
UV-Gor absorpsiyon spektrumlari.

Gazoz igerisinde hazirlanmis LORA tabletin sivi, damlacik ve kuru formuna ait UV-Gor
absorpsiyon spektrumlar1 Sekil 13’te sunulmustur. Stvi1 formda (Sekil 13 (a)) 50 pg/mL
ylizey ve DLLME o&rnekleri benzer sekilde absorpsiyon spektrumlart vermistir. Her ikisi
de 250 nm’de ve 315 nm’de iki maksimumlu spektrum bantlarina sahiptir ve absorpsiyon
siddetleri referanstan yiiksektir. 16,7 pg/mL yiizey 6rneginin absorpsiyon bandi referans
ile ortiistirken 16,7 pg/mL DLLME 06rnegine ait absorpsiyon 220-250 nm’de daha dar bir
bant olarak goriilmektedir. Damlacik formunda (Sekil 13 (b)) 50 pg/mL DLLME 6rnegine
ait spektrum ve referans ortiismektedir 16,7 pg/mL DLLME o6rnegine ait spektrum ise sekil
olarak benzer fakat daha diisiik bir absorpsiyon siddetindedir. Yiizey oOl¢limlerine ait
spektrumlarda ise kirmiziya kayma goriilmektedir. DLLME 0Orneklerine kiyasla ylizey

orneklerine ait spektrumlar daha diisiik absorpsiyon siddetine sahiptir. Kuru formda (Sekil
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13 (c)) DLLME ornekleri referans ile benzer bant sekline sahiptir. Yiizey spektrumlarinda

ise yine kirmiziya kayma goriilmektedir.
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Sekil 14. LORA tabletin maden suyu igerisinde (a) sivi, (b) damlacik ve (c) kuru formuna
ait UV-Gor absorpsiyon spektrumlart.

Sekil 14’te, maden suyu icerisinde hazirlanmis LORA tabletin sivi, damlacik ve kuru
formuna ait UV-Gor absorpsiyon spektrumlart bulunur. Sekil 14 (a)’da goriilen sivi formda
50 pg/mL yiizey ve DLLME o6rneklerine ait spektrumlarin bant sekli referans ile
ortismektedir. Yiizey ornegi ise DLLME 06rneginden daha yiiksek absorpsiyon siddetine
sahiptir. 16,7 pg/mL derisimdeki 6rnege ait spektrumlar ¢ok diisiik siddete sahip oldugu ve
referans ile benzemedigi i¢in eklenmemistir. Sekil 14 (b)’de goriilen damlacik formunda
her iki derisimde da yiizey Orneklerine ait spektrumlar ile referans spektrumu benzer
bantlar1 gosterirken DLLME spektrumlarinda ikinci bant referansa gore daha dardir ve bu
bantta kirmiziya kayma gozlemlenir. Sekil 14 (c)’deki kuru form spektrumlari referans
spektrumu ile benzer goriiniime sahiptir. Aym1 derisimdeki DLLME o6rnekleri, ylizey

orneklerinden daha yiiksek absorpsiyon siddetine sahiptir.

29



4.3. UV Tiirev Spektroskopisi Sonuclari

4.3.1. ALP UV Tiirev Spektroskopisi Sonu¢lari

ALP tabletin farkli ortamlarda tayininde daha hassas metot gelistirme amaci ile sivi,
damlacik ve kuru formdaki 6rnekler UV tiirev spektroskopisi ile incelenmistir. Sifirinci
dereceden absorpsiyonlarda gozlenemeyen spektral ayrimlarin tiirev spektroskopisi ile
gozlenebilir hale geldigi bilinmektedir (Kus vd., 1996). DLLME sonras1 elde edilen
absorpsiyon spektrumlarinda sivi, damlacik ve kuru form 6rneklerinin absorpsiyonlari
bantlar1 sirastyla siyah, kirmizi, mavi renkte gosterilmistir. Referans olarak ise stok ALP

tablet ¢ozelti 6rnegi kullanilmistir ve absorpsiyonu yesil renkte gosterilmektedir.
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Sekil 15. ALP tabletin beyaz sarap igerisinde s1vi, damlacik ve kuru formuna ait (a)
birinci derece, (b) ikinci derece, (¢) liciincii derece ve (d) dordiincii derece UV tiirev
spektrumlari.

Sekil 15°te, beyaz sarap igerisinde hazirlanmig ALP tablet 6rneklerinin sivi, damlacik ve
kuru formlarina ait birinci, ikinci, liglincli ve dordiincii dereceden UV tiirev spektrumlari

(a)—~(d) panellerinde sunulmustur. Sekil 15 (a)’da goriilen birinci tlirev spektrumlarinda,
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tiim formlar ile referans arasinda benzerlik gdzlenmistir. Sekil 15 (b)’de ikinci derece tiirev
spektrumlari incelendiginde, sivi formun hem bant sekli hem de bant siddeti olarak diger
formlardan ve referanstan farklilastig1 goriilmektedir. ikinci tiirev spektrumlarinda ise 200-
220 ve 250-320 nm araliklarinda spektrumlar benzerlik gosterirken 220-250 nm araliginda
s1v1 forma ait spektrum digerlerinden belirgin farklilik gdstermektedir. Ugiincii derece tiirev
spektrumlar1 Sekil 15 (c)’de verilmistir. Ugiincii derece tiirev spektrumlarinda bantlarm
daha da keskinlestigi ve s1v1 forma ait bantlarin digerleri ile ayriminin belirgin hale geldigi
gdzlenmistir. ikinci derece tiirev spektrumlarina benzer sekilde damlacik ve kuru form
ornekleri referans ile benzer bantlara sahiptir. Sivi form 6rneginin spektrumu ise 220-250
nm araliginda digerlerinden ayrigsmis goziikkmektedir. Absorpsiyon maksimumu dalgaboyu
degerlerinde farklilagma ile sivi formda bu bolgedeki ikili bant gdzlenmektedir. Sekil 15
(d)’de dordiincii derece tiirev spektrumlarinda ise bant maksimumlarinda kiigtik farkliliklar

ve siddet farkliliklari ile {i¢ formdaki 6rnekler de referans ile uyum gostermistir.
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Sekil 16. ALP tabletin roze sarap igerisinde hazirlanmis sivi, damlacik ve kuru formuna
ait (a) birinci derece, (b) ikinci derece, (¢) liclincii derece ve (d) dordiincii derece UV
tiirev spektrumlart.
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Roze sarap igerisinde hazirlanmis ALP tablet Orneklerinin sivi, damlacik ve kuru
formlarina ait sirasiyla birinci, ikinci, iiglincii ve dordiincii dereceden UV tiirev
spektrumlart Sekil 16°da gosterilmektedir. Roze sarap Orneklerinden elde edilen
absorpsiyon tiirev spektrumlar1 beyaz saraptan elde edilen absorpsiyon tiirev spektrumlari
ile biiyiik oranda benzerlik gostermektedir. Sekil 16 (a)’da birinci tiirev spektrumlarinda,
tic form da referans ile benzerlik gostermistir. Damlacik form spektrum bandi referans ile
ortlislirken stvi ve kuru form 6rneklerine ait spektrumlar 290-320 nm arali§inda referanstan
daha belirgin bir bant gdstermektedir. Sivi form Ornegine ait spektrum diger formlar
arasinda en yiiksek bant siddetine sahiptir. Sekil 16 (b)’de ikinci derece tiirev
spektrumlarinda, 220-250 nm araliginda s1vi formda kirmiziya kayma goriilmiistiir ayrica
bu bolgede sivi form daha genis bir bant yapisina sahiptir. 270-310 nm araliginda ise sivi
ve kuru form 6rneklerine ait spektrumlarda daha belirgin bant gosterirken damlacik formda
referans ile rtlisen daha diisiik siddette bant goriilmektedir. Sekil 15 (c¢)’de tiglincii derece
tiirev spektrumlarinda 210-250 nm araliginda siv1 form spektrumunda yine hafif kirmiziya
kayma goriilmiistiir. Damlacik ve kuru form oOrnekleri referans ile benzer spektrum
bantlaria sahiptir. Sekil 15 (d)’de dordiincii derece tiirev spektrumlarinda 210-230 nm
araliginda siv1 formda goriilen kirmiziya kayma haricinde ii¢ form da referans ile benzer

spektrum bantlar1 géstermektedir.
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Sekil 17. ALP tabletin votka igerisinde hazirlanmis sivi, damlacik ve kuru formuna ait (a)
birinci derece, (b) ikinci derece, (¢) liciincii derece ve (d) dordiincii derece UV tlirev
spektrumlari.

Sekil 17 votka igerisindeki ALP tabletin s1ivi damlacik ve kuru form 6rneklerinin UV tiirev
spektrumlarini igerir. Birinci derece tlirev spektrumunda, Sekil 17 (a)’da 200-240 nm
araliginda li¢ formdaki 6rnek de referans ile benzer spektrum bandi gosterirken 250-320
nm araliginda referansa ait spektrumda keskin olmayan bir bant gozlenmektedir. Bu
bolgede oOzellikle damlacik ve kuru form spektrumlarinda daha belirgin bantlar
gozlenmektedir. Sekil 17 (b)’de ikinci derece tiirev spektrumlarinda tiim formlar referans
ile benzer spektrumlara sahiptir. Yalnizca 200-250 nm araliginda sivi formda kirmiziya
kayma gdzlenmektedir. Ugiincii derece tiirev spektrumlari karsilastirildiginda damlacik ve
kuru form spektrumlari referans spektrumu ile ortiigmekte oldugu fakat sivi formun 220-
250 nm araliginda ayristig1 goriilmektedir. Bu bolgede sivi form 6rneginde 230 nm’de
referansta goriilen bant bulunmamaktadir. Dordiincii derece tiirev spektrumlarinda ise yine
stv1 form 6rneginde 220-240 nm araliginda kirmiziya kayma ve ikili bant diger formlardan
farklilasma saglamistir. Bu bolge disinda sivi form ve diger ornekler referans ile

ortlismektedir.
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Sekil 18. ALP tabletin gazoz igerisinde s1vi, damlacik ve kuru formuna ait (a) birinci
derece, (b) ikinci derece, (c) licilincii derece ve (d) dordiincii derece UV tiirev
spektrumlari.

Gazoz igerisinde hazirlanmig ALP tablete ait sivi damlacik ve kuru form orneklerinin UV
tirev spektrumlart Sekil 18’de yer almaktadir. Sekil 18 (a)’da birinci derece tlirev
spektrumunda, 210-240 nm araliginda s1vi formda diger iceceklerde de goriilen kirmiziya
kayma disinda spektrumlar referans ile ortiismektedir. Ikinci derecede ise Sekil 18 (b)’de
goriildiigii izere 240 nm sonrast biitiin spektrumlar referans ile ortiigse de 200-240 nm
araliginda bazi farkliliklar goriilmektedir. En belirgin fark sivi form spektrumunda 225-250
nm araliginda goriilmektedir. Bu bodlgede sivi form spektrumu referansa kiyasla hem
kirmiziya kayma gostermis hem de daha yayvan bir bant gostermistir. Sekil 18 (c)’de
ticiincii derece tiirevde damlacik ve kuru form spektrumlari referans spektrumu ile benzer
bant gosterirken sivi form spektrumunda 220-260 nm araliginda farklilik goriilmektedir.
Bu bolgede sivi formda kirmiziya kayma goriilmektedir ayrica referans spektrumda 230
nm’de goriilen belirgin bant sivi form spektrumunda goriilmemektedir. Sekil 18 (d)’de

dordiincii derece tlirev spektrumunda sivi formda goriilen hafif kirmiziya kayma disinda
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referans Ornek ve ¢ farkli formdaki Ornekler arasinda belirgin bir farklilik

goriilmemektedir.
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Sekil 19. ALP tabletin maden suyu icerisinde sivi, damlacik ve kuru formuna ait (a)
birinci derece, (b) ikinci derece, (¢) licilincii derece ve (d) dordiincii derece UV tlirev
spektrumlari.

Sekil 19°da maden suyu icerisinde hazirlanmis ALP tablete ait s1tvi damlacik ve kuru form
orneklerinin UV tiirev spektrumlart gosterilmektedir. Tiim tlirev derecelerinde, damlacik
ve kuru form spektrumlarinda gbzlenen hafif kirmiziya kayma disinda, her bir formun

ornek spektrumlari referans spektrum ile ortiismektedir.

4.3.2. LORA UV Tiirev Spektroskopisi Sonuglari

LORA tabletin farkli ortamlarda tayininde UV- Go6r absorpsiyon yonteminin hassasiyetini
arttirmak amaci ile sivi, damlacik ve kuru formdaki 6rneklere UV tiirev spektroskopisi
uygulanmistir. Sifirinct dereceden absorpsiyon spektrumlarinda gézlenemeyen spektral
ayrimlarin tiirev spektroskopisi ile gdzlenebilir hale gelmesi amaglanmistir (Kus vd., 1996)

Spektrumlarda, 50 pg/ml derisimli s1ivi, damlacik ve kuru form 6rneklerine ait bantlar sirasi
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ile siyah, kirmizi1 ve mavi renklerle; 16,7 pg/ml derisimli sivi, damlacik ve kuru form
orneklerinin bantlar1 ise yesil, mor ve turuncu renklerle gosterilmistir. Referans olarak
hazirlanan stok LORA tablet ¢ozeltisine ait bant turkuaz renkle gosterilmistir. Tiim form
ornekleri DLLME islemi sonrasinda elde edilmis olup, referans spektrum ile karsilagtirmali

olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 20. LORA tabletin beyaz sarap igerisinde, 16,7 pg/mL ve 50 ng/mL derisimlerinde
s1vi, damlacik ve kuru form 6rneklerine ait (a) birinci derece, (b) ikinci derece, (c) tigiincii
derece ve (d) dordiincii derece UV tilirev spektrumlart.

LORA tabletin beyaz sarap igerisindeki ¢ozeltisinden 16,7 pg/mL ile 50 pg/mL
derisimlerde hazirlanan i¢ecek drneklerinin sivi, damlacik ve kuru formlarindan elde edilen
birinci, ikinci, {giincii ve dordiinci derece UV tiirev spektrumlart Sekil 20°de
gosterilmistir. Sekil 20 (a)’da birinci derece tiirev spektrumlarinda 200-230 nm araliginda
ve 290 nm sonrasinda tiim spektrumlar referans ile ayni konumda farkli siddetlerde bantlar
vermigstir. 240-280 nm araliginda referans spektrumu daha genis bir bant gosterirken diger
tiim spektrumlar iki maksimumlu bir bant gostermektedir. Sekil 20 (b), Sekil 20 (c¢) ve Sekil
20 (d)’de ikinci, tiglincii ve dordiincii tiirev spektrumlarinda ise tiim 6rnekler referans ile

farkli siddetlerde benzer spektrum gostermektedir.
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Sekil 21. LORA tabletin roze sarap icerisinde, 16,7 pg/mL ve 50 pg/mL derisimlerinde
stvi, damlacik ve kuru form 6rneklerine ait (a) birinci derece, (b) ikinci derece, (c) tiglincli
derece ve (d) dordiincii derece UV tiirev spektrumlari.

Roze sarap i¢cindeki LORA tabletin ve 16,7 pg/mL ile 50 pg/mL derisimlerde hazirlanan
sivi, damlacik ve kuru form orneklerinin birinci, ikinci, li¢lincii ve dordiincli derece UV
tirev spektrumlart Sekil 21°de verilmistir. 50 pg/mL derisimdeki sivi form 6rnegi harig
tim Orneklerin spektrumlar1 referans spektrum ile Ortiismektedir. 50 pg/mL sivi form
spektrumu ise Sekil 21 (a)’da birinci derece tiirev spektrumunda 210-245 nm araliginda
referanstan daha genis, 245-290 nm arali§inda ise daha dar bir bant gostermektedir. Sekil
21 (b)’de ikinci derece tiirev spektrumunda ise 50 pg/mL s1vi form spektrumu 220-255 nm
araliginda referans spektrumundan daha genis bir bant vermektedir. 50 pg/mL siv1 form
orneginde Sekil 21 (¢)’de tiglincii derece tiirev spektrumunda referansta 235 nm’de goriilen
bant sivi 0rnekte goriillmemekte ve 250 nm maksimumlu sekilsel olarak diger formlarin
bantlarindan ayrilan siddetli bir bant goriilmektedir. Sekil 21 (d)’de dordiincii derece tiirev

spektrumunda referans ile aralarinda siddet farklilig1 disinda bir ayrim goriillmemektedir.
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Sekil 22. LORA tabletin votka igerisinde, 16,7 pg/mL ve 50 pg/mL derisimlerinde sivi,
damlacik ve kuru form 6rneklerine ait (a) birinci derece, (b) ikinci derece, (c) ligiincii
derece ve (d) dordiincii derece UV tilirev spektrumlart.

Sekil 22°de gosterilen beyaz sarap igerisindeki LORA tabletin 16,7 pg/mL ile 50 pg/mL
konsantrasyonlarinda hazirlanan sivi, damlacik ve kuru formlarina ait spektrumlardan elde
edilen birinci, ikinci, {li¢iincili ve dordiincii derece UV tiirev spektrumlari referans ile siddet
farkliliklar1 disinda tam uyum gostermektedir. Belirgin tek fark Sekil 22 (a)’da birinci
derece tirev spektrumlarinda 240-270 nm aralifinda 16,7 pg/mL ile 50 pg/mL
konsantrasyonlarindaki sivi, damlacik ve kuru form orneklerinde iki maksimumlu bant

gozlenirken referansta bu araliktaki bant daha genis tek bant seklinde gortiliir.
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Sekil 23. LORA tabletin gazoz igerisinde, 16,7 pg/mL ve 50 ng/mL derisimlerinde s1vi,
damlacik ve kuru form 6rneklerine ait (a) birinci derece, (b) ikinci derece, (c) ticlincii
derece ve (d) dordiincii derece UV tiirev spektrumlari.

LORA tabletin gazoz igerisindeki ¢ozeltisinden 16,7 pug/mL ile 50 pg/mL derisimlerde
hazirlanan i¢ecek orneklerinin sivi, damlacik ve kuru formlarina ait birinci, ikinci, tiglincli
ve dordiincli derece UV tirev spektrumlart Sekil 23’te gosterilmistir. Biitiin tiirev
derecelerinde 50 pg/mL si1vi form spektrumu hari¢ diger 6rneklere ait spektrumlar referans
ile benzer bant 6zellikleri gdstermektedir. 50 pg/mL siv1 form drnegine ait spektrumlarda
ise tiim tiirev derecelerinde kirmiziya kayma goriilmektedir. Kirmiziya kaymanin yani sira,
Sekil 23 (a)’da goriildiigi iizere birinci derece tiirev spektrumunda referansta 240-280 nm
araliginda goriilen genis bant, 50 pg/mL sivi form spektrumunda yiiksek siddette daha dar
ve keskin bir bant olarak goriilmektedir. Dordiincii derece tiirev spektrumunda, Sekil 23
(d)’de 230-260 nm arasinda sivi formda gozlenen bant diger o6rneklerden farklilagsma

gostermektedir. Bunun disinda 6rneklerin spektrumlar: referans ile uyum gostermektedir.
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Sekil 24. LORA tabletin maden suyu igerisinde, 16,7 pg/mL ve 50 ug/mL derisimlerinde
stvi, damlacik ve kuru form 6rneklerine ait (a) birinci derece, (b) ikinci derece, (c) tiglincli
derece ve (d) dordiincii derece UV tiirev spektrumlari.

Sekil 24°te gosterilen maden suyu igerisindeki LORA tabletin 16,7 pg/mL ile 50 pg/mL
konsantrasyonlarinda hazirlanan sivi, damlacik ve kuru formlarina ait spektrumlardan elde
edilen birinci, ikinci, tiglincii ve dordiincli derece UV tiirev spektrumlari referans ile tam
uyum gostermektedir. Belirgin tek fark Sekil 24 (a)’da birinci derece tiirev spektrumlarinda
240-280 nm aralifinda 50 pg/mL konsantrasyonlarindaki sivi form Orneklerinde tek
maksimumlu sivri bir bant goriilirken referansta iki maksimumlu genis bir bant

goriilmektedir.
4.4. Floresans Emisyon Spektroskopisi Sonuclari

4.4.1. ALP Tablet Floresans Emisyon Spektroskopisi Sonuclar:

ALP tabletin 5 farkli icecek icerisindeki floresans emisyon spektrumlari ile birinci, ikinci,
ticiincii ve dordiincili dereceden floresans tiirev spektrumlart ayrintili olarak incelenmistir.
Bu degerlendirme, icecek tiirlerine gore Ornek formlarinin referans ALP tablet

spektrumlariyla karsilastirmali olarak analizini kapsamaktadir.
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Sekil 25. Beyaz sarap igerisindeki ALP tabletin, 520 nm dalga boyunda uyarilan sivi,
damlacik ve kuru form 6rneklerine ait (a) sifirinc1 derece, (b) birinci derece, (c) ikinci
derece, (d) liciincii derece ve (e) dordiincli dereceden emisyon tiirev spektrumlari.

Sekil 25°te ALP tablet-beyaz sarap ¢6zeltisinden sivi, damlacik ve kuru formda elde edilen
orneklerin floresans ve floresans tiirev spektrumlart goriilmektedir. Beyaz sarap
icerisindeki sivi, damlacik ve kuru form oOrnekleri referans ALP tablet spektrumlari ile
karsilagtirmali olarak degerlendirildiginde, Ortlisme oraninin ¢ok diisiik oldugu
goriilmektedir. Kuru form ve damlacik form spektrumlarinda benzerlik orani yiiksek
olmakla beraber her iki formun da referans ile benzerlik orani ¢ok diisiiktiir. Bu sonuglara
bakarak floresan spektroskopisinin sivi form i¢in ALP tablet tayininde diisiik oranda

kullanilabilir olacagi, diger formlar i¢in olasi olmadig1 degerlendirilmistir.
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Sekil 26. Roze Sarap igerisindeki ALP tabletin, 530 nm dalga boyunda uyarilan sivi,
damlacik ve kuru form 6rneklerine ait (a) sifirinci derece, (b) birinci derece, (c) ikinci
derece, (d) ligiincii derece ve (e) dordiincii dereceden emisyon tiirev spektrumlari.

ALP tablet- roze sarap Orneklerinin floresans ve floresans tiirev spektrumlari referans ile
karsilastirmali olarak Sekil 26’de goriilmektedir. Roze sarap orneklerinde beyaz sarap ile
benzer sekilde sifirinct ve birinci derece spektrumlarda kismi Ortiigmeler bulunmustur.
Uciincii derece tiirevlerde bant drtiismesi bir miktar artmakla birlikte, diisiik bant siddetleri
nedeniyle nitel tayin smirli kalmaktadir. Karar vermede sifirinct ve birinci derece

spektrumlarin kullanim1 miimkiin gériinmektedir.
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Sekil 27. Votka icerisindeki ALP tabletin, 520 nm dalga boyunda uyarilan sivi, damlacik
ve kuru form 6rneklerine ait (a) sifirinct derece, (b) birinci derece, (c) ikinci derece, (d)

ticiincii derece ve (e) dordiincii dereceden emisyon tiirev spektrumlari.

ALP tablet- votka 6rneklerinin tiim formlardaki floresans ve floresans tiirev spektrumlari

referans ile karsilastirmali olarak Sekil 27°de goriilmektedir. Votka daha az girisim

gosterdiginden, ALP tablet 6rneklerinin sifirinci ve birinci derece spektrumlarinda referans

spektrum ile belirgin bant drtiismeleri gdzlenmistir. Ikinci tiirev spektrumlarinda 3 formun

kendi arasindaki ortiismesinin yiiksek oldugu ancak referans ile drtligmenin diisiik oldugu

goriilmektedir. Ugiincii dereceden floresans tiirev spektrumlarinda 540-560 nm arasinda

referans ile damlacik formun &rtiisme orami ve bant sekli benzerligi yiiksektir. Ugiincii

derecede sivi ve damlacik formun belirgin bir uyum gosterdigi soylenebilir. Yine de

analitik agidan gii¢lii bir tayin metodu olarak énermek miimkiin gériinmemektedir.
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Sekil 28. Gazoz icerisindeki ALP tabletin, 520 nm dalga boyunda uyarilan sivi, damlacik
ve kuru form 6rneklerine ait (a) sifirinct derece, (b) birinci derece, (c) ikinci derece, (d)
ticlincii derece ve (e) dordiincii dereceden emisyon tiirev spektrumlari.

Sekil 28’de ALP tablet-gazoz 6rneklerinin s1vi, damlacik ve kuru formda elde floresans ve
floresans tiirev spektrumlar1 goriilmektedir. ALP tablet- gazoz 6rneklerinde 300-550 nm
arasindaki bantlarin referans ALP tablet ile kismen oOrtiistiigii goriilmektedir. Referans
floresans spektrumunda 550—650 nm arasinda emisyon bandi1 bulunmadigindan bu bolgede
referans ile drtiisme dogal olarak gézlenmemektedir. Onceki boliimlerde incelenmis olan
icecek Orneklerinden farkli olarak sivi, damlacik ve kuru formlar arasinda tam uyum

goriilmektedir.
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Sekil 29. Maden suyu igerisindeki ALP tabletin, 520 nm dalga boyunda uyarilan sivi,
damlacik ve kuru form 6rneklerine ait (a) sifirinci derece, (b) birinci derece, (c) ikinci
derece, (d) liciincii derece ve (e) dordiincii dereceden emisyon tiirev spektrumlari.

Sekil 29°da ALP tablet-maden suyu orneklerinin sivi, damlacik ve kuru formda elde
floresans ve floresans tiirev spektrumlari goriilmektedir. Orneklerin kendi arasinda
uyumunun yiiksek, referans ile Ortlisme ve benzerlik oranmin disiik oldugu
degerlendirilmistir. Kuru form tiim floresans spektrumlarinda digerlerinden belirgin
farklilasma goOstermistir. Floresans emisyon ve birinci dereceden floresans tiirev
spektrumlarinda 540-580 nm araliginda ALP tablet-maden suyu Ornekleri ile referans
arasinda tam uyum gozlenmis olup sivi ve damlacik formlari i¢in kullanilabilecegi

ongoriilmektedir.
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4.4.2. LORA Tablet Floresans Emisyon Spektroskopisi Sonuclari
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Sekil 30. Beyaz sarap igerisindeki LORA tabletin, 315 nm dalga boyunda uyarilan ve 50
pg/mL ile 16,7 pg/mL derisimlerindeki sivi, damlacik ve kuru form 6rneklerine ait (a)
sifirinci derece, (b) birinci derece, (¢) ikinci derece, (d) {igiincii derece ve (e) dordiincii

dereceden emisyon tiirev spektrumlari.

LORA tablet- beyaz sarap Orneklerinin tiim formlardaki floresans ve floresans tiirev
spektrumlar referans ile karsilastirmali olarak Sekil 30°da goriilmektedir. Beyaz sarap
igerisindeki sivi, damlacik ve kuru form 6rnekleri, referans LORA tablet spektrumu ile
karsilastirildiginda hem sifirinct dereceden floresans spektrumunda hem de tiirev
spektrumlarinin  tamaminda yiliksek oranda bant Ortiismeleri bulunmustur. Siddet

farkliliklar1 olmakla birlikte bant sekillerinin benzerligi yiiksektir.
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Sekil 31. Roze sarap igerisindeki LORA tabletin, 315 nm dalga boyunda uyarilan ve 50

pg/mL ile 16,7 pg/mL derisimlerindeki sivi, damlacik ve kuru form 6rneklerine ait (a)

sifirinct derece, (b) birinci derece, (¢) ikinci derece, (d) {igiincii derece ve (e) dordiincii
dereceden emisyon tiirev spektrumlari.

Sekil 31°de ALP tablet-roze sarap 6rneklerinin s1vi, damlacik ve kuru formda elde floresans
ve floresans tiirev spektrumlar1 goriilmektedir. Roze sarap Orneklerinde bant konumlari
referans LORA tablet ile genel olarak uyumludur. Kiiciik dalga boyu kaymalar1 gozlenmis

olsa da tepe sayis1 ve bant bi¢cimi korundugu i¢in nitel tayin yapilabilir.
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Sekil 32. Votka icerisindeki LORA tabletin, 315 nm dalga boyunda uyarilan ve 50 pg/mL
ile 16,7 pg/mL derisimlerindeki sivi, damlacik ve kuru form 6rneklerine ait (a) sifirinci
derece, (b) birinci derece, (¢) ikinci derece, (d) ligiincii derece ve () dordiincii dereceden
emisyon tiirev spektrumlari.

LORA tablet- votka orneklerinin tiim formlardaki floresans ve floresans tiirev spektrumlari
referans ile karsilastirmali olarak Sekil 32’de goriilmektedir. Votka matrisi girisimsiz
oldugundan sifirinci ve birinci derece spektrumlarda referans LORA tablet ile yiiksek uyum

gozlenmistir. LORA tablet tayini i¢in gii¢lii bir yontem olarak onerilebilir.
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Sekil 33. Gazoz igerisindeki LORA tabletin, 315 nm dalga boyunda uyarilan ve 50
png/mL ile 16,7 pg/mL derisimlerindeki s1vi, damlacik ve kuru form 6rneklerine ait (a)
sifirinct derece, (b) birinci derece, (¢) ikinci derece, (d) tiglincii derece ve (e) dordiincii

dereceden emisyon tiirev spektrumlari.

LORA tablet- gazoz 6rneklerinin tiim formlardaki floresans ve floresans tiirev spektrumlari
referans ile karsilagtirmali olarak Sekil 33°te goriilmektedir. Genel anlamda tiim formlarin
referans Olclimler ile uyumlu oldugu sdylenebilir. Bununla birlikte 425 nm’ye kadar olan
bolgede banlarin sekilsel benzerliginin ve Ortligme oranimin daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 34. Maden suyu igerisindeki LORA tabletin, 315 nm dalga boyunda uyarilan ve 50
png/mL ile 16,7 pg/mL derisimlerindeki s1vi, damlacik ve kuru form 6rneklerine ait (a)
sifirinct derece, (b) birinci derece, (¢) ikinci derece, (d) iigiincii derece ve (e) dordiincii

dereceden emisyon tiirev spektrumlari.

Sekil 34’te ALP tablet-maden suyu oOrneklerinin sivi, damlacik ve kuru formda elde
floresans ve floresans tiirev spektrumlar1 goriilmektedir. 50 mg/mL siv1 form ile referans
arasinda en yliksek uyumun oldugu sdylenebilir. Bununla birlikte tiirev spektrumlarinda
tiim 6rnek formlarinin siddet farkliliklari ve kiiciik dalgaboyu kaymalar1 disinda ¢ok yiiksek
oranda ortiismeye sahip oldugu goriilmektedir. Orneklerin referans ile drtiisme oranina
dayanarak sifirinc1 ve birinci dereceden floresans spektrumlarinin ALP tablet tayininde

kullanilabilecegi ongoriilmektedir.
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5. ISTATISTIKSEL ANALIZ SONUCLARI
5.1. Korelasyon Matrisi Analizi

5.1.1. ALP UV- Gor Absorpsiyon Spektroskopi Analizi

| Sivi Form Damlacik Kuru Form

DLLME ALP Yiize Tgecek DLLME ALP Yiizey Igecek DLLME ALP | Yizey | lgecek
g az yaraj 0.6658 0.3651 0.6541 0.6658 0.3093 0.3651 0.6659 0.6658
£ Rose 0.6658 323 0.2403 0.6474 0.6658 0.4812 0.2403 0.6897 0.6658
Z Votka 0.6658 6821 0.6951 0.6658 0.6564 0.6669 0.6658
5 Gazoz 0.6791 0.6658 649 0.6658 0.6613 0.6658 0.6770 0.6658 0.6563 0.6658
= Maden Suyu | 0.6881 | 0.6658 0.5409 0.1428 0.6989 0.6658 0.6133 | 0.1428 0.6484 0.6658
z az ).650 0.3688 0.6253 .6500 0.1141 03688 | 0.6276 6500 0.2820 0.3688
E Rose sarap 0.6552 501 0.6383 .6500 | 0.0882 0.3069 0.6319 .6500 0.3069
2 Votka 0.6464 50 0.6419 .650( 0.6304 0.6503 6500 0.6257
& Gazoz 0.6356 650( 0.6185 6500 0.5474 0.5649 0.6568 0.6500 0.5670 0.5649
= Maden Suyu | 0.6288 6501 05112 | 01671 | 0.6384 .6500 04577 | 0.0671 | 0.5435 0.6500 0.6292 | 0.1671 |
z az 06357 | 06361 | 00191 | 04454 0.5848 | 0.6361 | 0.0768 0.4454 0.5760 0.4454
I Rose sarap 0.5970 | 0.6361 0.1436 0.3408 6288 | 0.6361 0.3408 0.6223 0.3408
- Votka 0.5693 _0.6361 __0.0063 .6313 _0.6361 0.6017 | 0.00¢ 0.0063 |
-] Gazoz 0.5759 | 0.6361 | 00089 | 0.4947 .5727 0.3485 0.4947 0.4947
i Maden Suyu | 0.5762 | 0.6361 0.3850 0.0771 0.6079 0.2621 0.3243 0.5151 03243
z [ 0.5486 0.0997 0.4815 05432 0.4815
2 0.6141 03456 | 0.6229 0.3456
- .57 0.1045 .1045
2 0.5362 0.4149 4149
“ | 0.6005 )6 0.4568 14568
3 az gara) 0.5985 06289 | -0.0452 | 0.4897 | 0.5560 | 0.6289 1191 0.4897 0.5435 6289 0.4897
5 Rose sarap 0.5215 0.6289 0.3630 0.3603 0.6189 .6289 011 0.3603 0.6324 | 0.6289 [ -0.0500 0.3603
= Votka 0.5145 0.6289 0.3381 6289 5641 03381 | 06373 | 0.6289 | 0.5544 0.3381
A Gazoz 0.4872 0.6289 0.3047 0.5196 0.6289 | -0.0473 0.3047 0.6202 0.6289 0.4022 0.3047
- Maden Suyu | 0.5693 0.6289 0.2570 05402 | 06175 | 0.6289 0.1482 0.5402 0.5185 0.6289 0.5998 0.5402

Sekil 35. S1vi, damlacik ve kuru formlarda DLLME ile elde edilen ALP, Yiizeyden elde
edilen ALP, ALP tablet ve saf icecek spektrumlarinin UV-Gor absorpsiyon (sifirinci
derece tiirev), birinci, ikinci, li¢lincii ve dordiincii derece tlirevlerinin ortalama ¢apraz

korelasyon degerleri.

Bu calismada, farkli igecek Orneklerinin UV-GOr absorpsiyon degerleri ve tlirev
spektrumlari ile ¢esitli fiziksel ve kimyasal parametreler (DLLME ile elde edilen 6rnekler,
ALP tablet, ylizeyden alinan 6rnekler ve igecegin kendisi) arasindaki iliskiler korelasyon
matrisi ile analiz edilmistir. Elde edilen korelasyon katsayilari, -1 ile +1 arasinda
degismekte olup renk skalasi ile gorsel olarak sunulmustur. Pozitif korelasyonlar kirmizi

tonlarda, negatif korelasyonlar mavi tonlarda ifade edilmistir.

Bu calismada UV-Gor absorpsiyon 6l¢iimlerinde 6zellikle sivi formda beyaz sarap, roze
sarap ve votkadan DLLME metodu ile elde edilen 6rneklerin ortalama olarak pozitif
korelasyonlara sahip oldugu gozlemlenmistir (> 0,65). Gazoz ve maden suyu gibi

karbonatl igeceklerde daha diisiik korelasyon degerleri dikkat cekmektedir.

Form degisimine (sivi, damlacik, kuru) bagl olarak korelasyon yapisinin da degistigi
goriilmektedir. Ozellikle kuru form ile yiizeyden elde edilen &rneklerin korelasyon

degerlerinin  belirgin sekilde negatiflestigi (6rnegin beyaz sarap: r =-0,454)
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gozlemlenmektedir. Bu durum, form degisikliginin yiizey 6zelliklerini ve dolayisiyla UV-

Gor absorpsiyon karakteristigini etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Igecek tipine gére korelasyonlar degerlendirildiginde tiim igecekler icin kendi calisma
gruplar1 6zelinde (s1v1, damlacik, kuru formlarda) ortalama olarak belirgin bir sekilde diisiik
korelasyonlara sahip oldugu goriilmektedir. Bu durum da analizin esas temelini olusturan
ilag ve igecek Olclimlerinin ayristirilmast hususunda basarili olundugunu ortaya

koymaktadir.

Tiirev sirasi arttikca (1. — 4. derece tiirev) korelasyon degerlerinin genel olarak azaldigi
ve bazi parametrelerle olan iligkilerin zayifladigi gozlenmistir. Bu durum, yiiksek
dereceden tiirevlerin sinyal-giiriiltii oranin1 artirarak korelasyon yapisini zayiflatabilecegini

gostermektedir.

5.1.2. LORA UV- Gor Absorpsiyon Spektroskopi Analizi

SwiForm Damlacik Kuru Form

DLLME | LORA Yii Tgecek DLLME LORA Yizey Tgecek DLLME LORA Yizey Tgecek
g Beyazsarap | 0.6397 0.6797 0.2662 0.6321 0.6797 0.6251 0.2662 0.6524 0.6797 0.6035 0.2662
£ Rose garap 0.6797 0.2268 0.1582 0.6812 0.6797 0.4971 0.1582 0.6904 0.6797 0.4823 0.1582
z Votka 0.6559 0.6797 0.6861 0.6583 0.6797 0.6510 0.6595 0.6797 0.6480
- Gazoz 0.6641 0.6797 0.5833 0.6314 0.6680 0.6797 0.6690 0.6314 0.6577 0.6797
= Maden Suyu|  0.6893 0.6797 0.6743 | 0.0247 | 0.5215 0.6797 0.6564 | 0.0247 | 0.6635 0.6797 0.6599 0.0247
z Beyaz sa 0.6043 0.6613 03338 | 0.5880 0.6613 0.4656 | 0.3338 | 0.6035 0.6613 0.4322 0.3338
é Roses 0.6541 0.6613 0.0484 0.2682 0.6534 0.6613 0.1921 0.2682 0.6613 0.2146
it Votka 0.6203 0.6613 0.6322 0.6613 0.6150 H 0.6156 0.6613 0.6125
a8 Gazoz 0.5517 0.6613 0.3220 0.5146 0.6603 0.6613 0.5480 0.5146 0.6330 0.6613 0.6477 0.5146
- Maden Suyu| 0.6613 0.1429 | 0.6051 0.6613 0.6160 | 0.1429 | 0.6409 0.6613 06245 | 0.1429 |
S Beyazgarap | 0.5757 .6498 0.4691 | 0.5498 .6498 0.1969 0.4691 0.5671 ).6498 0.1201 | 0.4691 |
i§ Rose sarap 0.5944 ).6498 -0.0029 0.3435 0.6370 5498 0.3435 ).6498 -0.0059 0.3435
it Votka 0.5905 .6498 0.6096 0.6498 0.5853 0.5784 .6498 0.5841
=] Gazoz 0.3660 0.6498 0.4963 0.6498 0.3086 0.4963 0.6136 0.6498 0.5675 0.4963
e Maden Suyu 0.6498 0.3647 0.6259 0.6498 05843 | 03647 | 0.6237 0.6498 0.6000 | 0.3647 |
;  [Bmasem| 05752 [ 05450 | 05649 | [ 05450
£  [Rosesaap | 05770 | 00258 | 03798 | 0.6866 | | 00106 | 03708 |
o |votka 0.5850
a 0.0541 0.5044 0.6145
- 0.5054 0.5808 | 05054 | 0.6219 | 05993 | 0.5054 |
5 Beyazsarap | 0.5886 0.5909 0.5460 0.5909 0.5773 0.5909
g Rosesarap | 0.6110 0.0982 0.4072 0.6473 0.4072 0.1776 0.4072
1 Votka 0.5959 0.1178 0.6203 0.5920 0.1178 0.5728 0.5847 0.1178
=] Gazoz 0.1056 0.4858 -0.1300 0.4858 0.6261 0.4016 0.4858
< Maden Suyu 0.5658 0.6436 0.5951 0.5658 0.6296 0.6091 0.5658

Sekil 36. S1vi, damlacik ve kuru formlarda DLLME ile elde edilen LORA, Yiizeyden elde
edilen LORA, LORA tablet ve saf igecek spektrumlarinin UV-Gor absorpsiyon ((sifirinci
derece tiirev), birinci, ikinci, li¢lincii ve dordiincii derece tlirevlerinin ortalama ¢apraz
korelasyon degerleri.

LORA tablete ait UV-G0r absorpsiyon spektrum parametresi, tiim i¢ecek tiirlerine ve tiim
formlara ait dlgiimlerle oldukca yiiksek ve pozitif korelasyonlar gdstermistir (r = 0,65—
0,70). Bu durum, UV-Gor absorpsiyon spektrumlarinin bu parametre ile tutarh ve giiclii bir
iliski sergiledigini gostermektedir. igeceklere ait spektrumlar belirgin bir sekilde diger tiim
metotlarla elde edilen dl¢limlerle diisiik korelasyon gostermistir. Bu durum igeceklerin

spektrum 6l¢iimlerinin diger metotlardaki dl¢timleri baskilamadigini ortaya koymaktadir.
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DLLME ile korelasyon, 6rnege ve forma gore degiskenlik gostermekle birlikte diger tiim
dlgiimlerle genellikle orta diizeyde pozitif degerlerde kalmaktadir. Ozellikle maden suyu
ve beyaz sarap orneklerinde yiiksek korelasyonlar dikkat ¢ekmektedir (6rnegin birinci

derece tiirev—sivi formda maden suyu: r = 0,6726).

Yiizey ol¢timleri ile korelasyonlar genellikle negatif olup, bu iliski 6zellikle kuru formda
belirginlesmistir. Ornegin, kuru formda gazoz ile yiizey arasinda r =-0,4868 gibi olduk¢a
gliclii bir negatif iligski s6z konusudur. Bu, yiizey 6zelliklerinin spektral davranisi {izerinde

ters etkide bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

Tiirev derecesi arttikca (1. — 4. derece), korelasyon degerlerinde hafif bir zayiflama egilimi
gbozlemlenmektedir. Bu durum, yiiksek dereceden tiirevlerde sinyal/giirtiltii oraninin
bozulmasiyla agiklanabilir. Ancak bazi 6rneklerde (6zellikle maden suyu, roze sarap)
ticlincii ve dordiincii derece tiirevlerde dahi giiclii korelasyonlar korunmustur. Bu, belirli
orneklerde UV-GoOr absorpsiyon spektrumlarinin oldukg¢a karakteristik oldugunu ve

giiriiltiiden etkilenmeden bilgi tasidigini géstermektedir.

Tiim bulgular birlestirildiginde maden suyu, genel olarak tiim formlarda ve tiirev
diizeylerinde tutarl sekilde yiiksek korelasyonlar gostermistir. Bu, maden suyunun spektral
verilerle agiklanabilir yapida oldugunu ve analitik ayirt edilebilirliginin yiliksek oldugunu
gostermektedir. Gazoz ve votka, bazi parametrelerle daha zayif korelasyonlar sergilemis;

bu da bu igeceklerde spektral benzerliklerin daha az belirgin oldugunu diistindiirmektedir.

5.2. Temel Bilesenler Analizi (PCA)

Her iki ilag ve bes farkli icecege ait UV-Gor absorpsiyon spektrumlart ve dordiincii
dereceye kadar olan tiirevlerinde PCA analizi gerceklestirilmistir. Yapilan incelemeler

birinci derece tlirevler {lizerinde yapilan PCA ¢alismalarinin igecek ol¢iimlerini diger
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Olctimlerden ayirmada basarili oldugunu ortaya koymustur. Metin igerisinde sadece birinci

derece tiireve ait hesaplamalar sunulmus olup diger tiim hesaplar Ek-Sekil 7-14’tedir.
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Sekil 37. S1vi, damlacik ve kuru formlarda DLLME ile elde edilen ALP, Yiizeyden elde
edilen ALP, ALP tablet ve saf icecek spektrumlarinin UV-Gor absorpsiyon birinci derece
tiirevlerinin (a) PCA sonuglari, (b) PCA sonuglarinin kiimelenmesi.

Sekil 37 (a)’da UV-Gor absorpsiyon spektrumlarinin birinci derece tiirevlerinin temel
bilesen analizi (PCA) sonuglar goriilmektedir. Birinci (Dim1) ve ikinci (Dim2) bilesenler
sirastyla toplam varyansin %38,7’sini ve %16,5’ini agiklamaktadir. Noktalar, her bir UV-
GoOr absorpsiyon 6l¢iimiinii temsil ederken, renk gradyani cos? degerlerini gostermekte ve
bu degerler dl¢iimlerin iki boyutlu diizlemdeki temsil kalitesini yansitmaktadir. Turuncuya
yakin renkteki veriler daha yliksek cos? degerlerine sahip olup, bu diizlemde daha iyi temsil

edilmektedir. Bireylerin biiyiik ¢cogunlugu orijine yakin konumlanirken, 40, 44, 48 ve 51
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numarali bireyler gibi u¢ noktada yer alanlar daha yiiksek varyansa sahip ve gruplar arasi
farklilig1 daha belirgin sekilde yansitmaktadir. Bu durum, 6rnekler arasinda belirgin yapisal
farkliliklar olabilecegini ve potansiyel gruplarin varligini isaret etmektedir. Sekil 37 (b)
PCA  bilesenleri {iizerinde uygulanan k-means kiimeleme analizinin sonucunu
gostermektedir. Tki ayr1 kiime tespit edilmis olup, bireyler ait olduklar1 kiimeye gore renkli
digblikey alanlarla (convex hull) gorsellestirilmistir. Kirmiziyla gosterilen 1. kiime,
cogunlukla merkezi ve sol bolgeyi kaplamakta olup daha homojen 6rnekleri igermektedir.
Mavi renkle temsil edilen 2. kiime ise daha genis bir alana yayilmistir ve 40, 44 ve 51 gibi
ug noktadaki bireyleri icermektedir. Bu kiimeleme sonuglari, PCA analizinde gozlemlenen
yapisal ayrimlari desteklemekte ve 6rnekler arasinda anlamli farkliliklarin oldugunu ortaya
koymaktadir. Ozetlenecek olursa Sekil 37°de belirtildigi iizere birinci derece tiirevlerin
PCA ve kiimeleme sonuglarina gore; 4, 8, 12, .... 52, 56, 60 numaralandirmasiyla siralanan
spektrum Ol¢limlerinin bir grup olusturdugu ve diger tiim Olclimlerden ayrildigi
gbzlemlenmektedir. Bu l¢iimler her ¢alismadaki icecek spektrumlarina denk gelmektedir.

Istenen ayrima ulasilabildigi sdylenebilmektedir.
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Sekil 38. S1vi, damlacik ve kuru formlarda DLLME ile elde edilen LORA, Yiizeyden elde
edilen LORA, LORA tablet ve saf igecek spektrumlarinin UV-Gor absorpsiyon birinci
derece tiirevlerinin (a) PCA sonuglari, (b) PCA sonuglarinin kiimelenmesi.

Sekil 38 (a)’da UV-Gor absorpsiyon spektrumlarinin birinci derece tiirevlerinin temel
bilesen analizi (PCA) sonuglarin1 gosterilmektedir. Birinci bilesen (Diml) toplam
varyansin %34,6’sm, ikinci bilesen (Dim2) ise %19,9’unu aciklamaktadir. Olgiimlerin
cogu orijin etrafinda yogunlagirken, 40, 44, 48 ve 60 numarali 6l¢limler Dim1 boyunca, 39
ve 51 numarali 6l¢giimler ise negatif Dim1 ve Dim2 ydniinde ayrigsmaktadir. Bu durum, s6z
konusu ol¢timlerin veri setindeki digerlerinden yapisal olarak farkli oldugunu ve toplam
varyansa daha fazla katki yaptigin1 gostermektedir. Sekil 38 (b)’de PCA sonuglari {izerine
uygulanan k-means kiimeleme analizi gosterilmektedir. Bu hesaplamada ii¢ kiime
belirlenmigtir: 1. kiime (kirmizi) ¢ogunlukla orijin ¢evresindeki yogun bireylerden

olusurken, 2. kiime (yesil) 40, 44, 48 ve 60 gibi Diml boyunca ayrisan bireyleri
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icermektedir. 3. kiime (mavi) ise 39 ve 51 gibi Dim1 ve Dim2 eksenlerinin negatif yoniinde
yer alan bireylerden olugsmaktadir. Bu kiimeleme sonucu, PCA analizinde gézlenen yapisal
ayrigmalart desteklemekte ve veri setinde ii¢ farkli grup yapisinin varligina isaret

etmektedir.
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BOLUM II1

6. TARTISMA

Bu c¢alismada, adli vakalarda kotliye kullanim potansiyeli tasiyan benzodiazepin
tiirevlerinden alprazolam ve lorazepam igeren tabletlerinin farkli icecekler igerisinde kolay,
hassas ve uygulanabilir tayini amaciyla bir metodoloji gelistirilmistir. Calismada 6rnek
miktarinin sinirli oldugu senaryolar géz ontinde bulundurularak, DLLME yo6ntemi ile 6n
derigtirme saglanmis ve tayinler UV-GoOr absorpsiyon spektroskopisi, UV tiirev

spektroskopisi ve floresans spektroskopisi kullanilarak gerceklestirilmistir.

ALP tabletin UV-Gor absorpsiyon spektrumlart, DLLME uygulamasi sonrasi farkli igecek
tirlerinde (beyaz sarap, roze sarap, votka, gazoz, maden suyu) genellikle referans
spektrumla benzer bant yapisi gostermistir. DLLME sonrasi elde edilen spektrumlarin 220
300 nm araliginda yiiksek siddetli ve net bantlara sahip olmasi, bu ekstraksiyon tekniginin
ALP tayininde matris girisimini azaltarak hassasiyeti artirdigini gostermektedir. Buna
karsilik yilizey o6rneklerinde 275-375 nm gibi daha uzun dalga boylarinda, diisiik siddetli
ve yayvan bantlarin olugmasi, ekstraksiyonun analizinin gerekliligi acisindan 6nemini
vurgulamaktadir. Ozellikle sarap ve gazoz ortamlarinda DLLME o6rneklerinin referansa
yakin bant profilleri gostermesi, yontemin farkli matris kosullarina karsi dayanikliligini ve

adli 6rnek ¢esitliligine uyumunu gostermektedir.

LORA tabletin UV-Gor absorpsiyon spektrumlart da 240 ve 315 nm civarinda belirgin ¢ift
maksimumlu yap1 gostermistir. DLLME ile elde edilen 50 ug/mL ornekler, ¢cogu icecek
tiriinde referans spektrumla yakinlik gosterirken; ylizey spektrumlarinda bu bantlarin
yayvanlastig1 ve diisiik siddetli hale geldigi gézlenmistir. Ozellikle 16,7 png/mL gibi diisiik
derisimlerde bile DLLME uygulamasinin etkili sonu¢ vermesi, adli drneklerdeki diisiik
miktarli maddelerin tespitinde yontemin duyarliligimi desteklemektedir. Bu durum,
gelistirilen yontemin hem diisiik konsantrasyonlarda hem de kompleks icecek matrislerinde
calisabilirligini gostermekte ve benzer farmasotik maddeler icin model olusturma

potansiyelini ortaya koymaktadir.

UV tiirev spektroskopisi, tayin basarisini artirmak amaciyla kullanilmis ve sifirinci derece
spektrumlarda ayirt edilemeyen farkliliklarin ikinci ve {iglincli derece spektrumlarla

belirginlestirildigi gdzlenmistir. ALP tabletin beyaz sarap ve roze sarap igeren sivi form
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orneklerinde 220-250 nm aralifinda kirmiziya kayma ve ikili bant olusumu goézlenmis,
buna karsilik damlacik ve kuru form oOrneklerinde referans ile daha yiliksek benzerlik
saptanmistir. Bu bulgular, form degisiminin spektral yapiy1 etkiledigini ve analiz dncesi

ornek seklinin dikkate alinmasi1 gerektigini gostermektedir.

LORA tiirev spektrumlari, oOzellikle 50 pg/mL konsantrasyonundaki sivi form
orneklerinde, 240-280 nm araliginda dar ve keskin bantlarin olustugunu, DLLME
uygulamasinin spektral seciciligi artirdigini gostermektedir. Disiik derisimli 6rneklerde
dahi DLLME sonrasi referans spektruma benzerlik korunmus, boylece diisiik diizeyde

madde iceren adli 6rneklerde dahi etkin bir tayin yapilabilecegi dogrulanmustir.

Floresans spektroskopisi ile yapilan analizlerde, matris icerigine bagli olarak tayin
basarisinin degistigi gdzlenmistir. Beyaz sarap ve roze sarap gibi kompleks icerikli
iceceklerde referans spektrumla ortiismenin diisiik oldugu, votka ve gazoz ortamlarinda ise
ozellikle s1vi form 6rneklerinde kismen ortiigsmeler gézlendigi rapor edilmistir. Bu durum,
floresans analizinin destekleyici olarak kullanilabilecegini ancak tek basma yeterli

olmadigini ortaya koymaktadir.

Ozellikle 550-650 nm araliginda bazi &rneklerde bant olusmamasi, matrisin floresan
sinyaller ilizerinde girisim yaratabildigini gostermektedir. Ancak bazi form ve matris
kombinasyonlarinda (6rnegin gazoz-damlacik formu), referansa yakin sonuclar elde

edilmistir.

Analiz bagarisinin yalnizca gorsel spektral benzerlige degil, aym1 zamanda istatistiksel
gecerlilige dayanmasi gerektigi diisliniilerek, korelasyon analizleri ve temel bilesenler
analizi (PCA) ile desteklenen bir yontem sec¢imi yapilmistir. Korelasyon analizleri, 6l¢iilen
spektrumlarin birbirleriyle ne derece tutarli oldugunun kantitatif gostergesi olarak

degerlendirilmistir.

ALP i¢in tiirev derecesi arttik¢a korelasyon degerlerinde diisiis egilimi gozlenmistir. Bu
nedenle ALP i¢in normal absorpsiyon spektrumu (sifirinci derece) veya birinci derece tlirev

tercih edilmelidir.

LORA i¢in tiim i¢ecek ve formlarda genel olarak yiiksek pozitif korelasyonlar elde
edilmistir. Bu, LORA i¢in UV-Gor absorpsiyon verilerinin olduk¢a kararli ve
ayristirilabilir olduguna isaret eder. Tiirev derecesi arttik¢a hafif zayiflama olsa da 3. ve 4.

derece tiirevlerde dahi anlamli korelasyonlar korunmustur. Bu da LORA nin spektral ayirt
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ediciliginin yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu nedenle LORA igin Birinci, ikinci hatta

bazi durumlarda {i¢iincii derece tiirev spektrumlar1 da kullanilabilir.

PCA analizleriyle ornekler arasi spektral farkliliklar degerlendirilmistir. Birinci derece
tiirevler lizerinde yapilan PCA, igecek spektrumlarimi diger oOl¢limlerden basariyla
ayrrmistir. Ozellikle maden suyu drneklerinde, tiim formlarda ve tiirev derecelerinde tutarl:
sekilde yiiksek korelasyon ve PCA ayrismast gostermistir; bu da analitik ayirt
edilebilirliginin en yiiksek oldugu icecek oldugunu gdstermektedir. PCA sonuglarinda
ayrisma gosteren verilerin ¢ogunlukla igecek spektrumlart oldugu belirlenmis, bu da

gelistirilen yontemin ilag-icecek spektrumlarini ayristirmadaki basarisini gostermektedir.

Bu sistematik yaklasim, gelecekte benzer amaclarla yapilacak c¢alismalarda hangi
spektroskopik derecenin hangi matris ve madde i¢in daha uygun olacagina dair yonlendirici
nitelik tasir. Ayni zamanda, diisiik 6rnek hacmiyle yapilan analizlerde optimum giiriilti

oraninin saglanmasina katki saglar.

Sonug olarak, bu ¢alisma adli vakalarda i¢ecek kalintilarindan benzodiazepin tiirevlerinin
tespiti i¢in basit, hizli ve diisiik 6rnek miktariyla uygulanabilir bir metodoloji sunmakta;
DLLME ile 6rnek deristirmenin UV tiirev spektroskopisine entegre edilmesiyle yiiksek
duyarlilik saglanmakta; floresans spektroskopisi ise segici kosullarda destekleyici rol
iistlenmektedir. Elde edilen bulgular, yalnizca analiz bagarisini degil, ayn1 zamanda benzer

farmasotik maddeler i¢in referans model olusturma potansiyelini de ortaya koymaktadir.
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9. EKLER
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EK-Sekil 1. DLLME optimizasyon calismasi ekstraksiyon ¢oziiciisii se¢imi. Uger set

olacak sekilde 500 pl etanol+250 ul diklorometan (diklorometanl, 2 ve 3) ve 500 ul

etamol+250 pl kloroform (kloroforml, 2 ve 3) kombinasyonlar1 analiz edilmistir.
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EK-Sekil 2. DLLME optimizasyon ¢alismas: dispersif ¢dziicii secimi. Ucer set olacak

sekilde 500 ul etanol+250 pl diklorometan ve 500 pl metanol+250 ul diklorometan analiz

edilmistir.
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EK-Sekil 3. DLLME optimizasyon ¢alismas1 ekstraksiyon ¢oziiciisii hacim se¢imi. Uger
set olacak sekilde 500 pl etanol+150 pl diklorometan (150 pl diklorometanl, 2 ve 3), 500
ul etanol+250 pl diklorometan (250 pl diklorometanl, 2 ve 3) ve 500 ul etanol+350 pl

diklorometan (350 pl diklorometanl, 2 ve 3) kombinasyonlar1 analiz edilmistir.
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EK-Sekil 4. DLLME optimizasyon ¢alismasi dispersif ¢dziicii hacim se¢imi. Uger set
olacak sekilde 300 pl etanol+250 pl diklorometan (300 pl etanol, 2 ve 3), 600 pul etanol+250
ul diklorometan (600 pl etanol, 2 ve 3), ve 1000 pl etanol+250 pul diklorometan (1000 pl
etanol, 2 ve 3) kombinasyonlar1 analiz edilmistir.
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EK-Sekil 5. ALP Tablet MS spektrumu. (a) deneyde kullanilan 6rneklere ait ve (b) referans
ALP MS spektrumu.
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EK-Sekil 6. LORA Tablet MS spektrumu. (a) deneyde kullanilan 6rneklere ait ve (b)
referans LORA MS spektrumu.
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EK-Sekil 7. S1vi, damlacik ve kuru formlarda DLLME ile elde edilen ALP, Yiizeyden elde

edilen ALP, ALP tablet ve saficecek spektrumlarinin UV-Gor absorpsiyon spektrumlarinin

(a) PCA sonuglari, (b) PCA sonuglarinin kiimelenmesi.
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EK-Sekil 8. S1vi, damlacik ve kuru formlarda DLLME ile elde edilen ALP, Yiizeyden elde

edilen ALP, ALP tablet ve saf igecek spektrumlarinin UV-Gor absorpsiyon ikinci derece

tiirevlerinin (a) PCA sonuglari, (b) PCA sonuglarinin kiimelenmesi.
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EK-Sekil 9. S1vi, damlacik ve kuru formlarda DLLME ile elde edilen ALP, Yiizeyden elde
edilen ALP, ALP tablet ve saf icecek spektrumlarinin UV-Gor absorpsiyon ti¢ilincii derece

tiirevlerinin (a) PCA sonuglari, (b) PCA sonuglarinin kiimelenmesi.
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EK-Sekil 10. Sivi, damlacik ve kuru formlarda DLLME ile elde edilen ALP, Yiizeyden
elde edilen ALP, ALP tablet ve saf i¢cecek spektrumlarinin UV-Gor absorpsiyon dordiincii

derece tiirev (a) PCA sonuglari, (b) PCA sonuglarmin kiimelenmesi.
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EK-Sekil 11. Sivi, damlacik ve kuru formlarda DLLME ile elde edilen LORA, Yiizeyden
elde edilen LORA, LORA tablet ve saf igecek spektrumlarinin UV-Gor absorpsiyon
kiimelenmesi.
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EK-Sekil 12. Sivi, damlacik ve kuru formlarda DLLME ile elde edilen LORA, Yiizeyden

elde edilen LORA, LORA tablet ve saf icecek spektrumlarinin UV-Gor absorpsiyon ikinci

derece tiirevlerinin (a) PCA sonuglari, (b) PCA sonuclarinin kiimelenmesi.
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EK-Sekil 13. S1vi, damlacik ve kuru formlarda DLLME ile elde edilen LORA, Yiizeyden
elde edilen LORA, LORA tablet ve saf igecek spektrumlarinin UV-Gor absorpsiyon

liclincii derece tlirevlerinin (a) PCA sonuglari, (b) PCA sonuglarinin kiimelenmesi.
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EK-Sekil 14. S1vi, damlacik ve kuru formlarda DLLME ile elde edilen LORA, Yiizeyden
elde edilen LORA, LORA tablet ve saf icecek spektrumlarmin UV-Gor absorpsiyon

dordiincii derece tiirevlerinin (a) PCA sonuglari, (b) PCA sonuglariin kiimelenmesi.
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