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OZET

ESER DUZEYDE KAPTOPRIL TAYINi iICIN ZENGINLESTIRME
SONRASI KROMATOGRAFIK YONTEM GELISTIiRILMESI

RUKIYE KUZUCUOGLU

Yiiksek Lisans Tezi
Analitik Kimya Anabilim Dal
Damisman: Dog. Dr. Halil ibrahim ULUSOY
2020, 43+xiv sayfa

Bu tez ¢alismasinda, yiiksek tansiyon ve bazi kalp yetmezligi durumlarinda kullanilan
etkili bir anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorii olan Kaptopril’in duyarh
tayini i¢in zenginlestirme sonras1 analitik yontem gelistirilmistir. Onerilen yontemde
kaptopril molekiilleri 06ncelikle bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu (CPE) ile
zenginlestirilmis daha sonra HPLC-DAD sistemi ile tayin edilmistir. Model ¢ozeltiler
tizerinden yiiriitiilen optimizasyon ¢alismalarinda, DAD detektor kullanilarak 220 nm
dalga boyunda analizler yapilmistir. Deneysel ¢alismalarin ilk basamaginda, kaptopril
molekiilleri pH:3.0 tamponu varliginda ve sodyum siilfatla saglanan yiiksek elektrolit
ortaminda noniyonik surfaktanlar polietilen glikol 6000(PEG 6000) ve polietilen
glikol (PEG 8000)’in surfaktanca zengin fazina ¢ekilmistir. Faz ayrimi santrifiijliime
ile saglandiktan sonra asetonitril ile seyreltilen 6rnekler 0.45 um goézenekli PTFE
filtreden siiziilmiis ve viallere aktarilarak HPLC cihazina yerlestirilmistir.
Zenginlestirme igleminin tiim parametreleri tek tek optimize edilmis daha sonra tayin
sinir1, dogrusal aralik ve zenginlestirme faktorii gibi analitik 6zellikler belirlenmistir.
Optimize edilmis kosullar altinda elde edilen dogrusal aralik 50.0-800.0 ng mL™, tayin
sinirt ise 14.28 ng mL! olarak bulunmustur. Y&ntemin kesinligi 300 ng mL™* derisimli
cozeltilerle 5 tekrarli yapilan 6l¢iimlerden sonra bagil standart sapma (BSS) cinsinden

% 4.45 nin altinda olarak hesaplanmstir.

Anahtar kelimeler: Kaptopril, Polietilen Glikol, HPLC, Bulutlanma noktasi

ekstraksiyonu
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A CHROMATOGRAPHICAL METHOD AFTER
PRE-CONCENTRATION FOR DETERMINATION OF CAPTOPRIL AT
TRACE LEVELS

RUKIYE KUZUCUOGLU

Master Thesis
Department of Analytical Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Halil ibrahim ULUSOY
2020, 43+xiv pages

In this thesis, pre-concentration and determination method was developed for sensitive
determination of Captopril molecules, an effective angiotensin converting enzyme
(ACE) inhibitor used in high blood pressure and some heart failure cases. In the
proposed method, captopril molecules were firstly enriched with cloud point extraction
(CPE) and then determined by HPLC-DAD system. In the analytical validation studies
carried out on model solutions, analyzes were made at 220 nm wavelength using DAD
detector. At the beginning of the experimental studies, captopril molecules were
entrapped into the surfactant-rich phase of polyethylene glycol 6000 (PEG 6000) and
polyethylene glycol (PEG 8000) as nonionic surfactant in the presence of pH: 3.0
buffer and high electrolyte medium provided with sodium sulfate. After phase
separation by centrifugation, the diluted samples with acetonitrile were transferred to
vials and filtered through a 0.45 mm porous PTFE filter. Then, they were placed on
the HPLC system. All parameters of the enrichment process were individually
optimized and then analytical properties such as determination limit, linear range and
enrichment factor were determined by using model solutions. The linear range
obtained under optimized conditions was in the range of 50-800 ng mL™* and the limit
of detection of the method was 14.28 ng mL™. Recovery experiments were carried out
by using spiked (300 ng mL™) model solutions and the relative standard deviations
(RSD) were less than 4.45% obtained from 5 replicate measurements.

Keywords: Captopril, Polyethylene Glycol, HPLC, Cloud point extraction
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GENEL BILGILER

1.1.Kaptopril

Kaptopril, 1975 yillarinda Amerikan Squibb ila¢ firmasinda c¢alisan {i¢
aragtirmaci tarafindan kesfedilmistir. Arastirmacilar Miguel Ondetti, Bernard Rubin
ve David Cushman tarafindan gelistirilip 1977 de FDA’ya onaylatilip, 1980 yilinda ilk
kez Capoten tablet halinde tedavide kullanilmaya baslanmistir. Ayrica tedaviye giren
ilk oral anjiotensin doniisim ADE (ACE) (Anjiotensin- dondstiiriici Enzim )
inhibitoridiir[1].Fakat bobreklerimizin sentezledigi enzim olan renin, Anjiontensin
I’in yapiminda yer alir.

Anjiotensin doniistiiriicti enzimleri (ACE), kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavi yontemlerinde (kalp yetmezligi , hipertansiyon , koroner arter hastaliklar1 vb..)
aktif  olarak  kullanilmaya  baslanmistir)indikatdriin ~ etkin ~ mekanizmasi
belirlenememektedir, ancak renin anjiotesin aldosteron sistemini inhibe ederek tepki
gosterdigi tahmin edilmektedir. Renin, bobreklerimizde sentezlenen bir enzim tiirtidiir.
Kana karistiktan sonra anjiotensin I ‘in yapiminda gorev yapar. Ve anjiotensin | ADE
tarafindan anjiotensin II ye doniisiir. Anjitotensin II giiclii damarlar1 daraltmaya
yarayan bir madde olup, adrenal korteksteki aldosteron yapiminda da gorev alarak
sodyum ile s1vi retansiyon (idrarda tutunmaya, idrar yapamamaya) sebep olur.

Kaptopril ADE indikatorii inhibe ederek anjiotensin I’in anjiotensin II’ ye
cevrilmesini engelleyerek koruma altina alir. Ag1z yoluyla alinmasi nedeniyle hizli bir
sekilde emilimi gerceklesir. Kaptopril alinmasiyla birlikte yaklasik 1 saat sonra doruk
plazma seviyesine ulasmis olur. Biyolojik olarak yarilma 6émrii 2-5 saat civaridir [2].

Yar1 6mrii kisa oldugundan dolay:1 giinde sadece 2 defa kullanilabilir. Yiyeceklerde



ag1z yoluyla alindigindan dolayi biyo yaralanmalarin1 %25-30 civarinda azalttigi igin

yemeklerden yaklagik olarak 1 saat 6nce temin edilmesi istenmektedir [3].

OH

@
...../<°

HS

Sekil 1.1. Kaptopril molekiiliiniin Kimyasal yapisi

Kaproptil’in kimyasal yapist Sekil 1.1’de verilmektedir. IUPAC
adlandirmasina  goére, (S)-1-(3-merkapto-2-metil-1-oksopropil)-L-prolin(2S)-1-(3-
Merkapto-2-metilpropionil)-L-proli olarak bilinen molekiiliin kisaca D-2-Metil-3-
merkaptopropanoil-L-prolin olarak adlandirilabilmektedir[4]. Kapali formiilii kisaca
CsH1sNOs olarak verilir ve yapisinda elementel olarak % 49.75 C, % 6.96 H, % 6.45

N,% 22.9 O ve %14.76 S bulunmaktadir. Molekiil agirligi 217.29 g/mol diir [5].

1.1.1.Fizikokimyasal Ozellikleri

Kaptopril kendine 6zgii beyaz rengi ve kristalize yapisiyla toz halindedir ve kiikiirte
benzer. Suda, alkolde, kloroformda, metanol ve metil kloriir gibi yapilarda serbest
halde ¢oziilebilir. Kaptopril molekiiliiniin, pKay degeri:3.7 ve pKaz degeri:9.8 dir. logP

(oktanol-su partisyon katsayis1):0.34 ve erime noktas1:105-108°C dir [6,7,8,9].


https://www.google.com/url?sa=i&url=https://en.wikipedia.org/wiki/Captopril&psig=AOvVaw1xZAwOX7XKX90eXrDZgv0g&ust=1584655507285000&source=images&cd=vfe&ved=0CAIQjRxqFwoTCLCal4aEpegCFQAAAAAdAAAAABAD

1.1.2.Kaptopril Teshisi

Kaptopril molekiiliiniin teshisi i¢in; erime noktasi tayini, IR absorbsiyon spektrumu,
kolorimetrik analiz ve kromotografik yontemler kullanilabilir. Erime noktasi
tayininde, kuru kapiler tiipe 4-6 mm yiiksekliginde kolon olusturulacak sekilde
kaptopril koyularak erime sicakligi tayin aletine konulur. Maddede ki son
partikiilii’niin s1v1 faza gegtigi sicaklik bize erime derecesini gostermektedir. Kaptopril
erime sicakligr 105-108 °C dir [10]. Ince tabaka kromatografi ile tayin yapilabilen
kaptopril tabakay1 kaplama materyalinde Silika jel GR kullanilarak hazirlanan test
cozeltileri ve referans olan ¢ozeltiler tabakaya baski1 yapilarak stirtiklenmeye birakilir.
Siiriiklenme sonrasi da test ¢ozeltisinde lekeler olusur. Olusan bu lekeler pozisyon,

renk ve boyut olarak referans ¢ozeltideki lekelere benzememektedir[11].

1.1.3.Farmakokinetik Ozellikleri

Kaptopril agiz yoluyla alindig1 igin gastrointestinal sistemde %70 oraninda emilim
saglar ve 15 dk icerisinde kan 6l¢itimlerinde goriilebilir. Gastrointestinal sistemde besin
oldugu durumda emilim %3 azalmaktadir. Ilag viicuda alindiktan sonra 1-2 saat
igerisinde etkisini gostermekte ve dolasim esnasinda %30 lik dilimi plazma
proteinlerine baglanarak viicutta dagilim hacmi 0.7 L/kg ‘dir. Kaptopril viicudumuza
kisa silirede yayillmasina ragmen sinir sistemi ve anne siitiine gegme olanagi oldukca

diisiiktiir[12].

Emilimi saglanan dozun %95°1 idrar yoluyla disar1 atilir. Kaptoprilin kalan kismi1
disiilfit ve kaptopril-sistein disiilfit olarak viicuttan atilir. flacin etki siiresi doza bagh
olarak genellikle 2 ile 8 saat i¢in gegerlidir[13].Hipertansiyon tedavi yonteminde ilk

olarak giinde 2-3 kez 25 ‘mg verilir. Kaptopril tedavisinde ise idrar sokiicii



(ditiretikler) olarak kullanilmanin yani sira giinlilk doz ii¢ defa 50 mg’1 agmamak

gerekir[14].
1.1.4.Kaptoprilin endikasyonlari1 ve kontrendikasyonlari

Hipertansiyon baslangicinda, kalp yetmezliginde, sol ventrikiil disfonksiyonu gibi
sonuglar olabilir [15], kontredikasyonlar1 ise kaptoprile duyarli hastalarda bobrek

yetmezligi olan ayrica immun sistemi hastaliklar1 olan insanlarda kullanilirken ¢ok

dikkat edilmelidir.
1.1.5.Kaptoprilin ilag¢ etkilesimleri;

Icerisinde Nonsteroid antienflamatuvar bulunduran ilag tiirleri indometazin ve
estrojen, kaptoprilin antihipertansif etkilerini azaltarak, diiiretikler, betablokerler,
metildopa, kalsiyum antagonistleri gibi diger antihipertansif ajanlarla bir arada

kullanildiginda antihipertansif etki artisina dikkat edilmelidir.[16]

1.1.6.1lacin Tiirkiye’deki ve Diinyadaki satilan preparatlar

> Kapril 25 mg tablet (Mustafa Nevzat ilag San)

» Kaptoril 25 mg tablet ( Deva) Lopril 12,5 mg tablet (Bristol Myers Squibb)

» Lopril 25 mg tablet (Bristol Myers Squibb)[17]

» ACE- Hemmer (RAN- Almanya)

» Acenorm ( Alphapharm- Avustralya, Azupharma- Almanya)

> Capoten (Arikhin- Rusya) (Bristol Myers Squibb- Brezilya, italya, Portekiz,
Ispanya, Hollanda, Norveg, Yeni Zelanda, isveg, Ingiltere, Avustralya, Belcika,
Sili, Cek Cumhuriyeti, Danimarka, Finlandiya, Yunanistan, Hong Kong, irlanda,
Rusya, Giiney Afrika Cumbhuriyeti, Singapur, Tayland, Malezya) ( Par- ABD) (
SquibbKanada)

» Capotena (Bristol Myers Squibb- Meksika)

4



» Capotril (Neo Quimica- Brezilya)

> Capti (Genpharm- Israil)

1.2. Zenginlestirme yontemleri
Gegmisten giiniimiize matriks 6rneklerinin analizinde hassas, duyarli ve uygulanabilir
halde olmasi olduk¢a 6nemli bir hale gelmistir. Analiz etmede hassasiyeti yiiksek
cihazlar gelistirilmesine ragmen, cihazlar ¢ogu zaman matriks ortaminin analizinde
basar1 saglayamamistir. Analiz edilecek tiirlerin derisimlerinin ¢ok kii¢iik oldugu
durumlarda, e8er 6rnek matrikse bir¢ok potansiyel girisimci tiir igeriyorsa bu tiir
analizler olduk¢a zor hale gelir. Bole bir ortamda hedef tiirlerin duyarli ve dogru
analizlerini yapabilecek bir analitik yaklagim gelistirilmesi olduk¢a 6nemli ve zordur.
Bu sebeple bazi islemler yapilarak matris ortamindaki analitleri ayirarak
zenginlestirme yapilabilmelidir. Yapilacak olan bu islemler genel olarak damitma, kati

yiizeye tutunma ve ekstraksiyon seklinde olmalidir[18].

Ekstraksiyon islemlerinde genellikle sivi-sivi, kati-sivi ve katt faz yontemi
kullanilmaktadir. Zenginlestirme yoOntemlerinin amaci aslinda biiylik hacimli eser

bilesenlerin kiigiik hacme diisiiriilmesi islemidir.

Bu stire¢ zarfinda 6rnekteki ilk maddelerin bir kisminin 6rnekten ayrilmasi ve 6rnege
yabanci maddelerin eklenmesi orijinal matriksi analiz i¢in daha uygun bir sekle
doniistiriir[19]. Ayirt etme islenmeleri ¢ogu zaman, farkli iki faz olusumu ve
maddenin faz degistirmesi seklindedir. Bu iki fazlardan birinde analiz edilecek madde
diger fazda ise bozucu etkiye sahip olan madde toplanir. Fiziksel yontemlerle ayrilan
bu iki fazdan girisimci maddenin derisimi tayin edilecek maddenin verecegi analize
temelde ki tepkimelere zarar vermeyecek diizeye indirgenmis olur[20]. En yaygin
olarak kullanilan zenginlestirme yontemleri elektrolit zenginlestirme, iyon degistirme,

adsorpsiyon ile zenginlestirme, birlikte ¢oktiirme, uguculastirma ve ektraksiyondur.
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Ekstraksiyon yontemlerinin degerlendirilmesinde en énemli degiskenler;

¢ Geri kazanim
e Zenginlestirme katsayisi
e Uygulanabilirligi

e Ornek miktari gibi etkenler
Ekstraksiyon yontemleri asagidaki gibi gosterilebilir [21].

e Sivi-s1vi mikroekstraksiyonu

e Manyetik temelli kat1 faz ektraksiyonu
e Kati faz mikroekstraksiyonu

o Birlikte ¢oktiirme mikroekstraksiyonu
e Ugcurma ile zenginlestirme

o Elektrolitik zenginlestirme

e lIyon degistiriciler ile zenginlestirme

Bulutlanma noktasi ektraksiyonu

1.2.1.Kat1 faz ekstraksiyon yontemi

Kat1 faz ekstraksiyon (SPE, SPME) yontemi, matriksdeki bilesenleri ergitilmis silika
tizerine, polimerik kapl fibere ekstrakte eden basit, duyarli, sabit faz ile kapli organik
¢oziiciiden bagimsiz olan bir 6rnek hazirlama yontemidir[22]. Polimerik adsorban ile
kaplanmais ergitilmis silika SPE enjektoriiniin lizerinde apolar ve polar 6zellige sahip
olan fiber kaplamadan olugsmaktadir. SPE enjektoriine yapilacak olan analiz matriks
yerlestirilir daha sonra piston agagiya dogru itilerek fiber ignenin ucundan ¢ikmasi igin
yardimcr olunur. Analitik bilesenlerin fibere adsorbe olmasi saglandiktan sonra

ektraksiyon islemi boylelikle tamamlanmis olur ve fiber tekrar geri gekilir. Boylelikle



ornek hazirlama yontemlerine gore daha hizli, avantajli, hassas, uygulanabilirligi

kolay, ¢oziicii gereksinimine gerek duyulmayan bir yontemdir.

1.2.2.S1v1-Sivi Ekstraksiyonu ile Zenginlestirme

Gerekli sartlara sahip olan ¢0ziicli igerisinde ¢Oziinmesi saglanan kimyasal
maddelerin bagka bir siv1 faz igerisine aktarilmasidir. Olduk¢a hizli ve kolay oldugu
icin ¢ok tercih edilen bir yontemdir. Yéntemi iki farkli sekilde uygulayabiliriz. Tk
yontemde ana bilesen organik faza alinirken eser tiirler sulu fazda kalir. ikinci yontem
olarak ise eser tiirler selatlar1 ve ya iyon ¢ifti kompleksleri halinde organik faza alinir.

Genel olarak ikinci yontem tercih edilir [23].

1.2.3. Iyon Degistirme Yontemi

Bu yontem ile suda ¢oziinmeyen kat1 bir maddenin yapisinda bulunan iyonlari, temasta
bulundugu ¢ozelti i¢indeki ayni cins yiiklii (pozitif iyonlarin pozitifle, negatif iyonlarin
negatifle) baska iyonlarla denge degistirmesidir. Boylelikle kullanilan kat1 maddeler
¢ozelti ortamin da ¢6ziilmeye yatk indir. Ayrica bu maddeler dogal, yapay, organik ve

inorganik olabilirler.
Inorganik olanlar; Killer ve zeolitlerdir.
Organik olanlar; recinelerdir (Polimerik bilesikler).

1.2.4. Birlikte ¢oktiirme mikro-ekstraksiyonu

Bu yontemde temel amag, organik ve inorganik yapil tiirlerin yiizey alani oldukga
biiylik bir ¢okelek olusturup, olusan bu ¢okelek iizerine hedef tiiriin tutunmasina

olanak saglamaktir. inorganik ¢okelek olarak genellikle selat kompleksleri kullanilir

[24].



Ornek olarak hazirlanan ¢dzeltiye siizme ve santrifiijle kolayca ayrilabilir miktarda
cokelek olugmasini saglayacak sekilde ¢oktiiriicli reaktiften eklenmelidir. Coktiirticii
reaktifimizin suda zor ¢dzilinen apolar tiir metal selatlar1 olusturan organik yapiya sahip

coktiiriiciiler kullanilmalidir[25].
Bu amacla kullanilacak ideal bir ¢okelekte aranan 6zellikler;

* Cokelegin ¢ozeltiden kolay ayrilmasi,
 Hedef tiirlerin kolay ayrilmasi ve tutunmanin se¢imli olmasi,

* Coziiniirlik ¢carpiminin kiigiik olmasi

1.2.5. Manyetik temelli kat1 faz ektraksiyonu (MSPE)

Son zamanlarda manyetik yapiya sahip adsorban madde kullanimina dayali olarak kati
faz ekstraksiyon yoOntemine baglanmistir.1973 yilinda Robinson ve arkadaglari
tarafindan kesfedilmistir.(MSPE) Safarikova ve Safarik tarafindan 1999 yilinda

Analitik 6lgtimlerde de kullanilmaya baslanmistir[26].

Cozeltimizin icerisinde manyetik partikiil bulunan ve genellikle Fe3Os ve tiirevlerini
icermektedir. Ortamda ki uygun bulunan fonksiyonel gruplar polimerizasyon ile
hareketsiz hale getirilerek analitler manyetik partikiillerin yilizeyine adsorbe edilir. Son
olarak manyetik alan (miknatis)ile sulu ¢ozeltiden ayrilir. Eger matriks ¢ozeltimiz
birden fazla ise yontem tercih edilmemelidir. Kat1 faz ektraksiyona gore manyetik
partikiiller’in uygulanmasi daha kolay ve basittir. Manyetik temelli kati faz
ektraksiyonunda dolgu maddesine ve doldurulan bir kolona ihtiya¢ bulunmamaktadir.
Matriks ¢ozeltinin igerisinde bulunan hedef analit ile diger bilesenlerin ayrimi harig,
manyetik alan yani miknatis ile uygulanabilirligi hizli ve kolay bir sekilde
uygulanmaktadir. Manyetik alan kullanimi ile madde yiizeyinde adsorbe edilen

analitlerin ayrilmasi kolaylasir, organik c¢oziiciilerin kullanimi azaltilip, toksit ve



tehlikeli atiklarin olusumu minimum seviyeye getirilebilir[27]. Manyetik kat1 faz

ekstraksiyonun uygulanist Sekil 1.2°de goriilmektedir.

Sekill.2. Manyetik kat1 faz ekstraksiyon yontemi[ 28]

1.2.6. Bulutlanma noktas1 mikroekstraksiyonu (CPE)

Hiroto Watanabe ve arkadaglar1 tarafindan 1976 yilinda kesfedilmistir. Ve boylelikle
analitik kimyacilar tarafindan ¢okca kullanilmaya baglanmigstir. Son yillarda en ¢ok
metal iyonlarinin zenginlestirmesi ve matriksten ayrilmasi amaciyla kullanilarak,

2000’11 yillardan sonra hizla gelismeye baslamistir[29].

Bu yontem mikroekstraksiyonu noniyonik surfaktanin sicaklik artisina bagli olarak
¢Oziiniirliiglinii kaybederek bulutlanmasidir. Bulutlanma sicakliginda olusan fazin
ayriminda, ortamda yer alan organik yapilar surfaktanca zengin olan fazin igerisinde
kararli hale gelirler. Faz ayriminda surfaktanca zengin miktarda olan hedef tiir-ligand
kompleksi ile birlikte ayrilirlar. Temel olarak ayrilmasi gereken analitin ortamdaki
organik karakterli yapilari surfaktanca fazla faz igerisinde kararli hale gelmektedir. Faz
ayrimi1 gerceklestiginde surfaktanca fazla olan faz hedef tiir-ligand kompleksi ile

birlikte ayrilir.



Temel amag¢ ortamdan ayrilmasi beklenen analitin ortamda ki sulu ¢ozeltisinde
hidrofobik molekiillerinin olusmasindan sonra yiizey aktif maddelerin hidrofilik (suyu
seven) ve hidrofobik(suyu sevmeyen yapilarin u¢ 6zelliklerini kullanarak miseller
olusturmasidir. Bulutlanma sicaklig1 olarak adlandirilan sicakliga kadar 1sitildiginda
bulaniklagmast ile ortaya ¢ikan iki ayri fazdan biri surfaktan bakimindan zengin olup,
diger fazin ise hacimce daha fazla olan suludur. Olusan fazlarin daha kolay ayrilmasi

i¢in santriflij uygulanarak birkag¢ dakika buz banyosunda bekletilmelidir[30].

Sulu faz bir enjektdor yardimiyla ayrilarak surfaktan bakindan zengin olan fazimiz
uygun bir ¢oziicii yardimi ile seyreltilerek uygun duruma getirilir ve cihazda okumaya

birakalir.

Bulutlanma noktasi ektraksiyonun belirgin 6zellikleri; basit, cevreci bir yontem olusu,
yiiksek zenginlestirme faktorii, bir¢ok tayin yontemine uyumlu olmasi, diisiik maliyet
sahip olmasi gibi siralama yapilabilir. Ortamda bulunan surfaktanlar iki ana kisimda
olusmaktadir. Hidrofilik bas kism1 ve hidrofobik u¢ kism1 olmak tizere iki ‘ye ayrilir.
Ampfilik 6zellige sahip olmasindan dolay1 su ve organik ¢oziiciilerde ¢6ziinebilir.
Polar uglar1 hidrojen bagi yaparak, apolar uglari ise hidrokarbon zincirlerini
olusturmaktadirlar. Surfaktanlar sulu ¢cozeltilerinde polar kismi1 disarda ve hidrokarbon
kuyruk kismi igerde kalacak sekilde misel adi verilen kiiresel yapilar olusmaktadir.
Olusan bu yapilar kiiresel, silindirik, ¢ift tabakal1 ve elipsoidik sekillere sahip olabilir.
Genel olarak misellerin yapilari; surfaktan molekiiliiniin geometrisine, derisimine,
sicaklina, ph ve iyonik siddet gibi kosullara baglidir. Ortamda bulunan surfaktanlar iki
ana kisimda olusmaktadir. Hidrofilik bas kismi ve hidrofobik u¢ kismi olmak tizere iKi
‘ye ayrilir. Amfilik 6zellige sahip olmasindan dolayr su ve organik ¢oziiciilerde
¢Ozlinebilir. Polar uglar1 hidrojen bagi yaparak, apolar uglari ise hidrokarbon

zincirlerini olusturmaktadirlar. Surfaktanlar sulu ¢6zeltilerinde polar kismi disarda ve
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hidrokarbon kuyruk kismi icerde kalacak sekilde misel adi verilen kiiresel yapilar
olugsmaktadir. Olusan bu yapilar kiiresel, silindirik, ¢ift tabakali ve elipsoidik sekillere
sahip olabilir.

Genel olarak misellerin yapilari; surfaktan molekiiliiniin geometrisine, derisimine,

sicaklina, ph ve iyonik siddet gibi kosullara baglidir.

H{&ofobik Kuyruk l +~ Hidrofilik Bas Kisim
(nonposar) ‘ polar) '

Sulu Cozelti

Sekil.1.3. Misel olusumun gdsterimi

[

Hydrophobic ﬂ polar head
amphiphlic group

&P K

Sekil 1.4. Farkli yapida olugsan miseller[31]

1.2.6.1.CPE yonteminin uygulamsi

CPE ekstraksiyonu hormonlarin, enzimlerin, proteinlerin ayrilmasi, organik

Kirleticilerin ve metallerin  zenginlestirilmesi ayrica tayin yoOntemi igin
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uygulanmaktadir[32]. Noniyonik surfaktan ¢ozeltisine bulutlanma noktasi (BN) kritik
sicakligin lizerine 1sitilma yapildiginda ¢ozelti iki faz ayrilir.

Ayrilan fazlardan birinin hacmi kiigiik surfaktanca zengin faz, ikinci faz ise surfaktan
derigiminin kritik misel degisimine esit oldugu biiyiik hacimlerde sulu fazdir. Ayirma
asamasinda surfaktanlar misellerinin bulutlanma noktas1 olarak tanimlanan sicakliga
kadar 1sitildiginda ¢6zeltinin bulaniklasmasidir[33]. Organik bilesikler ile hidrofobik
ligandlar bir araya gelerek metal iyonlar1 misellerin hidrofobik kisimlari ile etkilesir.
Boylelikle bulutlanma noktas1 hidrofobik yapiya sahip metal-ligant bilesigin kii¢iik
hacimdeki surfaktanca zengin fazda toplanir. Yapilan biitiin islemler her ne kadar sivi-
s1vi ektraksiyon islemine benzesede tek fark, organik fazin homojen bir ¢6zeltinin daha
sonrada heterojen bir karisima gevrilmesiyle sulu fazin iginde tiretilmesidir[34].
Bulutlanma noktas1 ektraksiyonunda verimi artirmak olusacak baglara baglhdir.
Olusan bag kuvvetli ise ortamda ki surfaktanca zengin faz igerisine alinan madde
miktarinin artmasiyla verimde de artma gergeklesir. Oziitleme verimi ayrica eklenen
tuz miktarina, tiriine, bulundugu ortamin sicakligina, komplekslestirici tiiriine,
ortamin pH’1na ve eklenen bilesenlere gore degisiklik saglamaktadir. Iislemimizin kisa

stirede gerceklesmesi i¢in santrifiij edilmelidir.

1.2.6.2. CPE’nin deneysel asamalar

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu, kritik misel derisiminin tistiindeki non-iyonik bir
surfaktan ¢ozeltisinin belli bir sicakliga kadar 1sitildiginda 6nce ¢ézeltinin bulanmasi,
sonra iki farkli faza ayrilmasiyla gerceklesir. Bu faz ayrilmasi anyonik surfaktanlarda
ise yiiksek asidik derisimlerde olur[35]. Ekstraksiyon isleminin ilk evreleri ya hedef
tiirlerini organik yapilaria bagh olarak dogrudan ya da uygun bir reaktif ile tercihen
hidrofobik kompleksleri olusturularak surfaktan faza ge¢isi saglanilir. Molekiillerin

yiiksek verimde hidrofobik faza gecebilmesi i¢in ortamin pH ‘inin kontrol edilmesi
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gerekir. Olusan kompleks sonucu ortama surfaktan eklenir. Eger gerekiyorsa ortama
ikinci bir surfaktan ve faz ayrimi igin gerekli olan elektrolit eklenebilir. Daha sonra ki
asamada kullanilan su banyosu 6rneklerin sicakligi bulutlanma noktasi sicakligina
yiikseltilir. Bulutlanma gergeklestikten sonra santrifiij yardimiyla faz ayrimi

yapilir[36]. Yontemin uygulanist Sekil 1.5 de goriilmektedir.

| Uygun bir
gOzucuyle SRP
Surfal
Surtaxton CPE sicakhdindal n
1 eklenmes: — \srtma Faz ayrimu seyreltiimesi
..
.'.c.\.
F P
o | Sontrifyjleme |
Wt e) \ * v' t f
- y / \ /
! .I "- ] \ - ./
- *‘ \ ::"
vy "
\ L

Suly ¢Ozeltide Bulutionmug cozelti Surfoktanca zengin faz
analit turler:

Filtre edilen
tOrneklerin HPLC

viallerine aktariimasi
HPLC DAD analizy \
a ' / HPLC ye &y
~ m— p

o
HPLC Kolonu

Sekil.1.5. CPE isleminin sematik gosterim
1.2.6.3.CPE yonteminin avantajlari

» Yontemin uygulandigi calismalarda yiikksek verim elde edilmesini
saglamaktadir.

» Yiizey aktif maddelerin biyolojik, gida ve gevresel Orneklere kolaylikla
uygulanabilmesi,

Maliyetinin diisiik olmasi,

Cevre dostu olmasi.

Yontem uygulanirken harcanan zamanin goreceli olarak az olmasidir,

YV V VYV V

Islemin uygulanisi basittir
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1.2.6.4.CPE yonteminin dezavantajlari

» Yapilacak olan c¢alismada en uygun sartlar, genis, kapsamli bir arastirma
yapilmadan deneye devam edilirse, istedigimiz sonug elde edilmeyebilir. Cilinkii
CPE birgok parametreye bagli olarak gergeklesen ¢ok duyarli bir yontemdir.

» Calisma esnasinda santrifiij isleminde sicaklik degerlerinde diisme olmakta ve
ekstraksiyon veriminde azalma gozlenebilmektedir.

» Verim kaybinin engellemek icin bulutlanma noktasi sicakligi diisiik olan
surfaktan secilmesi gerekir.

» CPE ekstraksiyonu metodunda faz ayiriminin ardindan viskozitesi yiiksek olan
yiizey aktif maddece zengin fazin 6l¢iimii baska bir sorun olusturmaktadir. Bu
sorun degisik ¢oziicii sistemleri ile ya da mikro dalga ¢6ziicii sistemleri ile ¢oziime

kavusturulmaktadir[38].

1.3.Kromotografik Ayirma Yontemleri
Kromatografi, Ornek icerisinde ki maddelerin, hareketli, sabit iki faz arasinda
yayilimlarina bagli olarak, farkli zaman diliminde ortami terk etmeleri esasina dayanan

kalitatif ve kantitatif analiz yapilmasini saglayan yontemlerin bir biitiintidiir[39].

1.3.1 Kromatografide Kullamilan Baz1 Kavramlar

Sabit(Durgun faz, durgun faz, stasyoner faz): Mobil(hareketli) faz icerisine

gelen Ornege ait bilesenlerin etkilesmesi ve belirli bir zaman alikonduklari fazdir.

Hareketli faz(siiriikleyici faz, mobil faz ) :Sabit fazin arasindan ve iizerinden
geciyorsa bu faza hareketli faz denir Hareketli fazda daima ‘sivi” veya gazdan

olusmaktadir.
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Dagilma sabitleri: Kolonlarin farkli tlirleri ayirma giicii, tiirlerin kolon igerisinde
hareketi ve hizlarinin oranma baghdir. Ornek bilesenler kolondan gectiginde sabit ve
hareketli faz arasinda dagilma farkli oranlardadir. Her bir bilesenlerin kolon igerisinde

sabit ve hareketli faz arasindaki dengeyi meydana getirir.

Ahkonma zamani: Hareketli fazdan gelen, o6rnek bilesenlerin sabit faz ile
etkilesime girerek belirli oranda yavaslatilmasiyla, sabit faz igerisinde tutulmasini
saglamak, sabit faz1 daha uzun siirede terk etmesidir. Alikonma zamanina gore tayin
yapilir.

Alikonma Faktorii: Sabit fazda ki madde miktarinin mobil fazda ki madde
miktarina oranlanmasidir. ’k’ ile gosterilir.

Bant Genisligi: Kromatogramdaki her bandin biri bir bilesene aittir. Bu bantlar
cogunlukla iiggen ve simetrik goriiniime sahiptir. Uggen bant zemin ¢izgisi iizerinde
ki taban uzunlugu bant genisligini ifade ederken, bu genislik mobil faz icerisinde
ki(hareketli faz )bilesenin detektore girdigi an ve detektorden ¢iktigr an arasinda ki
zaman farkidir.

Eliisyon: Kolon icerisinden siirekli taze ¢6ziicii gegirilmesi ve drnek bilesenlerin
sabit faz lizerinde yikanarak taginmalari islemidir.

Eliient: Eliisyon amaci ile kullanilan ve hareketli fazi olusturan taze ¢oziiciiye

denir.

1.3.2. Kromatografinin Siniflandirilmasi

Gilinlimiizde onlarca temel kromatografik yontemlere nazaran hemen her giin yeni bir
katilimlarla Kromatografik yontemlerin sayist artmigtir. Her ne kadar farkh
yontemlerde olsa kromatografi kisacasi, sabit ve hareketli fazlarin arasinda ki yaris
olarak Ozetlenebilir. Sonug¢ olarak var olan bu yarista sabit faza konulan karigim

tizerinden hareketli(mobil)faza ge¢isi yapilirken iki faz ile farkli sekil, miktar, fiziksel
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ve kimyasal etkilesimlere girerler. Boylelikle karisimdaki bilesenler, hareketli(mobil)
faz tarafindan siiriiklenerek, diger bir yandan sabit faz tarafindan tutulmaya ¢alisir. Bu
sekilde karisimdaki bilesenler sabit faz farkli siirelerde terk ederek birbirinden ayrilmis
olurlar[40].
Kromatografinin siniflandirilmasini ¢esitli sekilde olabilir. Bu siniflandirmalar;

a)Kromatografik ortamin fiziksel sekline gore,

b) Ornegin kromatografik ortama verilis bigimine gore,

c¢) Kromatografik ayirma mekanizmasina gore,

d) iki fazin polarlik durumlarina gére,

e) iki fazin fiziksel haline gére, yapilabilir. Bu smiflandirmaya temel teskil bir

diyagram Sekil 1.6’da verilmektedir [41].
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KROMATOCAAF KHIMETOGARF
£ i
Gid s EL::F“LW AT TAAEA EAcT TLTETHE
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g g ki g g i
NN GO MG | e BOWTAIR DA
OICRATOERE | ERCMATDERM | EACRATOGKA :ﬁl:rl1 OICRATOGRE | ERCRAATOGRM
s i i TR i
i
AR EATHON S| VB
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Sekil.1.6. Kromatografik Yontemlerin Siniflandiriimasi
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1.4.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisi (HPLC)

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) cogu alandaki analizlerde
ayirmada tercih edilen yontemdir. HPLC ile analiz edilecek madde miktari nano gram
hatta piko seviyelerine kadar degisebilir. Yontem ugucu bilesikler ve tiirevleri, basit
bir filtreleme sonrasinda sulu 6rnekler dogrudan analiz edilir. Genel olarak termal
kararlilig1 diistik bilesiklere uygulanmaktadir[42].

HPLC metodunun uygulamalar1 genel olarak, fizyolojik 6rneklerdeki amino asitler,
farmosotik dozaj seklindeki ilaglar, sentetik yan tdriinler veya bozulma iriinleri
diizeylerinin dlgiilmesi, karigimdaki bilesenlerin saflastirilmasi, polimerlerin ayrilmasi
ve molekiil agirliklarinin tayinleridir[43].

HPLC kromatografisi genel olarak birbirini destekleyen ve tamamlayan ayirma

metotlarini igerir. Bu metotlar;

o Dagilma (stvi-s1vi) kromatografi

o Iyon degistirme kromatografi

o Boyut eleme (jel filrasyon) kromatografi
. Adsorpsiyon (s1vi-kati1) kromatografisidir.

1.4.1.2. HPLC cihaz

Sivi kromatografi sisteminde ki tanecik boyutlar1 2-10 pm bulunan dolgu maddeleri
ile doldurulmus olan kolonlarda uygun sivi akis hizlar1 elde etmek i¢in ¢ok fazla
basinca ve bunu saglayabilecek pompaya ihtiyag vardir. Yiiksek basing uygulanmasini
saglayan pompa sistemleri diger ekipmanlara gore pahali ve karmasik bir yaya

sahiptir[44]. HPLC cihazinin temel kisimlar1 Sekil 1.7°de verilmektedir.
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Sekil.1.7.HPLC Cihazinin Temel Boliimleri [45]

Hareketli faz bolmeleri; miimkiin oldugu kadar etkin hizli bir sekilde karigimi ayirmak
icin, hareketli faz kendine uygun sabit bir fazla etkilesime girmelidir. Hareketli faz
segilirken bazi kriterlere gére on ¢alismalar yapilir. Bunlar; UV gegirgenlik, kirilma
indisi, kaynama noktasi, saflik, 6rnek ¢ozelti bilesenlerine karsi inertlik, korozyon
direnci, viskozite, toksisite ve maliyettir. Tercihnen mobil faz dedektor aktif
olmamalidir. Aksi takdirde istenmeyen zemin etkileri, ekstra pikler kromatogram da
gozlemlenebilir[46].

Pompa Sistemleri, pompalarda bulunmasini istenilen en 6nemli 6zellik kararli akig
hizidir. HPLC sistemindeki pompalar; hareketli fazi olusturan ¢oziicii karigimlarinin
kolon ve dedektdr icerisinden sabit ve degisen hizlarda, belirli basing altinda gegisini
saglamaktir. HPLC de ti¢ tip pompa kullanilmaktadir. Bunlar; pistonlu pompalar,
siringa tipi pompalar ve sabit basingli pompalardir[47].

Numune Enjeksiyon Sistemleri; en yaygim kullanilan yontem numunenin kolona lup

ile enjeksiyon edilmesidir. Sivi kromatografi cihazlari genel olarak 5 -500 ul’lik
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numune enjeksiyonuna uygun olarak tiretilmektedir. Kullanilan s1vi kromatografisinde
dedektor’iin  hassasiyeti, kolon kapasitesi, kromatografi cihazimnin tiirti(yliksek
perfotmansli- ultra performansli sivi kromatografi) , ¢oziiciiniin numuneye ait pik sekli
tizerindeki etkisi gibi ¢ok fazla etkenler, numune enjeksiyon hacminin belirlenmesinde
dikkat edilmesi gereken yerlerdir[48].
Kolonlar, HPLC ‘nin sisteminin ayrilma mekanizmasini olusturan en 6nemli husustur.
Kolonda gergeklesen ayirma dolgu maddesinin verimliligini etkileyen degiskenler ise
kolon dolgu maddesinin fiziksel 6zellikler, par¢acik boyutu ve kolon uzunlugudur[49]
Dedektorler,  Sivi kromatografi dedektorleri iki sekli vardir. Yigin ozelligi
dedektorleri, hareketli fazin kirma indisi, dielektrik sabiti veya yogunlugu gibi, analit
tarafindan degistirilen yigin 6zelliklerine yanit veren detektorlerdir. Analit 6zelligi
dedektorleri ise analitin UV absorbansi, floresans siddeti veya difiizyon akimi gibi
hareketli fazin sahip olmadigi1 bazi 6zelliklerine yanit veren detektorlerdir.
HPLC’de en sik kullanilan dedektérler sunlardir:

» Kiitle spektroskopisi dedektorleri

* Floresans dedektorleri

* Kirilma indisi dedektorleri

* Elektrokimyasal dedektdrleri

« Tletkenlik dedektorleri
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MATERYAL VE YONTEM

2.1.Kullanilan Reaktifler
Yapilan deneysel calismalar sirasinda kullanilan reaktiflerin hepsi analitik saflikta
olup Merck ve Sigma firmalarindan satin alinmistir ayrica kullanilan ¢ozeltilerin hepsi
MES Milipure DeskUp cihazindan elde edilen ve iletkenligi 5 pS/cm nin altinda olan
ultra saf su ile hazirlanmistir.

e pH 2.0-10.0 Britton Robinson (BR) Tamponu: 2.470 g borik asit, 2.700 mL
fosforik asit ve 2.300 mL asetik asit karistirilip su ile ¢oziildiikten sonra toplam hacim
bir litreye tamamlanmis ve 0.200M NaOH kullanilarak istenilen pH’a ayarlanmustir.
e 9020 (a/h) lik PEG6000 (Poli etilen glikol) Cozeltisi: Yiiksek safliktaki
kimyasaldan 20.0 g tartilarak ¢oziildiikten sonra su ile 100 mL’ye tamamlandi ve
karanlik ortamda saklandi.

e %20 (a/h) lik PEG8000 (Poli etilen glikol) Cozeltisi: Yiiksek safliktaki
kimyasaldan 20.0 g tartilarak ¢oziildiikten sonra su ile 100 mL’ye tamamlandi ve
karanlik ortamda saklandi.

e 9% 20 (a/h) lik Na2SOa4 stok Cozeltisi: Analitik safliktaki sodyum siilfattan 50 g
tartilarak beherde bir miktar su yardimiyla 1sitarak ¢oziiliip daha sonra balon jojeye
alinarak ve saf su ile hacmi 250.00 mL’ye tamamlandi.

e %50’lik Metil alkol Stok Cozeltisi: Meziir yardimi ile 50 ml metil alkol ve 50 ml
saf sudan alinir ve cam siseye aktarilir.

e 1000 ppm 100 ml Kaptopril: 50 mg Kaptopril tartilip {izerine 50 ml metil alkol
eklenerek ¢oziinme islemi tamamlandi.

o Sentetik Idrar Cézeltisi: 6.25 g iire, 0.27 g CaCl,.2H,0, 0.25 g NH;Cl, 0.4 g
KCI, 0.35 g Na,SO, , 0.35 g KH,PO, , 0.73 g NaCl tartilarak bir miktar distile suda
¢Oziiliip hacmi balon jojede 250 mL ‘ye tamamlandi. Daha sonra ¢6zeltinin pH’1 0.1

M HCI ve NaOH ¢ozeltileriyle pH’1 6 * ya ayarlandi ve amber renkli siseye aktarildi.
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2.2. Kullanilan Cihazlar
Biitiin Kromatografik Ol¢timlerde Shimadzu (Prominence) HPLC (Kyoto, Japan)
cihaz1 kullanilmistir. Kullanilan HPLC cihazi; LC 20 AD kuaterner pompa, SPD-M20
A PDA dedektor, DGU-20A vakum gaz giderici ve CTO10 AS VP kolon firini
donanimlarina sahiptir ve yapilan biitiin ayirma ve tayinler ters faz C18 kolonu (Inertsil
ODS-3, 250 mm X 4,6 mm, 5 um) lizerinden, kromotogramlarin degerlendirmesi ise
LC Solution 2,0 yazilimi iizerinde gergeklesmistir.
e pH metre (Mettler Toledo S220-K Seven Compact, UK)
e Santrifiij (Universal-320, Hettich Centrifuges, DJB Labcare Ltd. Newport Pagnell,
Buckinghamshire, England).
e Vorteks (Jeotech, Korea)
e Ultrasonik Su Banyosu (Kudos, China)

e Sicak Su Banyosu (Mikrotest, Turkiye)

2. 3. Kaptopril icin Dogrudan Tayin Kosullar
Zenginlestirme deneyleri ncesinde HPLC cihazi tizerinden hazirlanan standart
cozeltiler kullanilarak dogrudan tayin kosullar1 optimize edildi. Luna OMEGA C-18
kolonu kullanilarak yiiriitiicii faz bilesimini belirlemek iizere, etanol, metanol, ¢esitli
pH larda tampon ¢ozeltiler ve asetonitril gibi organik eluentler ile hem izokratik hem
de gradient modda analizler yapildi. Yapilan deneyler sonucunda en ideal yiirlitme
kosulu % 70 lik metil alkol ¢dzeltisinin pH sinin %10’luk H3POg ile pH 3 ayarlanmasi

ile olusan ¢ozelti ile elde edildi.
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Cizelge 2.1 HPLC ¢alisma kosullar

Parametre Deger

HPLC Modu [zokratik

Eluent % 70 Metil Alkol pH’13. 0’e ayarlanmis
Eluent Akis Hiz1 1 mL/dk

Yiiriitme Siiresi 15 dk

Kolon C18- Luna Omega (250 mmx4.6 5.0 um)
Kolon Sicaklig 30°C

Enjeksiyon Hacmi 10 uL

Sistem Basinci (yaklagik) 120 bar

Yapilan deneyler sonucunda elde edilen ideal HPLC ¢alisma kosullar1 Cizelge 2.1 de
verilmistir. Stok Kaptopril standart ¢ozeltisi kullanilarak 1-2-5-10 ve 20 ppm
kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi ve optimize edilmis kosullarda her bir standartin 3
tekrarl olacak sekilde pik alanlar1 okutuldu. Bu islem sirasinda artan standart derisimi

ile orantili pik alan1 artigin1 gosteren kromatogram Sekil 2.1°de verilmistir.

30004 f |Cuptnpr-il, 4.41 min.‘ CPE Oncesi

20004

l'D'D'D'% &
.0 R

—
0.0 2.5

10.0 12.5 min

Sekil 2.1. Kaptopril igin CPE 6ncesi elde edilen kromatogram

22



mAU (x10)
4.554.41/ 1.00

=2

|

4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0

0.5

381
460
488
685

0.0

-0.5

L I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
200 300 400 500 600 700 nm

Sekil 2.2. Kaptopril igin DAD dedektorde elde edilen UV-VIS Spektrumu

Kromatogramda goriilen pikin kaptoprile ait oldugunun dogrulanmasi i¢in,
literatiir verileri ve DAD dedektor tizerinden alinan bu pike ait UV-VIS spektrum
kiyaslandi. Sekil 2.2°de goriildiigii gibi spektrumda kaptopril tiiriiniin maksimum
sogurum dalga boyu 199 nm’de olarak goriilse de, HPLC cihazindaki tayinler girisimci
tiirlerden daha az etkilenmek ve daha diizgiin bir zemin sinyali elde etmek adina 220

nm de yapilmustir.

Hazirlanan kalibrasyon standartlar1 ile derise karsi pik alani dikkate alinarak
olusturulan kalibrasyon egrisi Sekil 2.3 deki gibidir. Ayrica bu deneylerden elde edilen

kalibrasyon verileri Cizelge 2.2.’de verilmistir.
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Sekil 2.3. Dogrudan tayin i¢in kalibrasyon grafigi

Cizelge 2.2 HPLC ile dogrudan tayin sonuglari

Parametre Kaptopril
Alikonma Siiresi, dk 441

Maksimum Sogurum A’lar1 220 nm
Kalibrasyon Araligi 1.0-20.0 pg mL*?
Tayin Siirlari 0.32 pgmL?

% BSS 4.72

R? 0.9986

Tekrar sayisi 3

2.4 Onerilen Yontem
Eser diizeydeki kaptopril molekiillerinin CPE yontemi ile zenginlestirilmesini
Oongoren deneysel islemlerde, kullanilan surfaktanlarin tiirli ve miktari, elektrolit etkisi,
pH, sicaklik, surfaktanca zengin faz icin uygun ¢oziicli se¢imi gibi deneysel
degiskenlerin hepsi tek tek calisilmis ve optimize edilmistir. Bu islemin sonunda
Onerilen yontemde; 1.0 mL kaptopril iceren model ¢ozelti lizerine, pH 3.00 BR
tamponundan 2 mL, non iyonik surfaktanlar PEG6000 veya PEG 8000’in % 20’lik
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cozeltilerinden 1.0 mL, ve son olarak % 20 lik sodyum siilfat ¢dzeltisinden 10.0 mL
eklenmis ve falkon tiipiiniin hacmi 15.0 mL ye tamamlanmistir. Daha sonra 50 C’ye
getirilmis su banyosunda 20 dk bekletilen 6rnekler, bulanik ¢6zelti olusumundan sonra
4000 rpm de 5 dk santrifujlenmis ve bu sayede surfaktanca zengin faz (SRP)
ayrilmigtir. Bu islemin sonunda yogunlugu daha az olan surfaktanca zengin faz tiipiin
iist kisminda toplanmig, alt kisimda yer alan sulu faz ise bir enjektér yardimiyla
kolayca ortamdan c¢ekilmistir. Sulu faz ayrildiktan sonra SRP {iizerine 400 ACN
eklenerek seyreltilmis ve 0.45 um lik enjektor ucu filtre ile stiziilerek HPLC viallerine
aktarilmistir. Zenginlestirilmis 6rneklerin kaptopril igerikleri HPLC cihazi ile tayin

edildi.
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DENEYSEL CALISMALAR ve TARTISMA

3.1 Deneysel Calismalarin Temel Yaklasim
Onerilen tez c¢alismasi ile gercek orneklerde eser diizeyde bulunan ve hem
miktarlarinin azlig1 hem de matriks bilesenlerin etkisiyle dogrudan tayini zor olan bir
antihipertansif ilag tiirii olan kaptopril molekiiliiniin duyarli tayini i¢in, bulutlanma
noktas1 ekstraksiyonu temelli bir zenginlestirme islemini takiben HPLC-DAD sistemi
analiz igeren bir analitik yontem gelistirilmistir. CPE deneylerinde hedef
molekiillerinin  zenginlestirildikleri ortam c¢ogunlukla noniyonik bir surfaktan
varliginda olusan misellerdir. Misel olusumu i¢in hem surfaktan derisimi hem de
¢ozelti sicaklig1 yeterli bir seviyede olmalidir. Non iyonik surfaktanlarin pek ¢ogu ile
on denemeler yapildi ancak, ¢ogunda belirgin faz ayrimi gézlense bile HPLC sistemi
tizerinden yapilacak tayinlerde net kromatogramlar gézlenemedi. Ciinkii pek ¢ok
noniyonik surfaktan UV bolgede giiclii absorbans sinyaline sahiptir. Yapilan 6n
denemelerde sadece polietilen glikol serisi iki surfaktan olan PEG 6000 ve PEG 8000
ile olumlu sinyaller alindigi go6zlendiginden c¢alismalara her iki surfaktan ile

karsilastirmali olarak devam edildi ve optimizasyonlar her ikisi i¢in de tekrar edildi.

3. 2. Bulutlanma Noktas1 Ekstraksiyonu Yontemi

3. 2. 1. pH etkisi

CPE deneyi lizerine etki eden temel faktorlerden biri ortamin pH degeridir. Ciinkii
hedef molekiillerin ortamdaki formlari, surfaktan molekiillerinin olusturduklari
misellerin yapilar1 ve ortamdaki diger biitiin dengeler pH dan etkilenir. Gelistirilen
yonteme pH etkisi gérmek i¢in 300 ng mL™? analit igeren model ¢dzeltiler yardimiyla
pH s1degisen bir seri ¢ozelti hazirlandi. BR tampon serisi ile pH 2-10 arasinda hazirlan

cozeltiler CPE islemine tabi tutuldu ve zenginlestirme sonrasi her birinin optimize
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edilmis HPLC kosullarinda pik alanlar1 kaydedildi. Sekil 3.1 de goriildigi gibi
calisilan her iki noniyonik surfaktan tiirii icin de pH 3.0 ortaminda daha iyi sonuglar

elde edilmistir. Bu nedenle sonraki deneyler pH 3.0 de siirdiiriildii.

40000

—A— PEG-8000
-0+ PEG-6000

35000 +

30000 +

25000 -

Pik Alani

20000 +

15000 -

10000

Sekil 3.1. Onerilen yontem iizerine pH etkisi

[Deneysel kosullar: 15 mL final hacimde, 2.00 mL BR tamponu, 300 uL 50 ppm
Kaptopril, 1 mL % 20’lik PEG-6000 veya PEG-8000, 8 mL %20’lik Na2SO4]
3. 2. 2. Noniyonik surfaktan derisiminin etkisi

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu performansini etkileyen en Onemli
degiskenlerden biri kullanilacak surfaktanlarin tiirii ve miktaridir. Zenginlestirme
islemi sirasinda hedef molekiiller dogrudan misel fazina ¢ekildigi icin, olusacak misel
kararlilig1 ve analit molekiillerinin bu misele gegme yatkinlig1 dogrudan surfaktanlara
baglidir. Surfaktan derisimi belli bir kritik degerin altinda (CMC) kaldiginda misel
olusumu i¢in yeterince baslatict monomer bulunamazken, derisim fazla oldugunda ise
surfaktanca zengin fazin hacmi artmakta bu da zenginlestirme etkinligini
azaltmaktadir. Daha onceki yapilan deneysel gézlemlere gore PEG6000 ve PEG8000

ile daha iyi sinyaller elde edilmistir. Bu nedenle bu asamada her noniyonik surfaktanin
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da miktar1 15 mL lik final hacimli tiiplerde % (a/h) 0.2-2.0 araliginda taranmuistir.
Sekil 3.2 de goriildiigii gibi bu tarama sonucunda optimum deger PEG6000 i¢in % 1.2

iken PEG8000 icin % 1.0 olarak optimize edilmistir.
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Non-iyonik Surfaktan Derigimi, % (a/h)

Sekil 3.3. Noniyonik surfaktan miktariin gelistirilen CPE yontemine etkisi

3. 2. 3. Elektrolit Etkisi

Bir¢cok makro molekiilde oldugu gibi surfaktan igeren ¢ozeltilerde de yliksek
elektrolit derisimi ¢ozilinlirliigii azaltmakta ve misel olusumunu tesvik etmektedir. Bu
da zenginlestirme isleminin etkinligini artiran bir faktordiir. Salting-out etkisi olarak
bilinen bu etkiyle surfaktan molekiillerinin bulundugu ortamda miseller daha kolay ve
hizli olusur. Ayrica olusan surfaktanca zengin fazin, sulu fazdan ayrilmasi kolaylasir.
Bu amagla, NaCl, KCI, KNOs Na, SO,veya NaNOs gibi kuvvetli elektrolitlerden
herhangi biri kullanilabilir. Ortamin iyon siddetini daha fazla artirma potansiyeli
dikkate alinarak deneylerde Na, SO, kullanilmistir. Elektrolit derigsimin etkisini
bulmak tizere % 20 (a/h) lik Na, SO, kullanarak final hacimde % 2.1-13.8 araliginda
tarama yapilmistir. Sekil 3.4’de goriildiigii gibi, yeterince elektrolit derigimi
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saglanmadiginda faz olusumu gerceklesmediginden ilk hacimlerde hi¢ sinyal elde
edilememis ve en sinyallerin her iki surfaktan icin %12 degerinde elde edildigi

gorilmiistir.
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Elektrolit derigimi, Na,SO, miktari, % (a/h)
Sekil 3.4. Onerilen yontem iizerine elektrolit etkisi

3. 2. 4. inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Bulutlanma noktas1 Ekstraksiyonu deneylerinde etkin ve yeterli misel olusumu ancak
ortam sicaklig1 belli bir degerin {izerinde olursa miimkiin olabilmektedir. Literatiir
bilgileri ve yaptigimiz 6n denemeler 1s181nda 50 °C lik bir su banyosu sicakliginda
misel olusumu gozlenmistir. Calisilan hedef molekiil bir ilag etken maddesi
oldugundan daha yiiksek sicakliklarda c¢aligmaktan sakinilmigtir. Kaptopril
molekiiliiniin bulutlanma noktas1 ekstraksiyonuna inkiibasyon siiresinin etkisini
optimize etmek amaciyla drnekler 50 C lik su banyosuna yerlestirilmis ve zamanin
etkisi 0-60 dakika araliginda taranmustir. Sekil 3.5°de gorildigii gibi her surfaktan

icinde 20 dk lik bir inkiibasyon siiresinin yeterli oldugu anlagilmaktadir. Daha uzun
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siire bekletildiginde sinyallerde azalma sicaklik nedeniyle molekiilde olusan

bozulmaya bagli olarak pik yarilmalari ile kendini gostermistir.
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Sekil 3.5. Onerilen yontem iizerine inkiibasyon siiresinin etkisi

3. 2. 5. Surfaktanca zengin fazin analize hazirlanmasi

CPE deneylerinde geneldi bir enjektor yardimiyla ayrilan SRP, bir¢ok analize cihazina
dogrudan sunmak i¢in olduk¢a viskozdur. Ayirma islemi sonunda mutlaka uygun bir
¢oOziicii ile seyreltilir olusan miseller tekrar ¢oziiliir. Bu asamada secilecek ¢ozgen
kritik bir etkendir. Hem analit molekiillerinin yapisini bozmayacak hem de kullanilan
tayin cihazi ile uyumlu olup onun yapisini bozmayacak 6zellikte olmasi gerekir. CPE
sirasinda olugan misellerin hidrofobik yapisit da dikkate alinarak pek ¢ok organik
¢oziicii ile deneyler tekrar edildi. Bu asamada her bir ¢6zgenden 1 mL ekleyerek elde
edilen pik alanlar1 birbiri ile kiyaslanmistir. Sekil 3.6 da goriildiigl gibi en sinyaller

Asetonitril organik ¢oziiciisii ile elde edilmistir.
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Sekil 3.6. SRP i¢in kullanilan ¢oziiciilerin etkisi

SRP i¢in en uygun ¢ézgenin tiirii se¢ildikten sonra bir sonraki en 6nemli basamak bu
¢ozgenin miktarinin, ne kadar kullanilacaginin belirlenmesidir. Tahmin edilecegi
lizere zenginlestirme isleminin basarisi dogrudan son hacimde okunan sinyallere bagl
oldugundan bu parametre olduk¢a 6nemlidir. Yiiksek zenginlestirme katsayisi elde
edebilmek i¢in ¢dziicii hacminin miimkiin en az miktarda olmasi gerekir. Ciinkii
¢Oziiciinlin hacim arttik¢a zenginlestirme katsayisi azalir. Bilindigi tizere, HPLC nin
mikro viallerine 100 pL 6rnek konulabilmektedir. Ancak diisiik miktarlarda ¢oziicii ile
surfaktanca zengin fazin ¢oziinmesi tam olamadig1 gibi viallere koymadan once stizme
islemi de yapilamamaktadir. Bu nedenle SRP i¢in kullanilacak Asetonitril hacmi 200-
2000 uL arasinda taranmis ve Sekil 3.7 de goriildiigii gibi en iyi sinyaller 800 uL ile

elde edilmistir. Bu nedenle sonraki deneyle bu hacimle siirdiiriilmiistiir.
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Sekil 3.7. SRP i¢in kullanilan ¢dziicii hacmi optimizasyonu

3.4 Yontemin Analitik Performans Olgiitleri
Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu i¢in en uygun deneysel kosullarin belirlenmesinin
ardindan, dogrusal caligma araligim1 belirlemek amaciyla, farkli derisimlerdeki
kaptopril iceren model ¢ozeltiler hazirlanmis ve herbiri gelistirilen CPE yontemine tabi
tutulmustur. 220 nm de DAD dedektor yardimiyla izlenen analitik sinyaller yardimiyla
kaptopril molekiilleri i¢in dogrusal ¢alisma araligi 50.0-800.0 ng mL™* olarak
belirlenmistir. Gelistirilen yontemin biitiin analitik parametreler topluca Cizelge

3.1’de sunulmustur.
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Sekil 3. 8. Optimum kosullar altinda elde edilen kalibrasyon dogrusu

Cizelge 3.1 Onerilen yéntemin analitik parametreleri

Parametre

CPE Oncesi CPE Sonrasi
Dogrusal aralik 1.00-20.00 pg mL*  50.00-800.00 ng mL™*
Se¢cme sinir1 0.29 ug mL*! 15.42 ng mL?
Nicellestirme sinir1 0.96 pg mL*! 46.42 ng mL*
BSS (%) (300 ng mL* igin) 4.78 2.75
Kalibrasyon Duyarlilig1 1.75 57.58
Korelasyon Katsayis1 (R?) 0.9972 0.9972
Zenginlestirme Faktorii® - 18.75
fyilestirme Faktorii® - 33.10

@ Zenginlestirme faktorii; baslangigtaki sulu faz hacminin ( 15 mL), zenginlestirme sonrasi elde edilen
hacme (0.8 mL) oran1 alinarak hesapland:.

® CPE sonrasi elde edilen kalibrasyon duyarliliginin CPE 6ncesi kalibrasyon duyarliligina orant
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3. 5. Gelistirilen Yontemin Dogrulugu i¢in Geri Kazanim Calismalar:

Eser diizeydeki kaptopril tlirlerinin analizi i¢in bulutlanma noktasi ekstraksiyonu
temelli olarak gelistirilen yontem, iki farkli derisimde hazirlanan sentetik idrar
¢ozeltilerine uygulandi. Ornekler, Kesim 2.1° de anlatildig1 sekilde hazirlanmis ve
gelistirilen CPE-HPLC yontemi ile analiz edilmistir. Ayrica yontemin dogrulugunu
saptamak i¢in, her bir 6rnege 250 ve 500 ng mL ™ miktarlarinda standartlar ekleyip geri

kazanim degerleri hesaplanmis ve sonuclar Cizelge 3.2°de sunulmustur.

Cizelge 3.2. Onerilen yontemle sentetik idrar rneklerinde kaptopril analizi

Eklenen

Ome Bt s 0
Sentetik idrar - Tayin edilemedi - -
Cozeltisi 250.0 258.5+13.5 5.2 103.4
' 500.0 495.1425.5 5.1 99.0
Sentetik idrar - Tayin edilemedi - -
Cozeltisi 250.0 268.7+11.7 4.4 107.5
I 500.0 517.4+19.8 3.8 103.4

294 95 giiven diizeyinde, {li¢ tekrarli 6lglim i¢in bulunan ortalama degertstandart sapma

b Ornek hazirlama islemleri sonrasi elde edilen 15 mL lik ¢dzeltideki derisimler
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4. DEGERLENDIRME

Ayirma ve zenginlestirme yontemleri literatiirde inorganik ve organik tiirlerin
duyarl tayinleri i¢in oldukca sik bir sekilde kullanilmaktadir. Temelde kat1 faz veya
sivi faz destekli bu yontemlerde eser diizeydeki hedef tiirler hem bir bagka faza
aliarak olas1 girisimcilerin bulundugu matriks ortamindan uzaklastirilmakta hem de
alinan yeni fazi hacmi daha az oldugu icin bu sayede zenginlesmektedir. Ozellikle
analit derisiminin ¢ok az seviyede oldugu biyolojik 6rnekler igin bu yontemler oldukga
onemli avantajlar saglamaktadirlar. Kat1 faz temelli ekstraksiyonu yontemleri eger
ticari olarak saglanan bir kat1 faz kullanilmayacaksa, yapilacak calismaya 6zgii bir kati
elde edilmesi/sentezlenmesi siireci gerektirirler. Bu da her zaman miimkiin olamaya
bilmektedir. Ancak bulutlanma noktas1 ekstraskiyonunda hedef molekiiller ticari
olarak kolayca bulunabilen bir surfaktan ortamina ¢ekilmekte ve analizler bu sayede
kolayca yapilabilmektedir. Ayrica kullanilan surfaktanlarin ¢ogunlukla %2-20’lik
arasi ¢ozeltilerden cogunlukla 0.5 ila I mL arasinda her bir 6rnek i¢in harcanmaktadir

Ki bu da analiz maliyetini azaltan etkenlerden biridir.

Ilag etken maddelerinin &zellikle kompleks biyolojik ortamlarda analizleri
oldukca zor bir gérevdir. Bu amagla ¢ogunlukla kompleks analiz diizenekleri ve pahali
cihazlar kullanilir. Bu analizleri temel laboratuvar ekipmanlar1 ve her laboratuvarda
bulunabilecek klasik bir HPLC sistemi ile gergeklestirebilmek adina, bir 6n islem
olarak bulutlanma noktasi ekstraksiyonu uygulanmis ve model ¢ozeltilerdeki eser
diizeydeki kaptopril molekiilleri zenginlestirildikten sonra HPLC-DAD sistemi ile
tayin edilmistir. Bulutlanma noktasi ekstraksiyonuna etki eden biitiin degiskenler ( pH,

surfaktan tiirli ve derisimi, elektrolit etkisi, surfaktanca zengin faz i¢in ¢dzgen se¢imi)
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tek tek calisilmis ve optimize edilmistir. Gelistirilen CPE-HPLC-DAD temelli
yontemin analitik validasyonu yapilmis ve tim parametreler Cizelge 3.1°de
sunulmustur. Bu c¢alisma kaptopril molekiillerinin  zenginlestirme sonrasi
kromatografik tayinlerinin yapildigi bir yontem ilk kez uygulanmistir. Yontem,
kaptopril molellerinin diisiik derisimlerini her laboratuvarda bulunabilecek basit bir 6n
uygulama sistemi ile gelencksel HPLC sistemlerinin tayine edebilecegi seviyelere

¢ikarmaktadir. Bu yoniiyle tez ¢aligmast literatiire 6nemli bir katki saglayacaktir.

36



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[9]

KAYNAKLAR

Ondetti MA, Rubin B, Cushman DW (1977). Design of specific inhibitors of
angiotensin-converting enzyme: new class of orally active antihypertensive
agents. Science 196: 441-4.

Kilinger, C, Zileli M (2006): Gorsel Analog Hasta Tatmini Skalasi. Trakya Univ

Tip Fak Derg, 23(3):113-118.

Pfeffer JM, Pfeffer MA, Braunwald E (1985). Influence of chronic captopril

therapy on the infarcted left ventricle of the rat. Circ Res, 57, 84-95.

USP (United States Pharmacopeia) National Formulary, 2003, USP 26/NF 21,

Unite States Pharmacopeial Convention, (Ed), Inc, Toronto- Canada The Merck

Index (1996) 12 th edition, Merk& Co, Inc, USA; 1996.

USP (United States Pharmacopeia) National Formulary, 2003, USP 26/NF 21,

United States Pharmacopeial Convention, (Ed), Inc, Toronto- Canada The Merck

Index (1996) 12th edition, Merk& Co, Inc, USA; 1996

Martindale (2007) The Complete Drug Reference, 35th Edition, The Pharm. Pres,

London.

The Merck Index (1996) 12th edition, Merk& Co, Inc, USA; 1996.

[8] Moss GP, Gullick DR, Cox PA, Alexander C, Ingram MJ, Smart JD, Pugh WP
(2006) Design, synthesis and characterization of captopril prodrugs for
enhanced percutaneous absorption, Journal of Pharmacy and pharmacology,
58, 2: 167-177.

British Pharmacopeia (1998), Vol 1, The Stationary Office, London.

[LO]JUSP (United States Pharmacopeia) National Formulary, 2003, USP 26/NF 21,

United States Pharmacopeial Convention, (Ed), Inc, Toronto- Canada.

[11] British Pharmacopeia (1998), Vol 1, The Stationary Office, London.
[12]Drug Affecting the Cardiovascular System; Antihypertansives (2005),

Lippincott’s Illustrated Review’s, 4 th edition, Harvey RA, Champe PC (Eds),
Lippincott Williams & Wilkins, USA.)

[13] Katzung BG (2007). Cardiovascular and renal Drugs, Anti hipertansive agents,

Basic and clinical pharmacology, The McGraw-Hill Companies, USA.

[14] Physicians’ Desk Reference (1998), PDR Staff, Medical Economics, Medical

Economics Company, USA.

37



[15] Remington: The science and practise of pharmacy, (1995) Vol Il. Mack
Publishing Company, Easton, Penysylvania.

[16] Physicians’ Desk Reference (1998), PDR Staff, Medical Economics, Medical
Economics Company, USA.

[17] Farmalist, Tiirkiye Tibbi Ilag Rehberi (2008), Farma tip Yaymncilik Ed. Bilal
Giines, Ankara.

[18] Alver ED (2012). Microextraction methods. Sigma, 30, 75-90.

[19] Gokkaya N (2014). Baz1 eser metallerin bulutlanma noktasi ekstraksiyonu ile
tayini, Yiiksek Lisans Tezi, Pamukkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,
Denizli.

[20]Henden E, Yiiksel U (2002), “Ayirma Teknikleri ve Kromatografide Temel
Kavramlar”, Kimyasal Eser Analiz Yaz Okulu II, E.U. Fen Fakiiltesi, Izmir.

[21] Yavuz O, Aksoy A (2006). Ornek hazirlamada kati faz ekstraksiyonu metodu. FU
Saglik Bil. Dergisi, 20(3), 259-269.

[22] Frazey PA (1998). Solid-phase microextraction with temperature-programmed
desorption for the analysis of iodination disinfection byproducts. Analytical
chemistry, 70(3), 638-644.

[23] Ulusoy HI (2015). Simple and useful method for determination of inorganic
selenium species in real samples based on UV-VIS spectroscopy in a micellar
medium. Analytical Methods, 7 (3):953-960.

[24] Baytak S, Tiirker AR (2005). The use of Agrobacterium tumefacients immobilized
on Amberlite XAD-4 as a new biosorbent for the column preconcentration of iron
(1), cobalt (1), manganese (I1) and chromium (111). Talanta, 65(4):938-945.

[25] Aydin F. (2008). Birlikte Coktiirme ve Kat1 Faz Oziitlemesi ile Baz1 Agir Metal
Iyonlarinin Zenginlestirilmeleri, Doktora Tezi, Erciyes Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisti, Kayseri, 7(8), 26.

[26]Safarikova M, Safarik 1 (1999). Magnetic solid-phase extraction. Journal of
Magnetism and Magnetic Materials. 194(1-3): 108-112.

[27] Spietelun A, Marcinkowski L, Guardia M, Namiesnik J (2013). Recent
developments and future trends in solid phase microextraction techniques towards
green zanalytical chemistry. Journal of Chromatography A. 1321: 1-13.

[28] Kayik¢t S (2019). Glyphosate bilesiginin sulu c¢ozeltilerden molekiiler
baskilanmis kati faz ekstraksiyonu ve GC-MS analizi validasyonu

38



[29]Ulusoy S (2015). Eser diizeydeki B1 ve B2 vitaminlerinin bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu sonrast kromatografik tayinleri, Doktora Tezi, Cumhuriyet
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Sivas.

[30]Pohl P (2009). Suitability of solid phase extraction and flame atomic absorption
spectrometry for manganese partitioning in red wines. Food chemistry,
114(3):996-1001.

[31] Stalikas CD (2002). Micelle-mediated extraction as a tool for separation and
preconcentration in metal analysis, Trends in Analytical Chemistry, 21(1), 343-
350

[32]Pohl P (2009). Suitability of solid phase extraction and flame atomic absorption
spectrometry for manganese partitioning in red wines. Food Chemistry,
114(3):996-1001.

[33] Stalikas CD (2002). Micelle-mediated extraction as a tool for separation and
preconcentration in metal analysis. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 21(5),
343-355.

[34]Ulusoy S (2015). Eser diizeydeki B1 ve B2 vitaminlerinin bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu sonrast kromatografik tayinleri, Doktora Tezi, Cumhuriyet
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Sivas

[35]Hinze WL, Pramauro E (1993). A critical review of surfactant-mediated phase
separations (cloud-point extractions): theory and applications. Critical Reviews in
Analytical Chemistry, 24(2):133-177

[36]Ulusoy S (2015). Eser diizeydeki B1 ve B2 vitaminlerinin bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu sonrasi kromatografik tayinleri, Doktora Tezi, Cumbhuriyet
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Sivas.

[37] Komaromy-Hiller G Calkins, N. and Wandruszka, R. (1996). Changes in polarity
and aggregation number upon clouding of a nonionic detergent: effect of ionic
surfactants and sodium chloride . Langmuir, 12:916-920.

[38] Giokas DL, Antelo J, Paleologos EK, Aree F and Karayannis M1 (2002). Copper
fractionation with dissolved organic matter in natural waters and wastewater—a
mixed micelle mediated methodology (cloud point extraction) employing flame
atomic absorption spectrometry. J. Environ. Monitor. 4: 505-510.

[39]Ulusoy S (2015). Eser diizeydeki B1 ve B2 vitaminlerinin bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu sonrast kromatografik tayinleri, Doktora Tezi, Cumhuriyet

Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Sivas.

39



[40] Seker ME (2006). Tiirkiyede bulunan bazi iiziim tiirlerinin ¢ekirdeklerindeki e-
vitamini miktarinin HPLC ile tayini.

[41]Ulusoy S (2015). Eser diizeydeki B1 ve B2 vitaminlerinin bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu sonrasi kromatografik tayinleri, Doktora Tezi, Cumbhuriyet
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Sivas.

[42] McMaster MC (2007). HPLC A Practical User’s Guide, Second Edition, John
Wiley&Sons, Inc., Hoboken, New Jersey.

[43]Settle FA (1997). Handbook of Instrumental Techniques for Analytical
Chemistry, Pirentice Hall PTR.

[44] Skoog DA, Holler FJ and Nieman TA (1998). Principles of Instrumenal
Analysis, Fifth Edition, Harcourt Brace & Company, USA.

[45] Douglas A. Skoog FJ (2004). Enstiirmental Analiz Ders Kitabi, Bilim Yayincilik,
Ankara.

[46] Merey G (2016). Ilag kimyas1 ve endiistriyel uygulamalari.

[47]Rieux L, Sneekes EJ, Swart R, Swartz M (2011). Nano LC: principles, evolution,
and state-of-the-art of the technique. LC GC North America, 29(10)

[48] Zzhang B, Li X, Yan B (2008). Advances in HPLC detection—towards universal
detection. Analytical and bioanalytical chemistry, 390(1):299-301.

[49]Peres GT, Rath S, Reyes FGR (2010). A HPLC with fluorescence detection
method for the determination of tetracyclines residues and evaluation of their
stability in honey. Food Control 21:620-625.

[50]Wang LF, Peng JD, Liu LM (2008). A reversed-phase high performance liquid
chromatography coupled with resonance Rayleigh scattering detection for the
determination of four tetracycline antibiotics. Analytica Chimica Acta 630:101—
106.

40



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Adi Soyadi: Rukiye KUZUCUOGLU

Dogum Yeri ve Tarihi: 16/01/1990 SIVAS

Medeni Hali: Evli

Yabanci Dil: Ingilizce

fletisim Adresi: Cumhuriyet Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya
Bolumu, 58140-Sivas

Egitim Bilgileri

Lise :Atatiirk lisesi, 2007

Lisans Cumhuriyet Universitesi, 2015

Yiiksek Lisans Cumhuriyet Universitesi, devam ediyor

Kongrelerde Sunulmus Bildiriler

e Farmakolojik Orneklerde Kaptopril Tayini icin HPLC-DAD Temelli Yéntem
Gelistirilmesi , 9.Ulusal Analitik Kimya Kongresi, Konya, Tiirkiye, 19 - 23
Eylil 2018

e A Method Development for Sensitive Aspartame Determination,
17 Kromatografi Kongresi, Corum, Tiirkiye, 20 - 22 Eyliil 2017

e Sensitive Determination of Tetracycline by HPLC-DAD After Micelle
Mediated Extraction , 17. Kromatografi Kongresi, Corum, Tiirkiye, 20 - 22
Eylil 2017

e A ve E Vitaminlerinin Es Anli Zenginlestirilmesi I¢in CPE Yontemi, XV.

Ulusal Spektroskopi Kongresi, Yalova, Tiirkiye, 17 - 19 Mayis 2017

41



Katildiga Kongreler: XV. Ulusal Spektroskopi Kongresi, Yalova Universiresi, 15-19

May1s 2017
Gorevli Oldugu Kongreler

Esan 2018 Uluslararas1 Eser Analiz Kongresi, Sivas Cumhuriyet Universitesi, 2023

Haziran 2018,
Projeler

ECZ-051 CUBAP Projesi “Eser Diizeyde Kaptopril Tayini I¢in Zenginlestirme

Sonrasi Kromatografik Yontem Gelistirilmesi”

42



