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OZET

FARKLI TUR DERIN OTEKTIK COZUCULERIN KEMOMETRIK
STRATEJIYLE GIDA URUNLERINDE SULFADIAZIN KALINTILARININ
TAYINI iICIN ARASTIRILMASI

Hatice TASPINAR
Yiiksek Lisans Tezi
Kimya Ana Bilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Nail ALTUNAY

2024, 60+xiii sayfa

Bu tez ¢alismasinda, gida numunelerinde siilfadiazinin verimli ekstraksiyonu igin
diisiik viskoziteli hidrofobik derin otektik (DES) c¢oziiciilerin kullanim siireci
aciklamaktadir. Analitik yontem tayin basamaginda, UV-VIS Spektrofotometrenin
kullanildig1 yeni, basit ve yesil sonikasyon destekli DES bazli sivi-sivi
mikroekstraksiyonunun  (SA-DES-LLME) kullanilmasin1  icermektedir. On
deneyler 1s18inda, SA-DES-LLME yo6nteminin 6nemli parametreleri (pH, DES
hacmi, sonikasyon siiresi ve ekstraksiyon sicakligir) merkezi kompozit tasarim
kullanilarak optimize edildi. Segicilik, geri kazanim, saglamlik, tekrarlanabilirlik
ve tekrar tretilebilirlik gibi dogrulama parametreleri optimize edilmis kosullar
altinda arastirildi. EK olarak, optimize edilmis SA-DES-LLME yontemi,
stilffadiazin i¢in iyi ekstraksiyon geri kazanimi (%96 + 3), diisiik bagil standart
sapma (%1,9), genis dogrusal aralik (2-250 ng mL™?), diisiik tespit limiti (0,6 ng
mL?) ve yiiksek dnderistirme faktorii (200) sagladi. Son olarak, optimize edilmis
SA-DES-LLME yontemi, gida numunelerinde siilfadiazin tayini ve ekstraksiyonu
i¢in basartyla uygulandi ve %89 £ 7 ile %98 + 5 arasinda kantitatif geri kazanimlar

saglandi.

Anahtar Kelimeler: Deney tasarimi, Siilfadiazin, Sonikasyon destekli
mikroekstraksiyon, Derin o6tektik ¢oziiciiler, Gida

numuneleri
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF DIFFERENT TYPES OF DEEP EUTECTIC SOLVENTS
FOR THE DETERMINATION OF SULFADIAZINE RESIDUES IN FOOD
PRODUCTS BY CHEMOMETRIC STRATEGY

Hatice TASPINAR
Master’s Thesis
Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Nail ALTUNAY

2024, 60+xiii pages

In the thesis study, describes the process of using low viscous hydrophobic deep
eutectic (DES) solvents for efficient extraction of sulfadiazine in food samples. The
analytical method involved the use of a combination of a novel, simple and green
sonication-assisted DES-based liquid-liquid microextraction (SA-DES-LLME)
with detection by UV-VIS spectrophotometer (UV-VIS). In the light of the
preliminary experiments, the important parameters (pH, DES volume, sonication
time and extraction temperature) of the SA-DES-LLME method were optimized
using a central composite design. Validation parameters such as selectivity,
recovery, robustness, repeatability and reproducibility were determined under
optimized conditions. In addition, the optimized SA-DES-LLME provides good
extraction recovery (96 + 3%), low relative standard deviation (1.9%), wide linear
concentration range (2—250 ng mL™), low limit of detection (0.6 ng mL™), and high
preconcentration factor (200) for sulfadiazine. Finally, the optimized SA-DES-
LLME has been successfully applied for the determination and extraction of
sulfadiazine in food samples, and quantitative recoveries were achieved between
89 + 7% and 98 + 5%.

Keywords:  Experimental  design, Sulfadiazine, Sonication  assisted

microextraction, Deep eutectic solvents, Food samples
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1. GIRIS
1.1 Siilfonamid

Siilfonamid, bakteriyel enfeksiyonlarin ve diger mikroorganizmalarin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde gliniimiizde hala kullanilan en eski ve 6nemli
sentetik bakteriyostatik antibiyotik sinifidir [1, 2]. Antibakteriyel ¢agi baslatan
stilfonamid bilesigi Prontosil, piyasada bulunan ilk antibakteriyel maddedir, ayrica
siilfonamidlerin antibakteriyel 6zelligi sebebiyle bilim insanlarinca binlerce tiirevi
sentezlenmistir. Yalniz yapilan ¢alismalar neticesinde siilfonamidlerin bakteriyi
oldiirmedigi, bunun yerine gelismesini ve iiremesini engelledigi goriilmiistiir [3, 4].
Siilfonamidler patojen bakterilerin gelisme donemlerinde ¢ok daha etkili olup,
iiremesi engellenen bu bakteriler daha sonra viicuttaki savunma mekanizmasi
tarafindan yok edilirler [5]. Siilfonamidler, penisilinlerin tedavi amagl baslangicina
kadar bakteriyel enfeksiyonlarda diizenli kullanilabilen ilk kemoterapétik ilaglardir
[6].

Siilfonamidlerin fonksiyonel gruplari, antibakteriyel ilaclarin
bildirilmesinden su ana dek tibbi kimyada onem kazanmustir [3]. Yapilarinda
benzen halkasi, amin grubu ve siilffonamid grubu bulunduran antibakteriyel
ilaglardir [6]. Bir siilfanilamid grubu ve belirgin bir bes veya alt1 tiyeli heterosiklik
halka igeren bir dizi sentetik antimikrobiyal ajan olan siilfonamidler, genis aktivite
spektrumlar1 ve diigiik maliyetleri nedeniyle bakteriyel enfektif hastaliklar:
onlemek ve bu hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla yaygin olarak uygulanmaktadir
[7].

Siilfonamidler, esas itibariyle siilfanilamid (para-aminobenzensiilfonamid)
maddesinin tlirevidirler. Tiim siilfonamid tiirevleri sentetik olarak hazirlanirlar ve
benzer yapiya sahiptirler. Stilfonamidlerin genel yapisi, -SO2NH> grubu ile amino
grubunun para- pozisyonunda baglandigi1 benzol ¢ekirdeginden meydana gelir [8].
Siilfonamidler, genis bir spektruma sahip sentetik bakteriyostatiklerdir ve bu
ozelliklerinden dolayr gram-pozitif ve gram-negatif organizmalara karsi
kullanilabilirler [5]. Yapisindaki azot atomlarindan birinin yerine farkli gruplar
baglanarak, etki giicli ve siireleri olan bir¢ok siilfonamid bilesikleri tiiretilebilir.
Bakteriler lizerinde etkinlik i¢in molekiilde N4—paraamino grubunun serbest olarak
bulunmasi esastir [8]. Siilfonamidlerin genel kimyasal yapisi Sekil 1.1de

sunulmaktadir [6].
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Sekil 1.1 Siilfonamidlerin kimyasal yapisi [6].

Siilfonamidlerin, siklikla rastlanan bakteriyel enfeksiyonlarin neden oldugu
hastaliklarin ¢ogunluguna kars1 yiliksek verim elde edilmesi ve ucuz maliyetli
olmasindan dolay1 6zellikle veterinerlikte yaygin bir sekilde kullanilmasina olanak
saglamaktadir. Ayrica, siilfonamid igeren antibiyotikler insan ve ¢iftlik
hayvanlarinin tedavisinde siklikla kullanildig: gibi, su tiriinleri yetistiriciliginde de
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [5]. Insanlardaki bulasici hastaliklarda basariyla
uygulanan ve ilk antibakteriyel olan siilfonamidler insanlarda ayrica; idrar yolu
enfeksiyonlari, inflamatuar bagirsak hastaliklari, gastrointestinal enfeksiyonlar,
kulak enfeksiyonlari, kronik bronsit, bakteriyel menenjit, deri ve yumusak doku
enfeksiyonlart ve birtakim goz enfeksiyonlari gibi daha birgok farkli enfeksiyonu
tedavi etme amaciyla kullanilmaktadir. Ozellikle iiriner sistem enfeksiyonlarinda
kullanimlar1 glinlimiizde de devam eden, tedaviyi destekleyen ve diisiik maliyetli
olan giivenilebilir nitelikte ilaglardir. Ayrica, veterinerlikte yaygin olarak kullanilan
stilfonamidler, hayvanlarda biiylime ve gelismeye yardimci olarak kullanilmakta
olup, yem verimini arttirmak amaci ile de kullanilmaktadir. Bu antibiyotik tiirevi
akarsular, yeralt1 sular1 ve sizintidan kaynakli olusan sularda da en sik rastlanan
farmasoétiklerden biridir [5, 6, 9]. Genis kullanimlart nedeniyle hayvan
tirtinlerindeki siilfonamid kalintilar, alerjik 6zelliklerinden kaynakli olas1 saglik
riskleri olusturmakta ve glinlimiizde kalint1 tayinlerinde ilk sirada yer almaktadir
[6]. Bu sebeplerden dolay1 antimikrobiyal siilfonamidler ve metabolitleri kalici
organik kirleticiler olarak siniflandirilir. Stilfonamidlerin neden oldugu sorunlarin
giderilmesi i¢in gesitli oksidasyon teknikleri uygulanabilir. Bu teknikler genellikle
stilfonamidlerin bozunmasini ve ¢evreden uzaklastirilmasini saglayan klorlama ve
ileri oksidasyon islemleri, adsorpsiyon islemleri, membran islemleri ve

birlestirilerek uygulanan islemlerden olusmaktadir [10].



1.1.1 Silfonamid tiirleri

Siilfonamidler, emilim ve atilim hizlarina gore siniflandirilirlar. Bu hizlilik
temeline Ornek olarak, siilfisoksazol ve siilfadiazin tiirleri hizli emilip, atilan
maddeler kisa etkili stilfonamidlerdir; siilfametoksazol gibi hizli emilim gosteren
fakat yavas disar1 atilim saglayan orta etkili siilfonamidler; sulfametoksipridazin ve
stilfadoksin gibi ¢ok yavas atilim saglayan fakat uzun etkili siilfonamidler (depo
stilfonamidler) olarak siiflandirilabilmektedirler [9].

Siilfonamidlerin simdiye kadar 10 000’den fazla tilirevinin sentezlendigi
bilinmektedir. Ayrica, bu sentezlenen siilfonamid tiirevlerinin 40’1nin veteriner ve
medikal uygulamalar i¢in yararlanildigr bilinmektedir. Bu uygulamalar igin
kullanilan en yaygin siilfonamid tiirleri ise sunlardir; Siilfametoksazol (SMX),
Siilfapiridin (SPY), Siilfanilamid (SNA), Siilfametazin (SMT), Siilfatiazol (STZ)
ve Siilfadiazin (SDZ)’dir [5].

Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan listelenmis olan Siilfa
antibiyotiklerin en 6nemli bilesiklerinden biride, Siilfadiazin’dir [9].

Siilfonamidlerin siniflandirilmasi kimyasal yapilari, aktivite stireleri, aktivite
spektrumlar1 ve terapdtik uygulamalarina gore yapilmaktadir. Genellikle en sik
kullanilan siniflandirma yontemi ise terapotik uygulamalarina goredir. Diger bir
onemli smiflandirmada aktivite siireleridir ve bu smiflandirma yonteminde
stilfonamidler dort grupta incelenir [4]. Asagida verilen Cizelge 1.1’de bazi
stilfonamid tiirlerinin eliminasyon yari Omiirlerine gore smiflandiriimasi

verilmistir.



Cizelge 1.1 Sistemik siilfonamidlerin eliminasyon yar1 Omiirlerine gore
smiflandirilmalar: [11]

e N Doz
Ehmlnnasy(').n Yan Siilfonamid Yari Omrii Doz () Araligi
Omri (saat)
(saat)
Siilfisomadin 6 15 8
. L Siilfisoksazol 6 1 6
Kisa Yar1 Omiir SMT 7 15 6
Siilfakarbamid 6 1 8
SMX 11 1 12
Siilfafenazol 10 0,5 12
Orta Yar1 Omiir SDzZ 16 1 12
Siilfamoksol 10 0,5 12
Stilfametrol 9 1 12
Siilfadimetoksin 35 1 24
Uzun Yar1 Omiir Siilfaperin 24 0,5 12
Siilfamerazin 24 0,5 24
il fggﬁi e Siilfadoksin 150 1 7 giin

1.2 Siilfadiazin

Bu tez ¢alismasinin konusu olan SDZ, birinci kusak Siilfa antibiyotiklerin en
Oonemli bilesigi olarak kabul edilmektedir. Ayrica, WHO tarafindan listelenen
siilfonamid temel ilaglar listesinde On siralarda bulunan SDZ, bir¢ok enfeksiyonu
tedavi etme amaciyla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [5, 12, 13].

SDZ antibiyotiginin kimyasal olarak [UPAC adi; 4-amino-N-pirimidin- 2-il-
benzensiilfonamid, N1-(2-pirimidinil)-siilfanilamid ve 2-siilfanilamidopirimidin
olarak adlandirilmaktadir. SDZ’nin kimyasal yapis1 Sekil 1.2’de sunulmaktadir [9,
14, 15].



H,N

(2D)

Sekil 1.2 SDZ’nin molekiiler yapis1 [16, 17].

e  Molekiiler formiilii: C10H10N4O2S
e Molekiil agirlig1: 250,278 g mol™
e  Yogunluk: 1,496 g cm™

e Erime noktasi: 255,5 °C

e pKi64

SDZ, beyaz veya sarimsi-beyaz kristalize bir tozdur. Sudaki ¢oziintirligii 77
mg LYdir. Alkolde hafifce ¢oziiniir. Alkali hidroksit ¢ozeltilerde ve seyreltik
mineral asitlerde ¢6ziiniir [17]. Viicutta nispeten az asetillenen, gerek kendisinin ve
gerekse asetil tiirevinin sudaki ¢oziiniirliigii epeyce fazla olan siilfonamid tiirevidir.
Yarilanma 6mrii 10-21 saattir [18]. Piyasada bulunan bir¢ok antibiyotigin etken
maddesi olarak kullanilan SDZ’ye 6rnek olarak verilebilecek bazi ilaglarin isimleri;
Lantrisul, Neotrizine, Sulfa-Triple, Sulfaloid, Sulfadiazine, Sulfonamides Duplex,
Sulfose, Terfonyl, Triple Siilfa, Triple Sulfas ve Triple Sulfoid’dir [19].



1.2.1 Siilfadiazin’in kullanim alanlar1

SDZ, klinik uygulamada bakteriler lizerinde gii¢lii bir inhibitor etkiye sahip
olan yaygin olarak kullanilan bir siilfonamid ilacidir, bu nedenle genellikle
bakteriyel enfeksiyonlarin neden oldugu hayvan ve insan hastaliklarinda tedavi
amagli yaygin bir sekilde kullanilir [20].

SDZ, bakteriler ile diger organizmalarin biiyiimesini durdurarak ¢alisir [12].
Stilfonamid grubu bir antibiyotik olan SDZ antibiyotigi bakteri hiicresi i¢indeki
folik asit iretimini durdurarak enfeksiyonlara neden olan bakterileri ortadan
kaldirir ve idrar yolu enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilir
[21]. Toxoplasma gondii bakterisinin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde de
kullanilmistir [22]. Ayrica kombinasyon halinde, SDZ ve pirimetamin, Toxoplasma
gondii bakterisinin neden oldugu bir hastalik olan Toksoplazmoz’u tedavi etmek
icin kullanilabilir [5, 16].

SDZ, antibakteriyel 6zelliklerinden dolayr hayvancilik sektorii ile su tirtinleri
endiistrisinde yaygin bir sekilde kullanilan antibiyotiktir. Su anda da SDZ, hayvan

yemlerinde kullanilan en yaygin kontaminant antibiyotiktir [23].

1.2.2 Siilfadiazin’in avantaj ve dezavantajlari

SDZ’nin  ¢evrede kaliciligi, mikrobiyal topluluklarin bilesiminde
degisikliklere ve antibiyotik direng genlerinin olusumuna yol acarak besin zinciri
ve igme suyu yoluyla insan sagligina biiyiik bir tehdit olusturur [20]. Asirt SDZ’ye
maruz kalmak, insanlarda alerjik veya toksik reaksiyonlar gibi ciddi saglik
sorunlarina neden olur [23]. SDZ, PABA (Para—Amino Benzoik Asit) analogu olup
dihidropteroat sentetaz enzimini inhibe ederek folik asit sentezini durdurur ve
bunun sonucunda RNA ile DNA sentezi bozulur. SDZ uygulanmasi sirasinda;
SDZ’nin yan etkilerinden olan kristaliiri, hematiiri ve deri dokiintiilerini gidermek
amaciyla hastalarin bol miktarda su tiiketmesi ve agiz yoluyla bikarbonat takviyesi
alinmas1 uzmanlar tarafindan tavsiye edilir. Bu sayede, idrarin baziklestirilmesi
kristaliiriyi engeller, fakat ilacin atilimini hizlandirarak etkinligini azaltir [18, 24].
SDZ’nin yaygin kullanimi nedeniyle son yillarda yeralt1 ve yiizey sularinda siklikla

tespit edilmistir. Parcalanmasi zor olan SDZ’nin geleneksel yontemlerle sudan



uzaklagtirllmasi zordur. Bu nedenle, SDZ’nin sudan uzaklastirilmasinin

arastirtlmasi biiylik 6nem tagimaktadir [20].
1.2.3 Siilfadiazin’in cevreye etkisi

Antibiyotiklerin canlilardan dogaya kadar uzanan yolculugunda ¢evreyi de
etkileyen durumlar meydana gelebilmektedir. Bu antibiyotiklerin belirli bir bolimii
viicuttan tiimiiyle parcalanarak atilabilirken, diger bir kismi ise orta ve zayif
diizeylerde pargalanmalarindan kaynakli olarak tiimiiyle bozunmaya ugramayan
antibiyotik kalintilar1 viicuttan atilirlar [19]. Boylece, gevreye salinan antibiyotik
kalintilar1 kanalizasyon sebekelerinden su aritim tesislerine kadar ulasip, karigir
[25].

Insan ve hayvanlardaki enfeksiyonlarm tedavisinde, tarim ile hayvancilikta
kullanilan biiyiime ajan1 ve giibre olarak antibiyotik kullaniminin artmasi ilk basta
toprag1 kirletir, bununla birlikte akinti ve sizintilardan kaynaklanan yeralti ve
yerlistii sulara karigmasina sebep olur [19, 26]. Antibiyotigin ¢evreye verdigi bir
diger zarar ise, son kullanim tarihleri gecen veya kullanilmayan antibiyotiklerin
dogrudan kanalizasyon sebekelerine ya da depolama alanlarina atilmasindan
olugsmaktadir [25]. Ayrica, mikrobiyolojik kirlilige sebep olan hastanelerin atik
sular1, son donemlerde antibiyotikler ve diger tlirevlerdeki ilag kalintilari nedeniyle
sucul g¢evre kirliliginin baslica nedenleri arasinda yer almaktadir [27, 28]. Bu
antibiyotikler biyolojik bozunmaya kars1 son derece direnglidir ve bu nedenle
mikroorganizma iremesini inhibe etme veya bazi tiirleri tesvik etme etkisi ile
cevrede uzun siire kalirlar. Mikroorganizmalar {izerindeki dogrudan etkiye ek
olarak, siilfonamidlerin ortamdaki kalicilig1 da ekosistem dengesini etkileyebilir
[13, 29].

Ek olarak, bakteriler antibiyotiklerin asirt kullanimi nedeniyle hayvanlarda
direng gelistirebilir. Siit (0,07 mg L) ve yumurta (0,02 mg L) dahil olmak iizere
farkli gidalardaki SDZ i¢in maksimum kalinti sinirlarinin, tiiketicileri SDZ
kalintilariyla iligkili risklerden korudugu bildirilmistir [30]. Bu gercek, gida
giivenligi konusunda 6nemli tartigmalara neden olmustur. Bu verilere dayanarak,
gida numunelerinde SDZ’nin dogru ve segici bir sekilde belirlenmesi icin yeni

analitik yontemlerin gelistirilmesi esastir.



1.3 Ekstraksiyon

Son dénemlerde matriks numunelerin kalitatif ve kantitatif analizlerinde
hassas, dogru ve hizli olan yontemlerin gelistirilmesi 6énemli bir konu olmustur.
Yalniz biyolojik, cevresel, farmasdtik ve gida alanlarinda kullanilan {rtinlerin
analizi i¢in yiiksek hassasiyete sahip analitik cihazlarin gelistirilmesine karsin, bu
analitik cihazlarin genellikle matriks numune tayinlerinde basarisiz olmaktadir.
Dolayistyla matriks ortaminda bulunan analitleri ayirma ve zenginlestirme islemleri
icin genel olarak 6n islem uygulamasi gerekmektedir. Bu 6n islemler ¢cogunlukla
damitma, kat1 bir ylizeyde adsorpsiyon ve ekstraksiyon gibi yontemler uygulanarak
gerceklestirilir [31].

Eser analiz caligmalarinda matriks etkisi ve kullanilan teknigin O6l¢iim
kapasitesi gibi dnemli problemler bulunmaktadir. Bu sorunlari en aza indirmek i¢in,
belirleme adimindan Once uygun ve segici bir ekstraksiyon prosediirii
uygulanmalidir [32]. Uygulanacak olan bu ekstraksiyon islemi, kullanilan
cozeltilerin birbiri ile karigsmayacak olan bir sivi fazdan diger bir sivi faza
gecmesidir. Bu prosediirde, genel olarak incelenen fazin biri su digeri suyla
karismayan organik ¢oOziictilerdir [33]. Ekstraksiyon yontemleri ana hatlariyla
yukarida anlatilan sekilde siniflandirilsa bile gelismekte olan teknolojiye paralel
olarak kozmetik, ilag ve besin vb. gibi farkli sektdrlerde bir numuneden istenilen
bilesiklerin ayirilmasinda kullanilan temel veya gelismis bir¢ok cesitli teknikler
bulunmaktadir. Temelde ekstrakte edilmesi amaglanan bilesigin transfer islemi
sadece istenen bilesigin ¢ozilinebilecegi bir ¢oziiciiyle gerceklestirilmis olsa dahi
ekstraksiyon igleminde sadece ¢oziiniirliik etkili degildir. Ekstraksiyonu etkileyen
unsurlardan bir digeri ¢oziinen bilesigin her fazdaki aktiflik katsayisinda olusan
degisikliktir. Ekstrakte edilebilen bilesiklerin fazlar arasi dagilimi elektrostatik
baglara (iki iyon arasindaki, bir iyon ve dipol arasindaki veya iki dipol arasindaki
elektrostatik baglar), hidrojen baglarina ve kimyasal baglara bagl olarak degisim
gosterir. Genel olarak bilesigin su veya alkol icerisindeki ¢oziiniirligli bilesigin
hidrojen bagi olusturma yetenegine baghdir, bu yetenek ise bilesigin dipol momenti
ile 6l¢iilebilen polarligina baglidir. Kimyasal baglar ise 7 (pi) ve ¢ (sigma) baglarin
kapsayan asit baz etkilesimleriyle iliskilidir [34]. Dolayisiyla ekstraksiyon, teoride

dagilma kanunu uyarinca ifade edilir [35].



Ekstraksiyon, ¢ogu analitik prosediirdeki adimlardan biridir [32]. Genellikle
ekstraksiyon uygulamalari sivi—sivi, kati—sivi ve kati faz bigiminde uygulanir [31].
Ayrica, cesitli matriksi bulunan ve/veya diisiik miktarlarda analit iceren numune
analizlerinde daha giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmek amaciyla
ekstraksiyon yontemleri siklikla kullanilir [33].

Her yontemin kendi avantajlari ve dezavantajlar1 vardir ve ekstraksiyon
yonteminin se¢imi uygulanabilirlik ve ¢evre dostu olmasi gibi gesitli faktorlere
baglidir. Ayrica, eser diizeydeki analitlerin tayin edilmesinde siklikla kullanilan bu
yontemin avantajlari arasinda kolay uygulanabilirligi ve yiiksek geri kazanim
nedeniyle yontemin segiciligi de bulunmaktadir [32, 36]. Dezavantajlari ise;

e Uygulanan yontemin daima tek seferde gergeklesmesi miimkiin olmadigi igin
yapilan tekrar iglemlerinin yiiksek ¢aligma potansiyeli gerektirmesi,

e  Yiiksek calisma potansiyelinin neden oldugu zaman kayiplari,

e Maliyetli olmasi,

e  Yiiksek hacimlerde kullanilan organik ¢oziiciilerin ¢evreye karsi zararh etkiler
olusturmasi seklindedir [35, 36].

Ayrica, yiikksek hacimlerde kullanilan organik c¢oziiciilerin analiz
basamagindan once kesinlikle bir ugurma basamagina gereksinim duyulmaktadir.
Bu nedenle ugurma basamagi uygulanirken, yiiksek uguculuk 6zelligine sahip olan
kimi analitler i¢in ciddi kayiplar olusabilmektedir. Dolayisiyla bu durum analiz
yonteminin hassasiyetini diisiirmektedir. Bu klasik ekstraksiyon yontemlerinin
dezavantajlarindan dolay1 son donemlerde daha basit, duyarli, hizli ve spesifik

mikroekstraksiyon yontemlerine duyulan ilgi giderek artmaktadir [36].

Son donemlerde, yiiksek ¢oziicli tiikketimine sahip geleneksel ekstraksiyon
yontemlerinin aksine, analit(ler)in ekstraksiyonu ig¢in analitik prosediirlerde
mikroekstraksiyon/onderistirme yontemleri ¢ok popiiler hale gelmistir. SDZ'nin
farkli matrikslerde ekstraksiyonu i¢in dispersif mikro kati faz ekstraksiyonu [32],
bulut noktast mikroekstraksiyonu [37], manyetik kati faz ekstraksiyonu [38],
degistirilebilir hidrofiliklik ¢6ziicii bazli sivi faz mikroekstraksiyonu [39], ultrason
destekli dispersif sivi—sivi mikroekstraksiyonu [40] ve diisiik sicaklikta bolimleme
mikroekstraksiyonu [41] gibi bircok farkli mikroekstraksiyon prosediirii

bildirilmistir.



1.4 Mikroekstraksiyon

Klasik yontemlerde kullanilan, toksik etkiye sahip organik c¢oziiciilerin
yiiksek miktarlarda kullanimi ¢evre kirliligine neden oldugu i¢in hem dogaya hem
de insan sagligina kars1 biiylik bir tehlike olusturmaktadir [36]. Geleneksel s1vi—sivi
ekstraksiyonu (LLE) ve kati—faz ekstraksiyonu (SPE) evrensel olarak kullanilan
yontemlerdir fakat uzun siiren ekstraksiyon, fazla miktarda toksik c¢oziici
kullanimi, ¢oklu ekstraksiyon adimlari, biiyilk numune miktarlar1 ve olusan atik
gibi baz1 dezavantajlara sahiptirler. Bu olugan dezavantajlar1 dengelemek amaciyla,
esas olarak LLE ve SPE'nin temel prensiplerine dayali olarak mikroekstraksiyon
yontemleri gelistirilmistir [42].

Ideal numune hazirlama teknikleri hizli analiz, kullanimi kolay, ucuz, az
miktarda numune kullanimi, yiiksek ekstraksiyon ¢iktisi, analitin geri kazanimi ve
bir¢cok analitik cihaza uygulanabilir olmalidir [31, 42]. Mikroekstraksiyonun ana
endiselerinden bir digeri, toksik kimyasallarin ¢ok az kullanimimin veya hig
kullanilmamasinin tesvik edildigi ve tiretilen ati§in ¢evreye salinmasinin minimum
diizeyde veya giivenli oldugu yesil kimyaya uygunluktur [42]. Ayrica, klasik
ekstraksiyon ¢oziiciileri suya gore yiiksek yogunlukta olan kloro benzen, kloroform
ve tetrakloro metan gibi ¢oziiciiler ile sinirlidir ve bu tarz ¢6ziiciilerin tiimii zehirli
ve ¢evre diigmanidirlar [33]. Bununla ilgili olarak, yeni egilim organik ¢oziicii
tiketimini minimum diizeylere indirgemek, numune hazirlama adimin
kolaylastirma ve kiiciiltme seklindedir [31]. Eser kimyasal tiir analizlerinin
yapilabilmesi ve uygulanan zenginlestirme yontemi sonucunda makul sinyalin
gozlenmesi i¢in eser kimyasal tiir derisiminin belirli bir seviyenin ilizerinde olmasi
gerekir [35]. Bunun i¢in mikroekstraksiyon yontemlerine karst duyulan ilgi 6nemli
derecede artmistir [31]. Analitik mikroekstraksiyon yontemleri, numune hazirlama
alaninda basitlik, minyatiirlestirme ve zaman verimliligi konularimi ele alan 6nemli
bir gelismeyi temsil eder [43, 44]. Mikroekstraksiyon yontemleri;

o Klasik LLE ve SPE yontemlerinde kullanilan toksik ve maliyetli ekstraksiyon

stvilarinin kullanimini mikrolitre diizeylerine indirgenmesi,

o Buharlastirma ve saflastirma gibi uygulamalara ihtiyacin kalmamast,
o Yiiksek oranda zenginlestirme,
. Ekstraksiyon ve zenginlestirme islemlerinin yam sira, ayirma isleminin de

uygulanabilmesi,
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o Otomasyonun yapilabilmesi,

o Ekstraksiyondan sonra alinan 6rnegin direkt Gaz Kromatografi (GC), Kapiler
Elektroforez (CE) ya da Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC)’ye
enjekte edilebilmesine olanak saglamasi gibi avantajlardan kaynakli son
donemlerde klasik LLE, SPE ve kati-s1vi ekstraksiyon yontemlerinin yerlerini

almaya baglamiglardir [31, 45].

Son donemlerde eser kimyasal tiirlerin zenginlestirilmesi i¢in gelistirilmis
olan mikroekstraksiyon yontemleriyle birlikte organik ¢oziiciiye duyulan ihtiyag
minimuma indirilmistir [35]. Ayrica, ¢evresel analizlerde (pestisitler, hormonlar),
gida analizlerinde, toksikolojik ve adli amaglarla biyoanalizde veya doping
analizinde bir¢ok mikroekstraksiyon yontemi gelistirilmistir [44]. Kisaca, numune
hazirlama yontemi olan mikroekstraksiyon yontemi yesil kimya prensiplerine
uygun ve g¢evreye karst duyarli, ¢ozlicii miktarint en aza indirgeyen, numune
hazirlama basamaginin siiresini diisiiren, yliksek zenginlestirme faktorii saglayan,
kisa siire igerisinde gerceklesen ve laboratuvarlarda bulunan basit/klasik aletlerle

uygulanabilen bir numune hazirlama yontemidir [46].

1.4.1 Mikroekstraksiyonun siiflandirilmasi

Alisagelmis numune hazirlama tekniklerinin neden oldugu siirlamalari
gidermek ve uygun bir teknik i¢in ekstraksiyon yontemlerinin minyatiirlestirilmesi
amacglanmistir  [47]. Mikroekstraksiyon yontemleri genellikle iki gruba
ayrilmaktadir, bunlar Kati Faz Mikroekstraksiyon (SPME) ve Sivi Faz
Mikroekstraksiyon (LPME) yontemleridir [36].

Mikroekstraksiyonun olusumu Pawliszyn ve arkadaslar1 tarafindan
gerceklestirilen calismayla agiklanmistir. 1990’larin basinda ve o zamandan bu
yana, mevcut yontemlerde yeni gelismeler ve modifikasyonlarda bir artis
yasanmustir. Bu nedenle genel olarak literatiirde SPME ve LPME yontemlerini
aciklayan cesitli mikroekstraksiyon terminolojileri ile kisaltmalar1 bulunmaktadir.
Mikroekstraksiyon  yontemlerinin  kisaltmalar1  ¢ogunlukla  ekstraksiyon
verimliligini artirmak amaciyla kullanilan pargalama veya numune calkalama
tiirliinii icerir ve bunlar arasinda ultrasonik destekli (UA), mikrodalga destekli

(MA), vorteks destekli (VA) ve hava destekli (AA) yontemler bulunur. Cesitli
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analitler icin kullanilan yaygin mikroekstraksiyon yontemlerinin bir listesi

Cizelgel.2’de sunulmaktadir [42].

Cizelge 1.2 Yaygin mikroekstraksiyon yontemlerinin siniflandirilmasi [42]

Genel
Mikroekstraksiyon Yontemi Kisaltmalar
Siniflandirma
Dispersif s1vi-s1vi mikroekstraksiyon DLLME
Siral1 enjeksiyon dagitici sivi-sivi
] ] SI-DLLME
mikroekstraksiyon
Headspace-tek damla mikroekstraksiyon HS-SDME LPME
Dogrudan asili damlacik mikroekstraksiyon DSDME
Dogrudan daldirma tek damla mikroekstraksiyon DI-SDME
Oyuk (Hollow) fiber s1v1 faz mikroekstraksiyon HF-LPME
Karigtirma ¢ubugu emici ekstraksiyon SBSE
Headspace kat1 faz mikroekstraksiyon HS-SPME
Dispersif mikro-kat: faz ekstraksiyonu DMSPE
Hizlandirilmis kat1 faz dinamik ekstraksiyon ASPDE
Oyuk (Hollow) fiber kat1 faz mikroekstraksiyon HF-SPME
Oyuk (Hollow) fiber 3-fazli siv1
] ) HF-LLLME
mikroekstraksiyon
Kat1 faz nano ekstraksiyonu SPNE SPME
Adsorptif mikroekstraksiyon AuE
Dogrudan daldirmali kati faz mikroekstraksiyonu DI-SPME
Elektro sorpsiyon-giiglendirilmis kat1 faz
) P y S ; EE-SPME
mikroekstraksiyon
Sorbent araylizii ile membran ekstraksiyonu MES1
Coklu karistirma ¢ubugu emici ekstraksiyon MSBSE
Donen disk emici ekstraksiyon RDSE
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1.5 S1ivi—S1iv1 Mikroekstraksiyon Yontemleri

LLE yontemi, bircok standart analitik metotlarda yaygin bir sekilde
kullanilan klasik numune hazirlama yontemidir. Fakat klasik olarak kullanilan bu
LLE yontemi, bagil olarak asir1 toksik organik ¢oziicii ve reaktif tiiketimine, uzun
ekstraksiyon siiresine sahip olmasindan dolay1 maliyetli ve ¢cevre dostu olmayan bir
yontemdir. Bu nedenlerden kaynakli klasik LLE ydnteminin uygulamalarinda
rastlanan problemlerin giderilmesi ya da indirgenmesi amaciyla LLME yontemleri
gelistirilmeye ve kullanilmaya baslamistir [48]. LLME minyatiirize numune
hazirlama metotlarina alternatif olarak 1990’11 yillarin ortalarinda ortaya ¢ikmistir
[49]. Fakat, 1996 yilinda Liu, Dasgupta ve Jeannot, Cantwell LLME yontemlerine
yonelik ilk ¢alismalar1 yapmislardir. Bu calismalarin ardindan, ayn1 senelerde He,
Lee ve Jager, Andrews de LLME yontemleri {izerine olan ¢aligmalarini literatiire
kazandirmiglardir [50]. Bu yontemle ilgili aragtirmalar, bir mikro siringa ignesinin
ucundan asilt duran kiigiik organik ¢oziici damlaciklarinin kullanilmasiyla
basladi. Ancak, farkli dogadaki bilesikleri analiz etmek ve nispeten kisa
ekstraksiyon siireleri kullanarak biiyiik zenginlestirme faktorleri elde etmek igin
yeni yaklagimlar gelistirilmistir [51].

LLME yontemini, klasik LLE’den aywran en onemli fark ekstraksiyon
stvisinin mikrolitre (uL) seviyelerine indirilmesidir. Boylelikle zenginlestirme
islemi uygulanirken, hem ¢oziicii kayb1 onlenir hem de buharlastirma islemine
gerek kalmaz [45]. Bu nedenlerden dolayr LLME hizli analiz basamaklari, ¢evre
dostu olmasi ve daha basit bir yontem olmasindan dolay1 daha ¢ok tercih edilen bir
yontemdir [47]. LLME yontemlerinde ekstraksiyon verimi, yararlanilan
ekstraksiyon ¢oziiciisliniin tiirii ile bu ¢oziiciiniin sulu numunelerde hangi oranda
dagildigina baghidir [36]. LLME uygulamasi, kii¢iik hacimli suyla karigsmayan bir
¢oziicii ile ilgilenilen analitleri igeren sulu bir faz arasinda gerceklestirilir. Alici faz,
iist boslugun ekstraksiyonu i¢in dogrudan numunenin igine daldirilabilir veya
numunenin iizerinde siispanse edilebilir. Alic1 fazin hacmi, yliksek zenginlestirme
faktorlerine izin veren pL veya alt pL araligindadir [51]. Bu yontem sayesinde, sulu
¢oOzeltilerde bulunan analitlerin su ile karismayan farkli bir organik ¢6ziicli igerisine
alinmasiyla ya da apolar fazda yer alan analitlerin polar ekstraksiyon fazina
alinmasiyla ortamdan uzaklastirilip zenginlestirilmesi saglanir. Bdylece, kiiglik

hacimli ekstraksiyon fazina gecen analit en ideal yontemle ayrilir [46].
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Geleneksel LLE yontemlerinde el ile galkalama gibi kolay olan bir islem
uygulanirken, LLME yo6ntemlerinde ise ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin sulu numune
igerisinde etkili bicimde dagilmas1 amaciyla gesitli karistirma tiirleri (sonikasyon,
vorteks, manyetik karistirici gibi) ya da ¢esitli mekanizmalar (hava destekli
yontemler ya da dagitict ¢oziicii kullanilmasi gibi) uygulanmaktadir. LLME
yontemlerinde  ekstraksiyon ile Onderistirme islemleri tek asamada
gerceklesmektedir [36, 52]. Ayrica, Ornegi analize hazirlama ve Onderistirme
islemleri i¢in son zamanlarda yaygin olarak kullanilan giiglii bir metottur [49].
Fakat diger metotlarda oldugu gibi bu metotta da baz1 dezavantajlar s6z konusudur.
Bu dezavantajlar; hizli karigtirmaya bagli olarak organik damlanin kirilmasina
neden olma egilimi, hava kabarciklarin olusmasi, ekstraksiyonun uzun siirmesi ve

¢ogu durumda dengeye ulasamama durumu 6rnek olarak verilebilir [53].

151 Sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemlerinde kullanilan yeni nesil

coziciiler

Son donemlerde LLME yontemlerinde atik tiretimini azaltan, non-toxic,
minimum diizeyde kullanilmas1 ile kantitatif sonuglar gozlenebilen (pL
diizeylerinde), kisa siireli uygulama saglayan, yesil kimya ilkelerince ¢evreye zarar
veren s1v1 faz ekstraksiyon caligmalar i¢in kullanilan geleneksel ¢oziiciiler yerine
cevreye verdigi zar minimum diizeylere getirilmis yeni nesil yesil ¢oziiciiler
kullanilmaktadir [46]. Analitik kimya alani, kimyanin en degerli dallarindan biri
olup, son donemlerde yesil kimyaya gosterilen ilgi ile bu alana uygun yontemler
gelistirilmeye baglanmigtir ve bu alan igin yeni nesle uygun olan Yesil Analitik
Kimya ismi verilmistir [54, 55].

(Coziiciiler, oncelikli olarak ilk sirada yer alan kimya endiistrisi ile tekstil,
gida, kagit tlirevleri, biyokiitle, farmakoloji gibi ¢ok sayidaki ¢esitli endiistri
alanlarinda siklikla kullanilmaktadir. Laboratuvar boyutlu ¢alismalarda ise sentez,
pirifikasyon, ekstraksiyon/mikroekstraksiyon gibi proseslerde kullanim alani
bulunmaktadir. Stvilarin ¢oziicii olarak kullanilmasi amaciyla birtakim 6zellikleri
karsilamalar1  gerekmektedir. Ornek olarak agiklamak gerekirse, calisma
ortamlarina bagli sicaklik ve basinglarda sivi fazda bulunabilmeli, ticari saflikta
olabilmeli veya basit bir sekilde saflastirilabilmeli ayrica az maliyetli olmalidir [56,
57].
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Yeni nesil yesil ¢oziicilerin en Onemli Ozellikleri non-toxic, geri
dondistiirtilebilir, ugucu olmayan ve sentezi i¢in diisiik maliyet gerektiren ¢oziiciiler
olmalar1 olarak siralanabilir. Klasik olarak kullanilan tehlikeli ¢oziiciilerin yerine,
siirdiiriilebilir dongiliyli destekleyen yeni nesil yesil c¢oziiciilerin kullanimi
desteklenmelidir [57].

Yaygin olarak en ¢ok kullanilan yesil ¢oziiciiler;

. Derin Otektik Céziiciiler (DES),

. Stirfaktanlar (Yiizey Aktif Maddeler),

. Iyonik Sivilar (IL),

. Stiperkritik Akiskanlar/Sivilar,

. Biyolojik olarak tiiretilen ¢oziiciiler dahil olmak tizere, ¢evreci yesil ¢oziicii

alternatifleri kullanilmaktadir [58, 59].

1.6 Derin Otektik Céoziiciiler

DES’ler genel olarak IL ile pek ¢ok benzer 6zellik gdsterdiginden dolayi,
IL’larin yeni bir sinifi olarak kabul gérmektedir. Benzer 6zelliklerinden dolay1 DES
ve IL terimleri birbirlerinin yerine kullanilabilir, fakat bunlarin gercekte iki farkl
¢oziicli tiirii oldugu bilinmelidir. DES’ler, farkli anyonik ve/veya katyonik tiirleri
kapsayabilen bir otektik Lewis asidi ya da Brensted bazi karistmindan olusan
sistemlerdir. Ayrica, DES’lerin IL’lar ile fiziksel 6zellikleri benzer olmasina
ragmen, kimyasal 6zellikleri bakimimdan 6nemli derecede farklidir [60]. DES'lerin
IL’lara gore daha ucuz olmasi, daha kolay hazirlanmasi ve ¢evreye daha az olumsuz
etkisi olmasi gibi avantajlart vardir [61]. Ayrica, hedefe 6zel olacak sekilde
ayarlanabilirler. Literatiirde bildirilen DES'lerin ¢ogu hidrofiliktir [62]. Bununla
birlikte, sulu numunelerde hidrofilik DES'lerin kullanimi, su ile hidrojen bagi
etkilesimleri nedeniyle pratik uygulamalarini sinirlar [63]. Bu nedenle, son yillarda
arastirmacilar tarafindan yeni bir DES sinifi olan, diisiik viskoziteli hidrofobik DES
kullanilmigtir [64]. Bilinen toksik etkileri olan ve geleneksel olarak kullanilan
¢oziicli sistemlerini degistirmek icin ¢cevre dostu ve yeni nesil ¢oziicliler gelistirmek
amaciyla yesil kimya tizerinde ¢alisilmaktadir [65].

DES’ler hidrojen bag etkilesimleri yoluyla olusur [33]. DES'ler genellikle bir
hidrojen bagi alicisi (HBA) ile bir hidrojen bag vericisi (HBD) uygun molar
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oranlarda karigtirilarak hazirlanir [66]. Yani DES olusumunda, bilesikler arasinda
kovalent bag degil, hidrojen bagi meydana gelmektedir [56]. DES’ler diisiik 6rgii
enerjisine ve dolayisiyla diisiik erime noktalarina sahip biiyiik, simetrik olmayan
iyonlar igerir. Genel olarak bir kuarterner amonyum tuzunun bir metal tuzu ya da
hidrojen bag vericisi ile komplekslestirilmesi sayesinde elde edilirler [60]. Otektigi
olusturan HBA ve HBD arasindaki oran, bilesenlerin karsilikli baglanma
yeteneklerine baghdir [59]. DES’ler genellikle oda sicakligi ve 70 °C araliginda sivi
fazda bulunur [33].

Ekstraksiyon isleminde DES’lerin kullanilmasinin en énemli nedeni olarak;
yiiksek ¢6zme yetenekleridir, yani molekiiller arasindaki hidrojen bagi olusumunu
kolaylastiran proton ve elektron alma/verme yetenekleri gosterilmektedir. Bunun
yant sira, viskozite ve polarite gibi ayarlanabilir fizikokimyasal 6zellikleri
sayesinde DES’lerin kullanim1 ekstraksiyon siireglerinde 6nem arz etmektedir [56].
DES’lerin, klasik ¢oziiciiler yerine tercih edilmesinin temel nedeni ¢ok fazla
avantajinin olmasindan kaynaklanmaktadir. Oncelikle, DES’lerin polaritelerinin
fazlaca yliksek olmasindan dolayi, klasik ¢oziiciilerde ¢oziinemeyen seliiloz tarzi
bir¢ok organik veya inorganik maddeyi ¢ozebilme kabiliyetine sahiptir. DES’ler;
organik maddelerden olusan diisiik maliyetli, biyobozunur, yanici ve ugucu
olmayan, ¢evre dostu, hazirlanmasi basit, kokusuz ve renksiz ¢oziiciilerdir. Ayrica,
sudan daha yiiksek yogunluga sahip olan DES’ler yiiksek viskozite ve diisiik iyonik
iletkenlige de sahip coziiciilerdir. Son donemlerde yukarida agiklanan avantajlari
sebebiyle DES’ler dikkat ¢eken bir konu haline gelmistir [33, 67].

Ik diisiik viskoziteli hidrofobik DES calismasi, Van Osch ve arkadaslar
(2015) [68] tarafindan sulardan ugucu yag asitlerinin ekstraksiyonu i¢in ¢esitli
kuaterner amonyum tuzlar1 ve organik karboksilik yag asidi dekanoik asit
kullanilarak hazirlanan DES'e dayaniyordu. Ek olarak, piriivik asit, asetik asit,
laktik asit ve laurik asit gibi farkli alkil zincir uzunluklarina sahip ¢esitli dogal yag
asitlerinin kullanimina dayanan bir baska diisiik viskoziteli hidrofobik DES bazli
calisma; kafein, triptofan, izoftalik asit ve vanilin ekstraksiyonu gerceklestirildi
[69]. Ultrason destekli, hava destekli, girdap destekli, c¢alkalayici destekli,
efervesan destekli, sicaklik kontrollii ve mikrodalga destekli gibi bir¢ok farkli
uygulamay1 i¢eren mikroekstraksiyon g¢aligmalari, numune ¢ozeltisi ile DES fazi
arasindaki verimi ve kiitle aktarim hizin1 artirmak i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir [70, 71].
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1.6.1 Derin otektik ¢oziicii tiirleri

IL’1ar ayr1 bir anyon ve katyon icerirken, DES’ler farkli anyonik ve
katyonik tiirlere sahip Lewis veya Bronsted asitleri ve bazlarinin 6tektik
karisimlarini igerir. Otektik bir karisim olusturabilecek ¢ok sayida olast HBD ve
HBA kombinasyonu vardir [72]. DES’ler genel olarak dort tiire ayrilir. Bu dort tiir
DES, Cizelge 1.3’te verilen HBA ve HBD tiiriine gore birbirinden farklilik
gostermektedir [73].

Cizelge 1.3 DES’in siniflandirmasi [73]

Tiir Tanim Formiil Sartlar Ornekler

Kuarterner tuz ve metal M = Zn, Sn, Fe, ChClI +

I Cat"™X + zMCly

halojentir Al, Ga, In ZnCl>
1" Kuarterner tuz ve Cat"™X + M = Cr, Co, Cu, ChClI +
hidratlt metal halojentir zMClx.yH20 Ni, Fe CoCl2.6H20
Kuarterner tuz ve . Z = CONHgo, ..
I hidrojen bag1 vericisi jeel’ X GggR7 COOH, OH ChCI+ Ure
M = Al, Zn
Metal halojeniir ve Ve -
v hidrojen bag1 vericisi MCly +zRZ Z = CONHgy, ZnClz + Ure
OH
DES’ler genel bir formiille tanimlanabilir;
CattX~zY Q)

Formiilde verilen Cat™ prensipte herhangi bir amonyum, fosfonyum ya da
stilfonyum katyonudur ve X bir Lewis bazidir, genellikle bir halojeniir anyonudur.
Karmagik anyonik tiirler, X ile bir Lewis ya da Brensted asidi olan Y arasinda
olusur (z, anyonla etkilesimde bulunan Y molekiillerinin sayisin1 belirtir). Ayrica,

MCly bir metal kloriirii ifade eder ve RZ’de bir organik bilesiktir [73, 74].

Halojentlir tuzu veya HBA ve HBD arasindaki ana etkilesimler esasen
hidrojen baglaridir, ancak ara sira elektrostatik kuvvetler ve van der Waals

etkilesimlerinin de kurulmasi muhtemeldir. Deneysel ve teorik ¢alismalar, genel
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olarak DES’deki hidrojen baglarinin en yiiksek fraksiyonunun molekiil ici
oldugunu ve HBD ile halojeniir anyonu arasinda olustugunu goéstermistir [75].
Calismalarin  ¢ogu, kuarterner amonyum ve imidazolyum katyonlarina
odaklanmistir ve 6zellikle kolin kloriir kullanan daha pratik sistemlere vurgu
yapilmistir [ChCI, HOC2HsN"(CH3)3CI] [73]. Derin 6tektik bir ¢oziicliniin

olusumunun sematik bir gosterimi Sekil 1.3'de sunulmaktadir [74].

Hidrojen Bag1 Alicisi Hidrojen Bagi Vericisi Derin Otektik Coziicii

08‘ 0 ‘ oo‘o . .Q.'

08' 00 + o, — 8 _‘ .
YN ‘0 o
[? c,‘o

ChCI Mol oram 1:2 Ure ChCI-Ure

Sekil 1.3 ChCl ve iire ile gosterilen derin Otektik bir ¢oziicliniin olusumunun
sematik gosterimi [74].

Ayrica, DES’in ortak bilesenleri Sekil 1.4°te gosterilmektedir. Listelenen
tirler arasinda ¢alismalarin cogu, amidler, asitler ve alkoller gibi hidrojen baglari
olusturabilen bilesiklerle kombinasyon halinde kullanilan, giivenli, ucuz ve toksik

olmadigi bilinen dortlii amonyum katyonlarina odaklanilmistir [74, 75].

18



Hidrojen Bagi Alicisi Hidrojen Bagi Dondri
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Kolin Kloriir

Klorfir Bromflr Asetamid Benzamid
Bu |
. > [
i+(r /N\‘_/\OH "O/Y\O" NH/\N
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Bu =
Tetrabutilamonyum N-Benzil-2-Hideoksi-N,
2 . N-Dimeti] Etanamidyum Gliserol Imidazol
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Y Trimetil Etanamidyum Malonik Asit Glukoz
Kloctr Klorir

Sekil 1.4 DES olusumunda yaygin olarak kullanilan baz1t HBA ve HBD 6rnekleri
[74]

1.6.2 Derin otektik ¢oziiciilerin 6zellikleri

DES’ler diisiik buhar basinci, diisiik toksisite, diisiik yanicilik, ¢oziicliyli
olusturan bilesenlerin iyi huylu dogasi1 ve diisiik maliyet gibi 6zelliklerinden dolay1
yesil iyonik ¢6ziiciilerin yeni bir sinifi olarak siniflandirilmaktadir [76]. Cevre dostu
ve sirdiiriilebilir proseslere olan talebin artmasi nedeniyle DES’lerin uygulama
alanlar1 siirekli artmaktadir [72, 76]. Bu agidan bakildiginda DES'lerin
ozelliklerinin performansi tizerinde 6nemli bir rolii vardir. DES’ler i¢in en yaygin
olarak bildirilen fiziksel 6zellikler yogunluk ve viskozitedir, ¢linkii bunlar kimyasal
islemlerde kiitle transfer operasyonlarinda DES'in uygulanabilirligini belirleyen
ana Ozelliklerdir [72, 75].

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, gida numunelerinde SDZ’nin verimli

ekstraksiyonu icin diisiik viskoziteli hidrofobik DES’lerin kullanim siirecini
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aciklamaktadir. Analitik yontem, UV-VIS spektrofotometresi ile tespit edilen yeni,
basit ve yesil sonikasyon destekli DES bazli sivi—sivi mikroekstraksiyonunun (SA-
DES-LLME) bir kombinasyonunun kullanilmasini iceriyor. On deneyler 1s181nda,
bu yaklagimin ¢ok basit olmas1 ve deneysel ¢calisma sayisinin az olmasi nedeniyle
yontemin O6nemli parametreleri Merkezi Kompozit Tasarim (CCD) kullanilarak
optimize edilmistir.  Yesil analitik kimya ilkelerine uygun olarak,
mikroekstraksiyon asamasinda yiiksek derecede toksik organik ¢oziiciiler yerine

cevre dostu diisiik yogunluklu DES'ler kullanilmustir.

1.7 Optimizasyonda Deneysel Tasarim

Analitik kimyada geleneksel olarak yapilan optimizasyon, bir degiskenin
deneysel sonuglar tizerindeki etkisini izlemektir ve sadece bir degisken degistirilip
diger tim degiskenler sabit tutulmaktadir [77]. Herhangi bir optimizasyon
prosediirii, genel olarak hedef fonksiyon adi ile tanimlanan 6nceden tanimlanmis
olan kriterleri maksimize ya da minimize etmek amaciyla bagimsiz degisken adi
verilen belirlenmis olan kosullarin degistirilmesini icerir [78]. Yapilan bu
optimizasyon geleneksel tek faktor optimizasyonu olarak adlandirilmaktadir [77].
Proses kosullarinin optimizasyonu birtakim deneyler gerektirmektedir. Deneysel
bir tasarim metodolojisinin, maksimum miktarda karmasik bilgiyi ¢ikarmak,
onemli deneysel zamandan ve ayrica analizler i¢in kullanilan malzemeden ve
kisisel maliyetlerden tasarruf etmek i¢in ¢ok ekonomik olmasi 6nemlidir [79].

Klasik deneylerde incelenen belirli bir olay vardir ve bu olay1 etkileyen cesitli
faktorlerden sadece bir tanesi segilerek gerekli hipotez olusturulur. Fakat, olay ile
olay1 etkileyen diger faktorler arasinda olusan etkilesimi belirlemek ve
matematiksel bir model meydana getirmek igin belirli bir yontem yoktur [80]. Bu
sebeplerden dolayi, geleneksel optimizasyonun en Onemli sorunu yapilan
calismalarda bulunan degiskenler arasinda interaktif bir etkinin olmamasidir. Bu
nedenle bu teknik, parametrelerin sonuglar iizerindeki etkisini tam olarak
gostermemektedir [77]. Deneysel tasarim ise bu noktada arastirmaciya yardimci
olmakta ve olayimn biitiin faktorleriyle birlikte incelenerek gercege en ¢ok uyan

modelin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir.
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Deneylerin istatiksel bigcimde tasarlanmasinin amaglart,

o Deney sayisinin minimum diizeylere indirgenmesi,
. Belirlenmis olan degisken i¢in, en fazla etkili olan faktorlerin belirlenmesi,
. Belirlenmis olan degisken i¢in, amaglanan degere en ¢ok yaklasan kontrol

faktorlerinin belirlenmesi,

. Degiskenligi minimum diizeylere indirebilecek kontrol faktorlerinin
belirlenmesi,

o Istatiksel tahminlerde minimum diizeyde hata yapilmasi,

o Kontrol edilemeyecek olan faktorlerin etkisini minimum diizeye indirgeyecek

faktorlerin belirlenmesi,

o Elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi ve yorumlanmasinin kolay olmast,
o Analiz sonuglarmin gergekte elde edilebilirliginin saglama alinmasi olarak
ozetlenebilir.

Deneysel tasarim, uygulanacak olan deneylerin planlanmasinda etkin bir
¢ozlim yontemi olmasinin yani sira gecgerli ve tarafsiz bilgiye en kisa siirede
ulagilmasini saglamaktadir [80, 81]. Tek faktor optimizasyonundaki dezavantaj ise
arastirma ile ilgili yapilmasi gereken deney sayisinin artmasidir. Deney sayisinin
artmasi sonucunda ise siire, materyal ve kimyasal madde tiikketimi de artmaktadir.
Bu sorunun giderilmesi i¢in de analitik prosediirlerin optimizasyonu ¢ok degiskenli
istatiksel tekniklerin kullanilmasi ile ger¢eklesmektedir. Analitik optimizasyon i¢in
kullanilacak olan c¢ok degiskenli istatiksel tekniklerden en ideali Yiizey Yanit
Metodudur (RSM) [77]. RSM birgok farkli degiskenlerin, bagimli olan degiskenin
degerini optimize etmek amaciyla istatiksel ve matematiksel tekniklerin birlikte
kullanilmasina olanak saglayan bir yontemdir. RSM’de bagimli degiskenler yanit
olarak degerlendirilirken, bagimsiz degiskenler ise faktor olarak degerlendirilir.
RSM, yanmitin ¢ok sayida faktdrden etkilendigi islemlerin analizinde,

modellemesinde ve optimizasyonunda kullanilmaktadir [82, 83].

Mikroekstraksiyon ¢alismalarinda etkili parametreleri belirlemek ve
performans iyilestirmesini gerc¢eklestirmek icin RSM’ye dayali taguchi, tam
faktoriyel tasarim, merkezi kompozit tasarimlar (CCD) ve Box-Behnken
tasarimlar1 (BBD) gibi deneysel tasarim yontemleri kullanilmaktadir [84]. Deney

tasariminda istatistiksel olarak faydali bir yontem olan RSM’nin en sik kullanilan
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optimizasyon modelleri, CCD ve Box-Behnken tasarimidir [82]. Ayrica tek
degiskenli optimizasyon stratejisine gore bu yontemler optimizasyon adimini daha
az deneme ile tamamlamada ve parametreler arasindaki etkilesimi agiklamada
yardimec1 olmaktadir. Bu o6zelliklerinden dolay1r optimizasyon basamaginda

deneysel tasarimin uygulandigi ¢alismalar son yillarda artis gostermistir [84].

1.7.1 Merkezi kompozit tasarim

CCD ikinci dereceden tasarimlarda en c¢ok kullanilan yontemlerin basinda
gelmektedir [85]. CCD, deney igerisinde optimum degerlerin bulunmasi
maksadiyla kullanilir [81].

Tasarim, iki-seviyeli deneyler i¢in tanimlanmis birden fazla faktorli deneyler
tam veya kesirli deneyler seklinde olusturulabilir. Kesirli deneylerde Co6ziim-V
olusmaktadir. k; faktoriyel noktalar olmak tizere CCD, Sekil 1.5’de gosterildigi gibi
deneyin olusturulacag noktalar 2k sayida eksende, 2" sayida kiip noktasinda ve nc

sayida merkez noktasinda meydana gelmektedir [80, 86].

Cizelge 1.4 CCD';m deney noktalar1 [86]

X1 X2 Xk
-1 -1 -1
-1 -1 1
:i i _i 2% gok etkenli deneye ait
1 1 1 nokta
1 1 1 (kiip noktalarr)
1 1 -1
1 1 1
-0 0 0
o 0 0
0 -0 0
0 o 0
2k eksen noktast
0 0 -0
0 0 o
0 0 0
0 0 0 N merkez noktasi
0 0 0

22



Modelde bulunan faktorlerin minimum iki diizeyli olma zorunlulugu vardir.
Olusturulmak istenen bu ikinci dereceden modelin ana etkileri ve birinci dereceden
interaksiyon etkileri 2k denemesinden elde edilirken, merkez noktalarin yardimi ile
sistemin egriselligi test edilmis olur. Eksen noktalar1 yardimiyla modelde yer alan
karesel terimler tahmin edilir [80, 86, 87].

CCD’de deney sayist asagidaki formiille belirlenir;

N =2k + 2k + n, 2

N: Deney sayist,
k: Faktor sayist,

nc: Merkez noktada yapilan tekrar deneylerinin sayisini belirtmektedir [88].

1.8 Analitik Parametreler

Analitik bir prosediiriin dogrulugunu kanitlamak i¢in yapilan validasyon
caligmalari, laboratuvarda uygulanan prosediirde metot ve yontem performansina
yonelik ihtiyaclarin karsilanmasi igin tespit edilen islemdir [89]. Gelistirilen
yontemin validasyon parametreleri segilen optimum kosullarda belirlenir.
Aragstirllacak validasyon parametreleri ve onlarin nasil hesaplanacagi asagidaki

formiiller ile aciklanmistir.

Dogrusal aralik: Analitin derisimi ile ortaya c¢ikan analitik sinyal arasindaki

korelasyonun bir 6l¢iisiidiir. Bu parametre, SDZ’nin farkli derisimlerdeki standart
¢ozeltisinin model ¢ozeltilere veya matriks uyumlu ¢6zeltilere eklenmesi ve buna

gore degisen analitik sinyalin kaydedilmesiyle belirlenir.

Tespit limiti (LOD): Analitik kalibrasyon egrisinin niceliksel sinirlar1 disindaki en

diisiik derisimdir. Bu parametre asagidaki denklemden hesaplanir.

LOD = 3 X Si3,./m 3

Burada Sier, kor ¢ozeltinin tekrarlanan olgtimlerin standart sapmasidir; m,

kalibrasyon egrisinin egimidir.
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Tayin limiti (LOQ): Analitin dogru ve kesin olarak belirlenebildigi en diisiik

derigim olarak tanimlanir. Bu parametre asagidaki denklem kullanilarak hesaplanir.

LOQ =10 X si5,./m (4)

Burada Sier, kor ¢ozeltinin tekrarlanan olgtimlerin standart sapmasidir; m,

kalibrasyon egrisinin egimidir.

Bagul standart sapma (BSS): Analitik bir yontemin kesinligini ifade eder. Ayni

sekilde elde edilen tekrarli sonuglar arasindaki uyumun Olgiisiidiir. Analitik
yontemde genel olarak BSS'nin %5 ten az olmasi istenir. BSS'yi hesaplamak i¢in

asagidaki formiil kullanilir.

BSS(%) = [s/%] X 100 (5)

Burada s, analitik veri setinin standart sapmasi ve X, bu veri setinin

ortalamasidir.

Zenginlestirme faktorii (EF): Gelistirilen analitik yontem kullanilarak analitin

derisiminin kag kat artirlldigini gosterir. EF'yi hesaplamak i¢in asagidaki formiil

kullanilir.
EF = COlgﬁm/CBa$langlg (6)

Burada Coigim, mikroekstraksiyondan sonra 6lgiilen fazdaki SDZ derisimidir

Ve Cgaslangic, SDZ’nin baglangi¢ soliisyonundaki derisimidir.

On deristirme faktorii (PF): Bu deger baslangictaki numune hacminin final hacme

oranindan hesaplanir. PF’yi hesaplamak i¢in formiil asagida verilmistir.

PF = VBaslangu; Hacim/ VFinal Hacim (7)

Burada VBa§lang1g Hacim, baslangl(;taki numune hacm| ve VFinaI Hacim,

zenginlestirmeden sonraki final hacmidir.
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Geri kazanim (%): Yontemin dogrulugunu arastirmak igin kullanilir ve geri

kazanim asagidaki formiile gére hesaplanir;

Geri Kazamim (%) = [(CBulunan - COrnek)/CEklenen] x 100 (8)

Burada Cekienen, ekstraksiyondan once model ¢ozeltisine eklenen standart
SDZ derisimini ifade eder; Cguyiunan, analitik yontemin uygulanmasi sonucunda
bulunan SDZ derisimini ifade eder ve Comek, ckleme Oncesinde numune

¢Ozeltisindeki SDZ miktarinin belirlenmesini ifade eder.

Matriks etkisi: Farkli tiirlerin varliginda analit i¢in analitik yontemin segiciligini

ifade etmek icin kullanilir. Bu faktor asagidaki formiile gore hesaplanir.

Matris Etkisi = [m;/m5,] X 100 9)

Burada mji, model ¢o6ziimlerinin kalibrasyon grafiginin egimidir ve mp,

matriks uyumlu kalibrasyon ¢dziimlerinin egimidir.

Saglamlik: Deneysel calismalarin laboratuvar ortamindan kaynakli birtakim kiiciik
sapmalarin ve bunlarin analiz sonuglari {izerindeki etkisini inceler. Unsurlarin
tanimlanmasinin ardindan, her unsur tlizerinde kiiciik degisiklikler uygulanir. Elde
edilen sonuclar1 O6nemli derecede etkileyen unsurlarin metot protokoliinde
aciklayict bigimde tanimlanmasi gerekmektedir. Metot parametrelerinde rutin
islemler uygulanirken kiiciik degisikliklerin analiz sonucuna etkisi ne kadar az ise

uygulanan metot da o kadar saglamdir [89, 90].
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 Cihazlar

Spektrofotometrik analiz i¢in 500 puL kuvars hiicreli (Fisher, Almanya) bir
Ultraviyole-Goriiniir Spektrofotometri (UV-VIS) (Shimadzu, 1800 model, Kyoto,
Japonya) kullanildi. Diisiik viskoziteli hidrofobik DES'leri dagitmak icin bir
ultrasonik banyo (SK5210LHC Kudos, Sangay, Cin) kullanildi. Faz ayrimini
saglamak icin santrifiij (320R model Universal Hettich, Londra, BK) kullanildi.
Cozeltilerin pH’1n1 ayarlamak amaciyla bir dijital pH metre (Sartorius Docu-model,
Kuzey Amerika) kullanildi. Optimizasyon adimi, bir istatistiksel paket yazilim
sirimii ~ (Design-Expert  12.0.1, Stat-Ease, Minneapolis)  kullanilarak
gerceklestirildi. Ultra saf su, Direct-Q3 UV Millipore sistemi (Molsheim, Fransa)
ile elde edildi.

2.2 Kimyasallar

Tiim kimyasallar analitik siniftaydi ve daha fazla saflastirilmadan kullanildi.
Diistik viskoziteli hidrofobik DES’lerin hazirlanmasi icin laurik asit, dekanoik asit,
1-dodekanol ve n—oktil alkol Merck'ten (Darmstadt, Almanya), metil trioktil
amonyum kloriir [NggsiCl], tetrabutilamonyum bromiir [NassBr] Sigma
Aldrich’ten (Steinheim, Almanya) satin alindi. 4-amino-N-piridin-2-il-benzen
siilfonamid (SDZ) Merck'ten satin alindi. SDZ’in stok ¢dzeltisi (1000 pg mL™Y),
1,01g SDZ’nin metanol i¢inde ¢oziilmesiyle hazirlandi ve karanlikta 4 °C’de
saklandi. Kalibrasyon/caligsma ¢ozeltileri, bu stok ¢ézeltinin ayrisik seyreltilmesi ile
hazirlandi. Optimizasyon caligmalarinda numune c¢ozeltilerin pH’1 borat, sitrat,

fosfat ve Tris tampon ¢ozeltileri kullanilarak ayarlandi.

2.3 Numune Toplama ve Hazirlama

Y ontemin uygulanabilirligini test etmek i¢in; inek siitii, koyun siitii, tam yaglh
slit, yarim yagli siit, ¢igek bali, kestane bali, cam bali, siit tozu, yumurta ve beyaz
peynir dahil olmak {izere gida numunesindeki SDZ’nin ekstraksiyonuna ve tayinine
optimize edilmis SA-DES-LLME yontemi uygulandi. Tiim numuneler Kasim

2022°de Sivas’taki marketlerden satin alindi. Siit Uriinleri, numune hazirlama
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yontemi uygulanana kadar buzdolabinda saklandi. Bu numuneler i¢in uygulanan
numune hazirlama adimlart asagida agiklandi [38]. Birinci adimda siit (5 mL),
yumurta (10 g) ve peynir numuneleri (10 g) 10 mL asetonitril igeren konik tiiplere
aktarildi. ikinci adimda, tiipler 3 dakika 300 rpm’de vortekslendi. Ugiincii adimda,
tiipler 5 dakika boyunca 4000 rpm’de santrifiijlendi ve siipernatan fazi diger konik
tiiplere aktarildi. Son olarak dordiincii adimda, konik tiiplerin nihai hacimleri su ile
10 mL’ye seyreltildi. Bal numuneleri i¢in numune hazirlama adimlar asagida
Ozetlendi [91]. Birinci adimda, 10 mL su i¢eren konik bir tiipe 5 g bal ilave edildi.
Ikinci adimda, tiipler 3 dakika boyunca 300 rpm’de vortekslendi ve 0,45 milipor
filtre kullanilarak filtrelendi. Ugiincii adimda ise, elde edilen ¢ozelti su ile 50 mL’ye
seyreltildi.

2.4 Diisiik Viskoziteli Hidrofobik DES’lerin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada, daha 6nce bildirilen yonteme gore diisiik viskoziteli hidrofobik
DES'ler hazirland1 [92, 93]. HBA olarak Nggs1Cl, Nas4sBr ve dekanoik asit, HBD
olarak laurik asit, 1-dodekanol ve n—oktil alkol kullanildi. Hazirlanan DES'lerin
kimyasal bilesimi ve fiziksel kosullar1 Cizelge 2.1°de sunuldu. Uygulanan deneysel
adimlar kisaca agagidaki gibidir. Birinci adimda, uygun molar oranda HBA ve HBD
tartilarak beherlere ilave edildi ve karistirildi. ikinci adimda, 1sitma tablasina
yerlestirildi ve homojen bir ¢6zelti elde edilene kadar yaklasik 80 °C’ye 1sitildi. Son
olarak tclincii adimda, hazirlanan DES’ler bir desikatorde oda sicakligina

sogutuldu.

Cizelge 2.1 Hazirlanan diisiik viskoziteli hidrofobik DES'lerin bilesimi, kisaltmasi,
molar orani ve erime noktasi

Molar Oran Erime Noktas1

Kisaltma HBA HBD (HBA:HBD) ©C)
DES-1 Nsgs1Cl n—oktil alkol 1:2 -81
DES-2 Naggs1Cl Laurik asit 1:2 15
DES-3 Naaa4Br 1-dodekanol 1:2 1
DES-4  Dekanoik asit  n—oktil alkol 1:2 -55

HBA: Hidrojen bagi alicilari; HBD: Hidrojen bagi vericileri; NggsiCl: Metil trioktil
amonyum klortiir; N4s4sBr: Tetrabiitilamonyum bromiir
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2.5 SA-DES-LLME Prosediiri

CCD ile optimizasyondan sonra, SDZ’nin se¢ici ekstraksiyonu ve tayini i¢in
gelistirilen yontemin deneysel adimlar1 asagidaki gibidir. Birinci adimda, boliim
2.4’te hazirlanan gida numunelerinin 10 mL’si, 50 ug mL? SDZ igeren konik
tiiplere eklendi. Numune ¢ozeltisi ikinci adimda, fosfat tampon ¢ozeltisi 1,0 mol L
! kullanilarak pH 6,2’ye ayarland1. Ugiincii adimda, numune ¢ozeltisinden SDZ’nin
ekstraksiyonunu saglamak igin ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak 760 pL DES-3 (1:2
molar oraninda NasssBr ve 1-dodekanol karigimi igerir) elde edilen karisima ilave
edildi. SDZ’nin kantitatif ekstraksiyonunu elde etmek igin, eklenen DES-3’{in
numune ¢ozeltisinde etkili bir sekilde dagilmasi gerekir. Bu olay1 saglamak icin
konik tiipler ultrasonik banyoya yerlestirildi ve 35 °C’de 1,5 dakika sonike edildi.
Bu asamada bulanik bir ¢ozelti olusturuldu ve oda sicakliginda yaklasik 1 dakika
sonra sulu ¢ozeltinin iizerine SDZ igeren DES faz1 toplandi. Sulu kisim bir mikro
siringa kullanilarak bosaltildi ve kalan DES fazinin son hacmi metanol ile 500
ul’ye tamamlandi. Son olarak elde edilen faz kiivete alinmip, UV-VIS
spektrofotometreye yerlestirildi ve A 281 nm’de kér numuneye karsit absorbans
Olgtimleri alindi. Calismalardan elde edilen UV spektrumlar1 Sekil 2.1°de sunuldu.

Ayrica, yontemin deneysel semasi Sekil 2.2°de sunuldu.

0,45 Numune ¢ézeltisinde 10 ng mL-1 silfadiazin
0.4 {\ Numune ¢ézeltisinde 50 ng mL-1 sulfadiazin
' Numune ¢ézeltisinde 125 ng mL-1 silfadiazin
035 Numune ¢&zeltisinde 175 ng mL-1 sulfadiazin
0,3 f \ Model ¢ézeltide 5 ng mL-1 silfadiazin
" |
E 0,25
S |
s 0.2
<
0,15
01 ==\
0,05 \, i |} - Y .
0 s o
240 260 280 300 320 340

Dalga boyu, nm

Sekil 2.1 SA-DES-LLME prosediiriiniin optimal kosullar1 altinda gergek bir
numuneden ekstrakte edilen SDZ i¢in farkli derisimlerde UV
spektrumu.
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Siilfadiazin

00 NN Siilfadiazin (50 ng mL)
N s’ 5 P 3 N/J Tampon cozelti (pH: 6,2) -
D
N b o P, DES-3 (760 pL) /4

A

I Faz ayirmm I U

[Se\ reltme (\Ietanol)

ve Analiz h_d
Kemometrik Spektrofotometrik analiz
analiz (Dalga boyu: 281 nm)

Sekil 2.2 Yontemin deneysel semasi.

2.6 Optimizasyon Stratejisi

Birincil amag, miimkiin oldugunca az deneyle SDZ ekstraksiyonunu
etkileyen Onemli faktorleri optimize etmektir. On deneyler 1s183inda, SDZ
ekstraksiyonu i¢in 6nemli parametreler olarak pH, DES-3 hacmi, sonikasyon siiresi
ve ekstraksiyon sicakligi gibi degiskenler se¢ildi. Bu degiskenlerin optimizasyonu
icin dort faktorli ve bes seviyeli CCD uygulandi. Dikkate alinan degiskenler pH
(4-10), DES-3 hacmi (200-800 upL), sonikasyon siiresi (1-10 dakika) ve
ekstraksiyon sicakligi (25-50 °C) idi. Olusturulan CCD tasarimi hakkinda ayrintili
bilgi Cizelge 2.2°de sunuldu. Degiskenlerin optimizasyonu igin 6’s1 merkez olmak
tizere toplam 30 deney yapildi. Dort degisken i¢in optimum kosullar ve bu
degiskenler arasindaki etkilesimler belirlendi. Degiskenlerin optimizasyonu

asagidaki ikinci dereceden modele uyuyordu.

Y = Bo + B1X1 + 2X3 + P3X5 + f12X1X5 + B13X1X3 + B3 Xo X3 +
B11X7 + Bar X3 + P33 X3 (10)
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Burada, analitik sonug (Y), degiskenler (X1, X2 ve Xaz), ikinci dereceden

katsayilar (f11, f22 ve f33), dogrusal katsayilar (f1, f2 ve f3), etkilesim katsayilari
(B12, Pi3 ve B23) ve (Bo) bir sabittir.

Cizelge 2.2 SA-DES-LLME prosediirii igin CCD modellemesi

Seviyeler
Parametreler  Sembol Birim

Diisik  Orta  Yiksek -a +a

oH A 4 7 10 34 106
DES-3hacmi B ul 200 500 800 140 860
Sonikasyon siiresi  C dk 1 55 10 0,1 10,9
Ek;g;':ﬁgon D °C 25 675 50 225 525
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1 On Calismalar

Deneysel tasarimdan oOnce, SA-DES-LLME yoOnteminin  6nemli
parametrelerini  belirlemek igin; DES tiirii ve molar orani, numune hacmi,
karistirma tiirii, ekstraksiyon sicakligi, pH, sonikasyon siiresi ve KCI derisimi gibi

ekstraksiyon degiskenleri i¢in 6n ¢alismalar yapildi.

3.1.1 Uygun DES se¢imi

Secilecek ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin sulu ¢ozeltiden kolayca ayrilmast, su ile
karismamasi ve analit ile etkilesiminin yiiksek olmasi tercih edilir. Bu baglamda,
SDZ segici ekstraksiyonu saglamak i¢in dort farkli DES (Bkz. Bolim 2.3)
hazirlandi. Hazirlanan DES'lerin ayni molar oran (1:2) ve hacimde (400 pL) SDZ
geri kazanimi tizerindeki etkisi aragtirildi. DES-1, DES-2, DES-3 ve DES-4 i¢in
elde edilen geri kazanimlar sirasiyla %61,7, %80,6, %91,2 ve %73,9 hesaplandi.
Sonuglardan da goriilebilecegi gibi (Bkz. Sekil 3.1), en iyi SDZ geri kazanimu,
Naa44Br ve 1-dodekanol karisimindan olusan DES-3'ten elde edildi. Bu nedenle,

DES-3, SDZ ekstraksiyonu i¢in uygun ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak segildi.

100
90 -
80 -
70 —
x
€ 60 8
z
T 50
(1]
~
= 40
Q
(U]
30
20
10
0
DES-1 DES-2 DES-3 DES-4
DES tiirii

Sekil 3.1 DES tiirliniin SDZ geri kazanimina etkisi (N=3).
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3.1.2 DES’in molar oraninin etkisi

Uygun DES segildikten sonra, DES’i olusturan bilesenlerin molar orani
ekstraksiyon etkinligini degistirebilir durumdadir. Bu nedenle NassBr ve 1-
dodekanol olusturan DES-3’lin farkli molar oranlarda karistirilarak hazirlanan
DES-3’tin SDZ’nin geri kazanimi tizerindeki etkisi arastirildi. Sekil 3.2’deki
sonuglardan da goriilebilecegi gibi, DES-3’deki 1-dodekanoliin molar orani
arttik¢a SDZ’nin geri kazanimi artmigtir. Burada, DES-3’teki HBD grubunun molar
oranindaki artisa bagl olarak, hidrojen baglarinin olusumu kolaylastirildigi i¢in
SDZ’nin geri kazanimi artmistir. SDZ maksimum geri kazanimi, NsssBr ve 1—
dodekanoliin molar oran1 1:2 oldugunda elde edildi. Bu nedenle, sonraki ¢aligsmalar

icin DES-3’iin molar oran1 1:2 olarak belirlendi.

100

90

80

. __
6

5

4

3

2

1

0

3;1 2;1 1;1 1;2 1;3

DES-3'lin molar orani

Geri Kazanim, %
o o o o o o

o

Sekil 3.2 DES-3’lin molar oraninin SDZ’in geri kazanimlar {izerindeki etkisi
(N=3).
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3.1.3 Karistirma tiiriiniin etkisi

Ekstraksiyon c¢oziiclisii sulu ¢ozeltiye eklendikten sonra, analit ile
etkilesimini artirmak i¢in test tiipleri karigtirllmalidir. Bu nedenle, el ile ¢alkalama,
sonikasyon ve vorteksleme gibi karistirma tiirlerinin SDZ geri kazanimina etkisi
arastirildi. Sonuglar Sekil 3.3°de sunuldu. Her {i¢ karistirma tiirtinde de elde edilen
geri kazanim %70'in lizerinde hesaplandi. SDZ i¢in en uygun geri kazanim,
sonikasyon (%90 <) uygulanarak elde edildi. Dolayisiyla, sonraki ¢alismalar igin

DES’i sulu ¢ozeltiye dagitmak i¢in karistirma tiirli olarak sonikasyon se¢ildi.

100
90
80
70
60
50
40

Geri Kazanim, %

30
20
10

Elile calkalama Vorteks Sonikasyon

Karigtirma Taru

Sekil 3.3 Karistirma tiirii SDZ’in geri kazanimlari tizerindeki etkisi (N=3).
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3.1.4 KCI derisiminin etkisi

DES'in kullanildig1 ¢alismalarda sulu ¢6zeltinin iyonik kuvvetinin artmasi
nedeniyle faz ayrimi kolaylagsabilmektedir. Sulu c¢ozeltideki iyonik kuvvetin
arttirilmasi, molekiiller arasindaki iyonik etkilesimlerin artmasina neden olur. Buna
bagl olarak, hedef analitlerle DES’in molekiiler etkilesimi artabilir. Agiklanan bu
etkileri gérmek i¢in sulu ¢ozeltinin iyonik kuvveti KCI ¢ozeltisi ile ayarlandi. Bu
kapsamda KCI ¢6zeltisi derisiminin SDZ geri kazanimina etkisi %0 ile %1,5 (w/v)
araliginda arastirildi. Sekil 3.4°deki sonuglar, artan KCI1 derisimi ile SDZ’nin geri
kazaniminin degismedigi gozlemlendi. Bu nedenle, sonraki g¢alismalarda KCI

¢Ozeltisi kullanilmada.

100

s ¢t ¢ —¢—9

90

85
80
75
70

Geri Kazanim, %

65
60
55

50
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
KCI ¢ozelti derisimi, % w/v

Sekil 3.4 KCI derisiminin SDZ geri kazanimlar1 lizerindeki etkisi (N=3).
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3.1.5 Numune hacminin etkisi

Numune hacmi, yontemin Onderistirme faktorini (PF) hesaplamak igin
onemli bir parametredir. Ciinkii PF, numune hacminin ekstraksiyondan sonra elde
edilen nihai hacme oranindan hesaplanir. Bu gergekler 1s1ginda numune hacminin
SDZ’in geri kazanimi {izerindeki etkisi 10 mL ile 200 mL arasindaki hacim
araliginda arastirildi (Bkz. Sekil 3.5). Numune hacmi 10 mL-100 mL araliginda
oldugunda SDZ’nin geri kazanimi kantitatifti. Bununla birlikte, 100 mL’den biiyiik
numune hacimlerinde SDZ geri kazaniminda ciddi bir diisiis oldu. Nihai hacim 0,5

mL oldugundan, yukaridaki tanim geregi PF 200 olarak hesaplandi.

100 1
90
80
70
60
50

40

Geri Kazanim,%

30
20
10

15 35 55 75 95 115 135 155 175 195

Numune hacmi, mL

Sekil 3.5 Numune hacminin SDZ geri kazanimlar {izerindeki etkisi (N=3).

3.2 CCD ile Onemli Parametrelerin Optimizasyonu

On deneylerden elde edilen verilere dayanarak, optimizasyon adimi i¢in pH,
DES-3 hacmi, sonikasyon siiresi ve ekstraksiyon sicakligi onemli degiskenler
olarak se¢ildi. CCD’ye dayali deney tasarimi ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.1’de
sunuldu. Tim caligmalar {i¢ tekrar halinde gergeklestirildi. Calismalardan elde
edilen veriler 1s18inda  ANOVA analizi, degiskenlerin SDZ ekstraksiyonu

tizerindeki etkisi ve optimum degerleri iceren agiklamalar asagida detaylandirildi.
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Cizelge 3.1 SDZ ekstraksiyonu i¢in CCD tasarimi ve geri kazanim sonuglari

Geri Kazanim, (%)

Deney A ( BL ¢ OD -
uL) (dk) (°C) Deneysel Tahmm

edilen

1 7 500 55 37,5 74,1 74,67
2 7 860 55 37,5 81,2 81,21
3 7 500 55 22,5 73,3 72,99
4 10,6 500 55 37,5 48,2 48,80
5 10 200 1 25 60,8 60,64
6 10 200 10 50 46,2 46,15
7 7 500 55 37,5 74,6 74,67
8 10 200 10 25 57,3 57,37
9 500 10,9 37,5 87,2 87,10
10 140 55 37,5 68,9 68,88
11 10 800 1 25 77,3 77,13
12 4 200 1 25 71,8 71,87
13 7 500 55 37,5 74,9 74,67
14 7 500 55 52,5 66,8 67,10
15 4 200 10 25 81,7 81,92
16 10 800 10 25 66,1 66,19
17 4 800 1 50 79,2 78,80
18 10 800 10 50 61,6 61,19
19 4 800 10 50 73,6 74,10
20 7 500 55 37,5 75,2 74,67
21 4 200 1 50 66,8 67,05
22 4 800 1 25 77 77,39
23 7 500 55 37,5 74,3 74,67
24 10 800 1 50 79,1 79,22
25 4 800 10 25 79,9 79,77
26 34 500 55 37,5 63,9 63,29
27 4 200 10 50 70,2 70,03
28 500 0,1 37,5 91,8 91,89
29 500 55 37,5 74,9 74,67
30 10 200 1 50 56,7 56,50
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3.2.1 ANOVA sonuclar

Gida numunelerinde SDZ ekstraksiyonu i¢in olusturulan CCD’den elde
edilen sonuglarin giivenilirliZi ANOVA sonuglar ile degerlendirildi. ANOVA
sonuglar1 Cizelge 3.2°de sunuldu. ilk degerlendirme p-degeri ile yapilmalidr,
¢linkii olusturulan modelin veya degiskenlerin SDZ ekstraksiyonu i¢in anlamli
olmasi gerektiginden dolay1 p-degerinin % 95 giiven diizeyinde 0,05'ten az olmasi
gerekir. Bu baglamda CCD modelinin, p degeri < 0,0001 oldugu igin anlamlidir.
Ayrica AD (p-degeri: 0,1402) ve B? (p-degeri: 0,1902) etkilesimleri disinda tiim
dogrusal, ikili ve karesel etkilesimler anlamliydi. Degiskenlerin olusturulan
CCD'ye katkisini degerlendirmek i¢in F-degerleri dikkate alinir. Bu baglamda, F-
degeri ne kadar biiyiik olursa, olusturulan CCD’ye katki o kadar yiiksek olur. Bu
aciklamalara dayanarak; dogrusal, ikili ve karesel etkilesimlerde kurulan CCD’ye
en ¢ok katkida bulunan degiskenler sirastyla A (F-degeri: 3660,95), AC (F-degeri:
945,32) ve A? (F-degeri: 4615,17) idi. Belirsiz hatalarm sonuglara etkisini
degerlendirmek i¢in Lack of Fit p-degeri dikkate alinir. Bu baglamda belirsiz
hatalarin sonuglara etkisinin anlamsiz olmasi i¢in bu p-degerinin 0,05’den biiyiik
olmas1 gerekir. Yapilan bu aciklamalar Cizelge 3.2°deki sonuglarla
degerlendirildiginde yontemin belirsiz hatalarinin (Lack of Fit, p-degeri:0,4657)
sonuglara etkisinin Onemsiz oldugu goriiliir. Son olarak, optimize edilmis
degiskenlerin SDZ’nin geri kazanimi iizerindeki etkisi asagidaki ikinci dereceden
denklem kullanilarak agiklandi.

Geri Kazanim (%) = +74,67 — 6,034 + 5,14B — 1,99C — 2,45D +
2,74AB — 3,33AC + 0,1688AD — 1,92BC +
1,56BD — 1,77CD — 12,93A% + 0,2609B% +
10,30C? — 3,21D? (11)

Elde edilen sonuglarm giivenilirligi ve olusturulan CCD’nin tahmin giicii R?
degerleri (diizeltilmis-R2, tahmin edilen-R?) ile agiklandi. Burada R? degerinin 1’e
yakin olmasi sonuglarin giivenilirligi agisindan istenmektedir. Cizelge 3.3 deki
sonuglardan R? degerinin 0,9991 oldugu goriiliir. Diizeltilmis-R2 modele katkida
bulunan etkilesimler dikkate alinarak hesaplandi. Modele katki saglamayan
etkilesimler modelden ¢ikarilirsa diizeltilmis-R? degeri yiikselir. Diizeltilmig-R?
(0,9983) istenilen diizeyde oldugu igin modele katki saglayamayan AD ve B2
etkilesimleri kaldirilmadi. Yeterli hassasiyet, sinyal-giiriiltii oranidir ve anlamli

sonuglar i¢in bu degerin 4’ten biiyiik olmas1 gerekir. Sonuglar, kurulan CCD’nin
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yeterli hassasiyete sahip oldugunu gosterdi (Yeterli hassasiyet: 149,2508).
Istatistiksel degerlendirmede, varyasyon katsayist (% C.V.) 20°den az olmalidir.
%C.V. 0,6091 oldugu icin calismamizdaki sonug istatistiksel aciklamay1
desteklemektedir. Ayrintili veriler Cizelge 3.3’de sunuldu. Olusturulan CCD'nin
tahmin degerleri ile deneysel sonuglar arasindaki uyum (Bkz. Sekil 3.6) kalite
parametreleri i¢in elde edilen sonuglarin giivenilirligini destekledi.

Cizelge 3.2 Mikroekstraksiyon adiminin optimizasyonu i¢in ikinci dereceden
modelin ANOVA sonuglari

Kaynak "l|"<o Egle;gl Or}zll?;na F-degeri  p-degeri
Model 3126,26 14 223,30 1188,89 <0,0001 Anlamh
A 687,62 1 687,62 3660,95 <0,0001
B 498,97 1 498,97 2656,58 < 0,0001
C 74,96 1 74,96 399,10 <0,0001
D 113,54 1 113,54 604,51 < 0,0001
AB 120,45 1 120,45 641,29 < 0,0001
AC 177,56 1 177,56 945,32 < 0,0001
AD 0,4556 1 0,4556 2,43 0,1402
BC 58,91 1 58,91 313,62 < 0,0001
BD 38,75 1 38,75 206,31 < 0,0001
CD 50,06 1 50,06 266,50  <0,0001
A? 866,85 1 866,85 4615,17 <0,0001
B? 0,3529 1 0,3529 1,88 0,1906
C? 549,31 1 549,31 292459  <0,0001
D? 53,44 1 53,44 284,52 < 0,0001
Lack of Fit 1,96 10 0,1964 1,15 0,4657 Anlamsiz

Cizelge 3.3 CCD’nin kalite parametrelerinin sonuglari

Std. Dev. 0,4334 R? 0,9991
Yeterli Hassasiyet 149,2508 Diizeltilmis R? 0,9983
Degisim Katsayist (% C.V.) 0,6091 Tahmin edilen R*  0,9958
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Sekil 3.6 Deney sonuglari ile CCD’1n tahmin edilen degerleri arasindaki uyum.

3.2.2 Yiizey yamt grafikleri

Ikili etkilesimlerin SDZ geri kazanimu iizerindeki etkisi, ii¢ boyutlu yiizey
yanit grafikleri ¢izilerek degerlendirildi. Sekil 3.7a, DES-3 hacmi ve pH arasindaki
etkilesimin SDZ geri kazanimi iizerindeki etkisini gostermektedir. SDZ’nin geri
kazanimi, 6zellikle pH asidik (< 5,8) ve bazik (8,2 >) bolgelerde ve diisiik DES
hacimlerinde (< 320 uL) disiiktiir. Asidik ve bazik bolgelerde DES-3 molekiilleri
arasindaki etkilesimin yetersiz olmasindan dolayr SDZ’nin geri kazanimi
azalmistir. Sekil 3.7b, sonikasyon siiresi ile DES-3 hacmi arasindaki etkilesimin
SDZ’nin geri kazanimi {zerindeki etkisini gostermektedir. Genel olarak
sonikasyon, DES-3 molekiillerinin numune ¢06zeltisinde etkili bir sekilde
dagilmasini saglar. Sekil 3.7b’den 700 uLL DES-3 hacminde ve diisiik sonikasyon
stirelerinde (< 2dK) kantitatif geri kazanimlarin saglandigi goriildii. Diisiik DES-3
hacimlerinde (< 500 pL), neredeyse tiim sonikasyon zamanlarinda kantitatif geri
kazanimlar saglanamadi. Bunun ana nedeni, SDZ ekstraksiyonu i¢in eklenen DES-
3 miktarinin yetersizligidir. Sekil 3.7c, ekstraksiyon sicakligi ile DES-3 hacmi
arasindaki etkilesimin SDZ geri kazanimi iizerindeki etkisini gostermektedir.
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Ekstraksiyon sicakligi 40 °C’nin iizerinde oldugunda, hemen hemen tiim DES
hacimlerinde SDZ geri kazanimi azaldi. Bu azalmanin muhtemel nedeni,
sicakliktaki artigla birlikte SDZ’in DES-3 molekiillerine ekstraksiyonundaki
azalmadan kaynaklantyordu. SDZ i¢in kantitatif geri kazanimlar 6zellikle 30—40 °C
ekstraksiyon sicaklik araliginda ve 700 pL DES-3 hacminin iizerinde goézlendi.
Sekil 3.7d, ekstraksiyon sicakligi ile sonikasyon siiresi arasindaki etkilesim SDZ’in
geri kazanimi {zerindeki etkisini gostermektedir. Kantitatif geri kazanim,
sonikasyon siiresi 2 dakikadan az ve ekstraksiyon sicakligi 35 °C’ye kadar elde
edildi. Ayrica, sonikasyon siiresi arttik¢a, SDZ’nin geri kazanimi hemen hemen tiim

sicakliklarda azaldi.
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Sekil 3.7(a-d) SDZ’nin geri kazanimina ikili etkilesimlerin, etkisini gosteren yiizey
yanit grafikleri: (a) DES-3 hacmi ve pH; (b) Sonikasyon siiresi ve
DES-3 hacmi; (c) Ekstraksiyon sicakligi ve DES-3 hacmi; (d)
Ekstraksiyon sicaklig1 ve siiresi.

3.2.3 Parametrelerin optimum degerleri

Calisma parametrelerinin optimum degerleri belirlenirken SDZ’nin geri
kazaniminin nicel ve maksimum olmast hedeflendi. Bu baglamda, CCD
modellemesi pH, DES-3 hacmi, sonikasyon siiresi ve ekstraksiyon sicakligi
sirastyla 6,2, 760 uL, 1,5 dakika ve 35 °C oldugunda SDZ’nin geri kazanimi %93,8
olarak tahmin etmistir. Bu degerler kullanilarak yapilan 5 tekrarli deneysel ¢alisma
sonucu SDZ’nin geri kazanimi %92,4 olarak hesaplandi. Deneysel sonuglar ve
CCD modelinin tahmin degeri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlenmedi. Bu nedenle degiskenler igin, bu degerler daha sonraki ¢alismalar

da optimum olarak segildi.
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3.3 Analitik Performans

Optimize edilmis SA-DES-LLME yonteminin analitik performansini test
etmek i¢in kalibrasyon denklemi, regresyon katsayisi (R?), dogrusal derisim araligi,
LOD, LOQ, ekstraksiyon geri kazanimi, %BSS, saglamlik, se¢icilik, EF ve PF
optimum kosullar altinda arastirildi. Model ¢ozeltiler {izerinde tekrarlanan
calismalardan, SDZ i¢in dogrusal derisim araligi, 0,992 R? ile 2250 ng mL™*
araliginda bulundu. Kalibrasyon denklemi A = 0,0127 [SDZ, ng mL?*] + 0,009
bulundu. LOD ve LOQ, sirastyla 0,6 ng mL™ ve 0,2 ng mL* olarak hesaplandh.
Ekstraksiyon geri kazanimi ve %BSS 25 ng mL™* SDZ derisimi igin sirasiyla %96

+ 3 ve %1,9 olarak hesaplandi. Kapsamli analitik sonuglar Cizelge 3.4 te sunuldu.

Cizelge 3.4 Optimize edilmis SA-DES-LLME-UV/VIS yonteminin analitik

performansi
Parametreler Optimum Degerler
Kalibrasyon denklemi A=0,0127 [SDZ, ng mL™]+0,009

R? 0,992
Dogrusal derisim araligi (ng mL™) 2-250

LOD (ng mL™) 0,6

LOQ (ng mL™?) 2

Ekstraksiyon geri kazanimi (%)* 96+3

%BSS* 1,9

EF 142

PF 200

* 25 ng mL SDZ derisiminin bes tekrarli 6l¢iimii.
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3.4 Secicilik

Mikroekstraksiyon galismalarinda kantitatif ve kabul edilebilir sonuglar igin
hedef analitin numune soliisyonundan segici ekstraksiyonu saglanmalidir.
Optimizasyon c¢alismalari model c¢ozeltiler {iizerinde yapilan deneylerle
belirlendiginden, gelistirilen yontemin seciciligi farkli kimyasal tiirlerin varliginda
aragtirtlmalidir. Bu gergcege dayanarak, SA-DES-LLME yonteminin segiciligi,
farkl1 anyon ve katyonlarin varliginda optimize edilmis kosullar kullanilarak
arastirildi. Bu c¢aligmada eklenen kimyasal tiirlerin tolerans sinir1 ve bu tiirlerin
varliginda SDZ geri kazanimi1 ve %BSS degeri hesaplandi. Elde edilen sonuglar
Cizelge 3.5°te sunuldu. Ozellikle sulfasalazin, siilfatiyazol, siilfametoksipiridazin,
siilfadoksin ve siilfametoksazol gibi benzer kimyasal tiirlerin varlifinda tolerans
smirt 100 ile 250 araligindadir. Ayrica, %BSS 1,5-2,9 araliginda iken, geri kazanim
% 91 + 6-99 £ 2 araligindaydi. Bu sonuglar, SDZ i¢in optimize edilmis SA-DES-
LLME yonteminin yliksek seciciligini gostermektedir.

Cizelge 3.5 Farkli tiirler varliginda 25 ng mL™* SDZ’nin geri kazanimi, %BSS ve
tolerans sinir1 (N=3)

Eklenen Tiirler Tolerans Siirt* BSS (%) Geri Kazanim (%)
Na* 15000 1,9 9942
F 15000 2,2 99+1
COs* 15000 2,0 98+3
Cl 15000 2,4 97+3
K* 10000 1,7 97+4
Ca’* 10000 1,9 97+2
Mg?* 10000 15 96+3
S04 5000 2,3 97+3
AR 5000 2,4 98+4
Fe3* 2500 2,0 98+2
Pb?* 2500 1,9 9745
Cu?* 1000 2,2 9742
Cd?* 1000 2,1 96+3
Mn?* 1000 1,9 98+3
Co? 500 1,7 97+2
crét 500 2,6 96+4
Siilfasalazin 250 2,4 96+5
STZ 200 1,8 9445
Siilfametoksipiridazin 200 2,0 95+3
Siilfadoksin 100 2,9 91+4
SMX 100 2,7 91+6

* [Eklenen tiir derisimi] / [SDZ derigimi]
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3.5 Tekrarlanabilirlik ve Tekrar Uretilebilirlik

Yontemin kesinligini ve dogrulugunu test etmek i¢in tekrarlanabilirlik ve
tekrar tiretilebilirlik ¢caligmalari gergeklestirildi. Bu ¢alismalarda diisiik (10 ng mL"
1, orta (125 ng mL1) ve yiiksek (200 ng mL™?) derisimlerde SDZ gida numunelerine
ilave edildi. Tekrarlanabilirlik ¢alismasi, eklenen gida numunelerinin ayni giin
igerisinde Onerilen yontemin ti¢ tekrarli uygulanmasi ile gerceklestirildi. Tekrar
tiretilebilirlik ¢alismasi, eklenen gida numunelerinin birbirini takip eden {i¢ giinde
Onerilen yontemin ¢ tekrarli uygulanmasi ile gerceklestirildi. YOontemin
tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik ¢alismalarindaki %BSS sirasiyla %2,7—4,1
ve %3,5-4,8 araliginda bulundu. Ayrica tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik
calismalarinda SDZ’nin geri kazanimi sirasiyla %95,7-97,2 ve %92,3-96,9

araliginda bulundu. Ayrintili veriler Cizelge 3.6’da sunuldu.

Cizelge 3.6 Tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik ¢aligmalarinin sonuglar

Tekrarlanabilirlik Tekrar Uretilebilirlik
Eklenen SDZ (N=3) (N=3x3)
Derisimi Geri I(%/z;;anlm BSS (%) Geri I((O/aoiamm I(B(;,?
Diistik (10 ng mL'l) 95.7 3,3 92,3 3,5
Orta (125 ng mL™) 96,3 2,7 94,4 4,0
Yiiksek (200 ng mL'l) 97,2 41 96,9 48
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3.6 Saglamhk

Saglamlik, Youden testi ile degerlendirildi [94]. Deneyin saglamligini
degerlendirmek i¢in, pH (6,5), DES-3 hacmi (800 pL), sonikasyon siiresi (2 dakika)
ve ekstraksiyon sicakligi (40 °C) dahil olmak iizere optimize edilmis dort faktorde
kiigiik degisiklikler yapilarak SDZ’nin geri kazanimi {izerindeki etkisi arastirildi.
Optimize edilen faktorler calisma boyunca degistirilirken diger faktorler sabit

tutuldu. Saglamlik verilerinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanildu.
. D;
spi = [2%(%) (12)
Bu formiilde verilen SDi, standart sapma ve Di, standart sapmanin toplamudir.

Deneysel sonuglardan elde edilen SDi degeri %5,2°den diisiiktii, bu da
optimize edilmis SA-DES-LLME yo6nteminin tekrarlanabilirliginden 6nemli dl¢iide
daha biiylik degildi. Optimize edilmis degiskenlerin kii¢iik varyasyonlarinin
yontem performansini 6nemli dlclide etkilemedigi ve bu nedenle yontemin tatmin

edici bir saglamliga sahip oldugu sdylenebilir.
3.7 Gida Numunelerinde Uygulama

Optimize edilmis SA-DES-LLME ydnteminin uygulanabilirligini test etmek
icin inek siitii, koyun siitii, tam yagl siit, yarim yagl siit, ¢icek bali, kestane bali,
cam bali, siit tozu, yumurta ve beyaz peynir gibi gida numunelerinde SDZ tayini
yontemi uygulandi. Optimize edilmis SA-DES-LLME yontemi ile gercek
numunelerin analizinde matriks etkisini test etmek i¢in bu gidalara ii¢ farkli
derisimde (10, 125 ve 200 ng mL™*) SDZ eklendi. SDZ eklenen numunelerin analizi
ic tekrar halinde gergeklestirildi. SDZ i¢in elde edilen %BSS ve geri kazanim
Cizelge 3.7°de sunuldu. Cizelge 3.7'de geri kazanimin %88+7-98+5 arasinda
degistigi goriilmektedir. Bu sonuglar, secilen gidalarin diisiik matriks etkisine sahip
oldugunu gostermektedir. Ayrica elde edilen diisiik %BSS degerleri (< %3,1)
yontemin gida numunelerinin analizinde iyi bir kesinlik gosterdi. Bu nedenle,
optimize edilmis SA-DES-LLME yontemi, gida numunelerinde SDZ ekstraksiyonu
ve tayini i¢in glivenilir bir sekilde uygulanabilir. Analiz edilen gida 6rneklerindeki

SDZ miktar1 yontemin tespit limitinden daha diisiik oldugu i¢in sonucglarda sadece

standart eklenmis verilen sunuldu.
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Cizelge 3.7 Gida numunelerine uygulanan optimize SA-DES-LLME ile analizi

Gidalar Eklenen SDZ  Hesaplanan SDZ  Geri Kazanim BSS
(ngmL™) (ngmL™) (%) (%)

. 10 9,3 0314 24
Inek siitii-1 125 120 0642 2,8
200 196 085 3.1

_ 10 9,1 9146 23
Inek siiti-2 125 117,5 94+4 2,6
200 194 9743 2,8

10 9,4 0443 17

Koyun std 125 120 06+4 2.1
200 104 9741 2.4

o vl 10 9,0 905 13
siit 125 116,3 0343 18
200 192 0643 2,0

10 9,1 9147 2,3

Ya“;‘.lt-‘yagh 125 118,8 954 2,6
200 192 065 28

10 8,9 8946 16

Cigglgol 125 116,3 9343 1,9
200 190 9544 24

10 9,3 9342 1,9

Kestane bals 125 118,8 9543 23
200 104 9714 28

10 9,1 9146 23

Gam bals 125 1175 944 2,6
200 194 97+3 2,8

10 9,0 905 2,0

St tozu 125 117,5 0414 23
200 102 962 25

10 8,8 8817 17

Yumurta 125 115 0244 2.1
200 190 95+4 26

Beyaz 10 9,2 9246 2,2
peynir 125 118,8 95+4 2,4
200 196 0842 2,8
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3.8 Diger Yaklasimlarla Karsilastirma

Optimize edilmis SA-DES-LLME yoOnteminin literatiire  katkisini
degerlendirmek icin yontem, farkli analitik yaklasimlarla karsilastirildi. Dogrusal
aralik (2-250 ng mL?), LOD (0,6 ng mL%), %BSS (%1,9), PF/EF (200),
ekstraksiyon geri kazanimi (96+3) ve ekstraksiyon siiresi (1,5 dk) gibi analitik
parametreler degerlendirildi. Karsilastirma verileri Cizelge 3.8’de sunuldu.
Ozellikle benzer analitik tekniklere gore SA-DES-LLME yontemi daha genis
calisma aralifi ve diisiik LOD sergiledi. Ayrica ekstraksiyon siiresi diger
yontemlere gore daha kisaydi. HPLC ve HPLC-MS/MS gibi uzman kullanici
gerektiren pahali tekniklere gore optimize edilmis yontemle daha diisiik %BSS 'si

ve kantitatif geri kazanimlar elde edildi.
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Cizelge 3.8 Optimize edilmis SA-DES-LLME yonteminin analitik parametrelerinin, SDZ tayini ig¢in bildirilen diger
yontemlerle karsilagtiriimasi

Dogrusal Ekstraksiyon  Ekstraksiyon

T’érgiigi E‘igﬁi‘;‘;’f” Aralik (né_%E'l) ?55 PF/EF Geri Siresi  Kaynaklar
(ng mL™Y) Kazanimi (dk)
UV-VIS  SHS-LPME  15-300 45 27 150 96 +3 7 [39]
UV-VIS CPE 10-800 2,8 47 170 95,1 15 [37]
HPLC MSPE 1-200 0,3 2,9 - 94,4 40 [95]
HPLC SHSME  130-5000 40 31 34 84 17 [96]
I\H/IE/L,\%S MI-SPE  1-2500 0,5 3,5 ~ 6341157 - [97]
UV-VIS DMSPE  30-800 7.8 26 200 - 18 [32]
UV-VIS MSPE 250 0,56 28 300 - 4 [98]
UV-VIS Sﬁl'_[:/IEES' 2-250 0,6 1,9 200 963 1,5 (';’:i’;m“;

SHS-LPME: Degistirilebilir hidrofiliklige sahip solvent bazli siv1 fazli mikroekstraksiyon, CPE: Bulutlanma noktasi ekstraksiyonu, DMSPE: Dispersif
mikro-kat1 faz ekstraksiyonu, HPLC: Yiiksek performansh sivi kromatografisi, SHSME: Degistirilebilir hidrofilik solvent bazli mikroekstraksiyon,
HPLC-MS/MS: Yiiksek Performansli Stvi Kromatografi-Kiitle Spektrometrisi/ Kiitle Spektrometrisi, MI-SPE: Molekiiler baskili kat1 faz ekstraksiyonu.
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4. SONUC

Bu tez kapsaminda SDZ’nin gida numunelerinde UV-VIS spektrofotometrik
tayini Oncesi diisiik viskoziteli hidrofobik DES’ler kullanilarak basit ve yesil bir
sonikasyon destekli sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemi, ilgili numunelerden
SDZ’nin ayrilmasi ve zenginlesmesi i¢in optimize edildi. Optimizasyonda ki en
onemli amag, miimkiin olduk¢a az deney ile SDZ ekstraksiyonunu etkileyen 6nemli
faktorleri optimize etmektir. Bunun i¢in, yesil analitik kimya ilkelerine uygun
olarak, mikroekstraksiyon asamasinda yiiksek derecede toksik organik ¢oziictiler
yerine ¢evre dostu diisiik yogunluklu dort farkli DES hazirlandi ve aragtirildi. Bu
aragtirmalar sonucu SDZ ekstraksiyonu i¢in en uygun ve en iyi geri kazanimi
(9%91,2) veren ekstraksiyon ¢oziiciisii N4444Br ve 1-dodekanol karisimindan olusan
DES-3 segildi. Ardindan DES-3’{in molar oraninin SDZ’nin geri kazanima olan
etkisi arastirildi ve 1:2 molar optimum deger olarak belirlendi. Geri kazanimi
etkileyen diger bir parametre olan karistirma tiirii, ekstraksiyon ¢oziiciisii sulu
cozeltiye eklendikten sonra analit ile etkilesimini artirmasi i¢in test tiipleri el ile
calkalama, vorteksleme ve sonikasyon olmak {izere ii¢ tiir yontem ile
degerlendirildi. Bunun sonucunda ise DES-3’ii sulu c¢ozeltiye dagitmak igin
karistirma tiirii olarak sonikasyon segildi.

Y ontemin zenginlestirme faktoriinii hesaplamak i¢in numune hacmi optimize
edildi. Yapilan ¢aligma sonucunda, 100 mL numune hacminden sonra SDZ’nin geri
kazanimi azaldi. Bu baglamda yiiksek PF elde etmek i¢in numune hacmi 100 mL
olarak alindi. Final hacim 0,5 mL oldugu i¢in PF 200 olarak hesaplandi. On
deneylerden elde edilen sonuglara dayanarak, yontemi etkileyen pH, DES-3 hacmi,
sonikasyon siiresi ve ekstraksiyon sicakligi CCD yaklasimi kullanilarak optimize
edildi. Bu sayede klasik optimizasyon (tek degiskenli) yaklasimina gore daha az
deney yapildi ve daha az kimyasal tiketimi saglandi. Bu da optimizasyon
asamasinda maliyet agisindan tasarruf saglandi. Optimizasyon asamasinda elde
edilen sonuclarin giivenirliligi ANOVA analiziyle degerlendirildi. Yapilan
degerlendirme sonucu, SDZ’nin ekstraksiyonu i¢in tasarlanan CCD modellemesi
anlamlidir (p-degeri: < 0,0001). Ayrica, AD (p-degeri: 0,1402) ve B? (p-degeri:
0,1902) etkilesimleri disinda tim dogrusal, ikili ve karesel etkilesimler de
anlamlidir. SDZ’nin geri kazanimina en fazla katki saglayan parametreleri

belirlemek i¢in F-degeri dikkate alindi. Bu baglamda dogrusal, ikili ve karesel
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etkilesimlerden SDZ’nin geri kazanimina en fazla katki saglayan parametreler
sirastyla A (F-degeri: 3660,95), AC (F-degeri: 95,32) ve A% (F-degeri: 4615,17) idi.
Aragtirilan parametrelerin optimum degerleri; pH: 6,2, DES-3 hacmi: 760 uL,
sonikasyon stiresi: 1,5 dk ve ekstraksiyon sicakligi: 35 °C oldugunda SDZ’nin geri
kazanimmi CCD 9%93,8 olarak tahmin etmistir. Yapilan ii¢ tekrarli ¢alisma
sonucunda, bu optimum degerlerde SDZ’nin geri kazanimi %924 olarak
hesaplandi. Deneysel sonug ve tahmin edilen arasindaki yiiksek uyum dikkate
alinarak, arastirilan parametreler i¢in bu degerler optimum olarak segildi. Optimize
edilmis SA-DES-LLME yéntemi, genis calisma aralig1 (2-250 ng mL™?), kantitatif
geri kazanim (%88+7-98+5), diisiik LOD (0,6 ng mL™) ve kisa ekstraksiyon siiresi
(2 dakika) saglandi. Farkli tiirler varliginda yontemin segicilik ¢alismasi yapildi,
elde edilen nicel geri kazanimlar, diisiik %BSS ve yiiksek tolerans simirlari
yontemin SDZ ic¢in yiiksek seciciligini gosterdi. Yontemin kesinligini
degerlendirmek i¢in yapilan tekrarlanabilirlik ve tekrar iretilebilirlik
caligmalarinda %BBS sirasiyla %2,7-4,1 ve %3,5-4,8 araliginda bulundu.
Optimize edilmis SA-DES-LLME yonteminin gida numunelerindeki
uygulanabilirligini test etmek i¢in inek siitii, koyun siitii, tam yagl siit, yarim yagh
stit, cicek bali, kestane bali, cam bali, siit tozu, yumurta ve beyaz peynir gibi gida
numuneleri kullanildi. Matriks etkisini test etmek i¢in, SDZ nin standart derisimleri
(10, 125 ve 200 ng mL) gida numunelerine ilave edildi ve geri kazanim calismasi
yapildi. Yapilan ¢alisma sonucunda, yontemin geri kazanimi 88+7-98+5 olarak
hesaplandi. Gida numunelerinin analizinden elde edilen sonuglar, yontemin gergek

numunelere de uygulanabilecegini gosterdi.
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