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OZET

KOZMETIiK URUNLERINDE PARABEN TAYINI iCIN KEMOMETRIK
OPTIMIZASYONA DAYALI YENI ANALITIK YONTEM
Aysenur OZTURK ALTUNAY
Yiiksek Lisans Tezi
Kimya Anabilim Dah
Damsman: Do¢. Dr. Adil ELIK
2022, 59+xv sayfa

Tez calismasinda kozmetik orneklerden metilparaben (MP) ve biitilparabenin (BP)
ayrilmas1 ve dnderistirilmesini iceren iki ayr1 analitik yontem gelistirildi. ilk yontem,
kozmetik  orneklerde MP  ekstraksiyonu ve belirlenmesi i¢in  UV-Vis
spektrofotometrisi ile birlestirilmis derin Gtektik solvent bazli sonikasyon destekli
dagilimli sivi-sivi mikro ekstraksiyonuna (DES-SA-DLLME) dayanan basit, yesil ve
hassas bir analitik metodoloji merkezi kompozit tasarim (CCD) kullanilarak optimize
edildi. Burada, MP'nin secici ekstraksiyonu i¢in altt DES (ekstraksiyon solventi
olarak) hazirland1 ve test edildi. DES-SA-DLLME yontemi i¢in 525 pl. DES-3
(swrastyla 1:2:3 molar oranli prolin, malik asit ve su karigtmindan olusan) ve 390 pL
tetrahidrofuran (THF, aprotik ¢6ziicti) karigimi kullanildi. CCD'ye dayali optimum
kosullar altinda, MP icin dogrusal aralik 15-650 pg L bulundu. Segme smir1 ve
zenginlestirme faktdrii sinirt sirastyla 4.5 pg L™ ve 148 olarak hesaplandi. Segilen
kozmetik orneklerde MP'nin ekstraksiyonu ve tayini igin DES-SA-DLLME
yonteminin uygulanmasi arastirildi ve nicel analitik veriler elde edildi (bagil standart
sapma < %3.8).

Ikinci ¢alismada, diisiik viskoziteli yag asidi bazli derin 6tektik ¢oziiciiler (LW-
DES'ler) hazirlandi ve kozmetik 6rneklerden hava destekli s1vi s1vi mikroekstraksiyon
(AA-DLLME) ile BP’nin ekstraksiyonu i¢in arastirildi. BP miktar1 UV-Vis
spektrofotometrisi ile belirlendi. Box-Behnken tasarimma dayali ¢ok degiskenli
yaklasim, LW yag asidi bazli-DES AA-LLME prosediiriinii etkileyen temel
ekstraksiyon parametrelerini optimize etmek i¢in kullanildi. Optimize edilmis kosullar
altinda, yiiksek zenginlestirme faktorii (205) ile genis bir calisma aralig (5-800 pg L
1y elde edildi. BP’nin 10 pg L (diisiik), 300 pg L (orta) ve 600 ug L? (yiiksek)

miktarlari i¢in, geri kazanim yiizdesi ve bagil standart sapma Sirasiyla %92+4-98+2 ve

Vii



%1.8-2.6 araliginda bulundu. Se¢cme simir1 ve tayin limiti sirasiyla 1.5 ng L ve 5 pg
L7 olarak hesaplandi. Segicilik ¢alismasi, onerilen yontemin kozmetik &rneklerde

BP’nin 6l¢timii i¢in yliksek secicilige sahip oldugunu gosterdi.

Anahtar kelimeler: Parabenler, Kemometri, Derin 6tektik ¢oziiciiler, Kozmetikler
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ABSTRACT

NEW ANALYTICAL METHOD FOR THE DETERMINATION OF
PARABEN IN COSMETIC PRODUCTS BASED ON CHEMOMETRIC
OPTIMIZATION

Aysenur OZTURK ALTUNAY

Master Thesis
Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Adil ELIK
2022, 59+xv pages

In the thesis study, two different analytical methods were developed, including the
separation and preconcentration of methylparaben and butylparaben from cosmetic
samples. The first study, a simple, green and sensitive analytical methodology for
extraction and determination of methyl paraben in cosmetic samples, based on deep
eutectic solvent-based sonication assisted dispersive liquid-liquid microextraction
(DES-SA-DLLME) combined with UV-Vis spectrophotometry was optimized by
using a central composite design (CCD). Herein, we prepared and tested six DES (as
extraction solvent) for the selective extraction of MP. A mixture of 525 uL of DES-3
(consisting of a 1:2:3 molar ratio mixture of proline, malic acid and water,
respectively) and 390 uL THF (aprotic solvent) was used for the DES-SA-DLLME
process. Under optimum conditions based on the CCD, the calibration graph showed
high level of coefficient determination for the MP in the range of 15-650 ug LY The
limit of detection and enrichment factor were 4.5 ug L™ and 148, respectively. The
application of the DES-SA-DLLME method was investigated for the extraction and
quantification of MP in selected cosmetic samples and quantitative analytical data
were obtained (RSDs < 3.8%).In the second study, low viscous fatty acid-based deep
eutectic solvents (LW-DESs) were prepared and investigated for the extraction of
butylparaben from personal care by air assisted liquid liquid microextraction (AA-
DLLME). The amounts of butylparaben were determined by UV-Vis
spectrophotometry. By combining single factor optimization and Box-Behnken design
based multivariate approach, key extraction parameters affecting the LW fatty acid

based-DES AA-LLME procedure were systematically optimized. Under the optimized
ix



conditions, wide working range (5-800 pg L) was obtained with high enrichment
factor (205). For three replications run of 10 pg L (low), 300 ug L (medium) and
600 pg L (high) of butylparaben, the percent extraction recovery and relative standard
deviation were in the range of 92+4%-98+2% and 1.8-2.6%, respectively. Limits of
detection and quantification were calculated as 1.5 pg L™ and 5 pg L™, respectively.
The study of the matrix effect showed that the proposed method has high selectivity
for measuring butylparaben in the selected samples.

Key words: Parabens, Chemometry, Deep eutectic solvents, Cosmetic
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1. GIRIS
1.1. Parabenler

Parabenler, farkli meyve ve sebzelerde dogal olarak olusan parahidroksibenzoik asidin
(PHBA) alkil esterleridir [1]. PHBA, cesitli kimyasal ikamelerle benzen halkasinin
para pozisyonunda farklilik gosterir. Yaygin olarak kullanilan bes para hidroksil
benzoik asit esteri vardir. Bunlar, metil paraben (MP), etil paraben (EP), propil
paraben (PP), butil paraben (BP), izobiitil paraben, izopropil paraben, benzilparaben
ve bunlarin sodyum tuzlarini igerir [2]. Farkli kimyasal ikameler, her paraben estere
farkli bir ¢oziintirliik ve antimikrobiyal aktivite spektrumu saglar. Parabenlerin alkil
zincirinin karbon sayis1 arttikga antimikrobiyal aktivite artar, ancak suda ¢oziiniirligi
azalir ve yagda ¢oziintrligi artar [3]. Mikrobiyal replikasyon genellikle yag/su
fazlarinin su fazinda meydana geldiginden, su fazinda ¢oziinen paraben miktari

genellikle koruyucu etkinligini belirler [4].

Parabenler, kozmetik {iriinlerin rengini bozmayan ve iiretimi ucuz olan beyaz,
kokusuz, ince kristalli maddelerdir [1]. Genis aktivite yelpazesine, diinya ¢apinda
yasal kabule ve biyolojik olarak parcalanabilirlige sahiptirler. Parabenler, saklama ve
kullanim sirasinda mikrobiyal kirlenmeye karsi koruma saglamak ve iriin
biitiinliiglinii iyilestirmek i¢in farkli kozmetik ve kisisel bakim {iiriinlerinde en ¢ok
kullanilan koruyuculardan biridir [5]. Mantar, bakteri ve diger potansiyel olarak zararli
mikroplarin biiylimesini durdurmak i¢in sampuanlar, ticari nemlendiriciler, tiras
jelleri, kisisel bakim iiriinleri, topikal/parenteral ilaglar, sprey tabaklama solisyonlari
ve dis macununda kullanilmaktadir [6].

Parabenler, su ve kloroformda ¢6ziinebilen bir yapiya sahiptir. Fakat alkol, eter ve
asetonda cok yiiksek ¢oziiniirlikk gostermektedir. Bazi parabenlerin kimyasal yapisi

Sekil 1.1°de gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Baz1 parabenlerin agik kimyasal yapilari

Kozmetik iirtinde bir veya daha fazla paraben bulunur. Tek bir ajan olarak en az %0.4
(a/h) ve tiim parabenlerin toplaminda en fazla %0.8(a/h) mevcuttur [7]. %0.8(a/h)'in
tizerindeki konsantrasyonlarda giiclii, metalik bir tat olusur. Parabenler, pH:4.5-7.5
araliginda etkili koruyuculardir. Hidrolize karsi direnglidirler ve kozmetik {iretimi i¢in
gerekli sicaklik araliklarinda stabildirler. Oldukea diisiik iiretim maliyetleri ile birlikte

dis kosullara karsi iyi stabilite, kullanimlarinin artmasina katkida bulunur [8].

Tiim parabenler yag fazina ayrilir, ancak daha uzun zincirli olanlar yagda, daha kisa
zincirli olanlar suda daha fazla ¢oziiniir. Bu nedenle, yag bazli formiilasyonlarda MP,
etkinligi siirdiirmek i¢in daha yiiksek bir konsantrasyon gerektirir. MP ve BP, esas
olarak sinerjik etkilerinden dolayr kombinasyon halinde kullanilan en yaygin
parabenlerdir. Hem MP hem de BP, 50 yili askin bir siiredir gidalarda, ilaglarda ve
kozmetiklerde antimikrobiyal koruyucu olarak kullanilan stabil, ugucu olmayan
bilesiklerdir [9]. Deriden ve gastrointestinal sistemden kolayca ve tamamen emilirler.
MP ve BP, p-hidroksi benzoik aside hidrolize edilir, konjuge edilir ve konjugatlar hizla
idrarla atilir [10].

Son zamanlarda yapilan bazi arastirmalar, kozmetik iriinlerde bu koruyucularin
kotiiye kullanilmasinin insan sagligina zararli oldugunu alerjik kontakt dermatite,
meme kanseri, diisiik ve kisirlik gibi bazi hastaliklara yol agabilecegini ortaya
koymustur [11]. Bu endise verici durumla miicadele etmek i¢in kozmetik iiriinlerde ve
tiiketicilerin kaninda ve meme kanseri hastalariin kaninda bulunan parabenin kalitatif

ve kantitatif analiz yontemlerin gelistirilmesine dnem verilmistir [12].



1.1.2 Parabenin elde edilisi

Saf MP ve BP, renksiz, kokusuz ve hafif yanik bir tada sahiptir. MP ve BP, sicak ve
soguk suda hidrolize kars1 direnglidir ancak alkali ¢6zeltilerde hidrolize olur. pH:3 ve
6'da tamponlanan MP ve BP'in sulu ¢ozeltileri, 100 °C'de 2 saat veya 120 °C'de 30
dakika 1sitildiginda hi¢bir bozunma olusmamaktadir [13]. MP, siilfiirik asit varliginda

p-hidroksibenzoik asidin metanol esterlestirilmesiyle elde edilir [14].
1.1.3 Kozmetik kullanimlari

MP ve BP kozmetikte en yaygin olarak kullanilan koruyuculardir Bu baglamda, bu
parabenler, goz makyaji triinleri, fondoten, losyonlar, temizlik {irlinleri, sa¢ kremi,
koplik banyolari, sampuanlar, camur paketleri, koltuk alti deodorantlar1 ve cilt
aydinlaticilar dahil olmak iizere ¢ok cesitli iiriinlerde yaygin olarak kullanilan

kozmetik koruyuculardir [16,17].

Parabenler her tiir formiilasyonda bulunur ve 13.200'den fazla formiilasyonda
kullanima sahiptir [18]. Parabenlerin konsantrasyonlar1 genellikle %0.3'ten azdir ve en
yaygin koruyucu sistem %0.3 MP ve %0.1 BP igerir ancak %]1'e kadar ¢ikabilir.
Parabenler iyi formiile edilir ¢iinkii algilanabilir bir koku veya tada sahip degildirler.
Pratik olarak notrdiirler, renk bozulmasina neden olmazlar ve sertlesmeye veya
“camurlagmaya” neden olmazlar [19]. Parabenleri igeren iiriinler cilt, sa¢ ve sag derisi,
dudaklar, mukozalar (oral, okiiler ve vajinal), koltuk alt1 ve tirnaklarla temas edebilir.
Paraben igeren iiriinler, ara sira veya giinliik olarak kullanilabilir ve kullanimlar1 uzun
yillara yayilabilir. Buna bagli olarak, uygulama siklig1 ve maruz kalma siiresi siirekli

olabilir [20].

Rastogi ve ark. [21], Amerikan Gida Ajansi ve Ilag Dairesine gore (FDA) iiriinlerde
parabenlerin uygun olup olmadigini izlemek igin farkli parabenlerin konsantrasyonunu
ve kullanim sikligini aydinlatmak i¢in kozmetik iiriinlerdeki parabenlerin igerigini
aragtirmistir. 215 kozmetik {iirlin iizerinde yapilan bir arastirmada, paraben pozitif
kozmetiklerde maksimum %0.32 MP bulunmustur. Test edilen tiim paraben igeren
kozmetiklerin %981 MP igeriyordu. Cesitli kozmetik {iriin  gruplarinda

metil—etil—propil—butil—benzil parabenin tercihli bir kullanimi rapor edilmistir.



1.1.4 Biyokimyasal yonleri

Sicanlarda, tavsanlarda, kopeklerde ve kedilerde yapilan c¢alismalar, parabenin
gastrointestinal sistemden kolayca ve tamamen emildigini, metabolize edildigini ve
atildigin1 géstermistir [22]. Ne ana bilesik ne de metabolitleri viicutta birikmez. Idrarda
azalan konsantrasyonlardaki ana metabolitler, p-hidroksibenzoik asit ve p-
hidroksibenzoik asidin glisin, glukuronik asit ve silfiirik asit konjugatlaridir [23].
Yutulan bilesigin ¢ogu, karaciger ve bobreklerdeki normal yollarla metabolize edilir.
Kronik uygulama c¢aligmalart ayrica parabenin viicutta birikmedigini de

gostermektedir.
1.1.5 Emilim, dagilim, metabolizma ve atilimlari

Oral yoldan verilen paraben, gastrointestinal sistemden kolayca ve tamamen emilir.
Matthews ve ark. [24], sodyum tuzu i¢in 6ldiiriicii doz serbest esterden 6nemli 6lglide
daha diisiik oldugundan, parabenin sodyum tuzunun kullaniminin gastrointestinal
sistemden emilimini arttirdigini bildirmistir. Nogami et al. [25], parabenin m-hidroksi
tiirevinin bagirsaktan p-hidroksi tiirevinden daha hizli emildigini bildirmistir. Derache
ve Gourdon [26], fareleri agizdan 100 mg paraben ile tedavi ederek diger parabenlerle
birlikte MP farmakolojisini incelemislerdir. Kan ve idrar diizenli olarak toplamnis ve
kagit kromatografisi ile analiz edilmistir. Sicanlara oral uygulamadan sonra,
parabenler gastrointestinal sistemden hizla emilir ve esterazlar tarafindan kolayca p-
hidroksibenzoik aside hidrolize edilir. Paraben metabolitleri, alimdan 30 dakika sonra
ortaya ¢ikmistir. Tanimlanan metabolitler, p-hidroksibenzoik, p-hidroksihippurik asit

ve ester ve eter glukuronid ve bir eterli stilfattir.

MP dahil olmak iizere parabenlerin farmakolojisi Jones ve arkadaslari tarafindan
incelenmistir [27]. MP ve diger parabenlerin kopeklerde intravendz (50 mg kg™) ve
oral yoldan (1 g kgl) etkileri arastirilmis. Ana bilesigin ve metabolitlerinin kan ve
idrar igerigi farklt zaman noktalarinda analiz edilmis. Kan ve idrardaki p-

hidroksibenzoik asit seviyeleri, ester baginin hazir hidrolizini 6nermislerdir.
1.1.6 Enzimler ve diger biyokimyasal parametreler iizerindeki etkileri

Parabenin dihidrofolat rediiktaz enziminin aktivitesini ve bu enzimin metotreksat
inhibisyonunu arttirdigi bildirilmistir. Parabenin etkisinin, enzimde dihidrofolata olan

afinitesini artiran konformasyonel degisikliklerin indiiklenmesine bagli olabilecegi



One siiriilmiistiir [28]. MP ve BP dahil olmak iizere alkil parabenlerin sigir serum
albiiminini bagladig1 rapor edilmistir. Ester zincir uzunlugundaki artigla baglanma
artar. Baglanma siireci endotermik ve hidrofiliktir. Proteine bagli paraben, mantar

Onleyici aktivitesinden yoksundur [29].

MP ve BP’nin ¢esitli enzimler ve amilolitik aktivite lizerinde herhangi bir etkisi
gozlemlememistir [30]. Peptik proteoliz ve lipolizin inhibisyonu, her iki paraben
tarafindan da gozlemlenmistir. BP’nin MP’den daha gii¢lii oldugu bildirilmistir.
Tripsin, dehidrojenaz ve peroksidaz, parabenlerin eklenmesiyle aktivesinin artigi

gozlemlenmistir [30].
1.2 Numune Hazirlama

Numune hazirlama, numuneyi modifiye etmek, analize uygun hale getirmek veya
kesinlik ve dogruluk gibi analitik parametreleri gelistirmek i¢in gerekli olan ¢ok sayida
islemi kapsadigindan, tiim analitik siirecin darbogazi olarak kabul edilir [31,32].
Ayrica, olas1 girisimler ve diisilk hassasiyet gibi tipik sorunlari ortadan kaldirir.
Numuneler, ilgili analitler ve matriks olmak tizere iki ayr1 kisim olarak diistiniilebilir.
llgilenilen analitler, belirlenecek bilesiklerdir, matriks ise yalnizca analiz
gerektirmeyen, ayni zamanda girisim yapan maddeler de i¢erebilen numunenin geri
kalanidir. Numune hazirlama, daha iyi analitik sonuclar elde etmek i¢cin numunede
¢oziinme, temizleme, 6n konsantrasyon veya kimyasal modifikasyonlar elde etmek
icin analitlerin ekstraksiyonuna, matriks doniisiimiine veya her ikisine odaklanabilir
[33].

Son yillarda, geleneksel ekstraksiyon tekniklerinin “yesil” ekstraksiyon teknikleriyle
degistirilmesi giderek onem kazanmaktadir. Bu, yesil analitik kimyanin tanitilmasiyla
ve 1998 yilinda P. Anastas tarafindan formiile edilen ve ana kaygisi ¢evre dostu
analitik teknikler, ozellikle ekstraksiyon teknikleri olusturmak olan 12 ilke ile
baslamistir [34] Ekstraksiyon tekniklerine yonelik daha ¢evreci yaklasimlar, gevresel,
klinik ve gida analizlerinde daha ucuz, daha hizli ve cevresel agidan giivenli
uygulamalari igerir [35]. Analitik prosediirlerin olumsuz ¢evresel etkisi ti¢ farkl
sekilde azaltilmistir: (I) numune hazirlamada gereken ¢oziicii hacminin azaltilmast,
(I) ozellikle otomasyon ve minyatiirlestirme ile Ol¢giim adiminda kullanilan
solventlerin ve reaktiflerin miktarinda ve toksisitesinde azalma; ve (I11) ¢oziiciiler veya

reaktifler gerektirmeyen farkli dogrudan analitik tekniklerin gelistirilmesidir [36]. Bu
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nedenle, daha yesil bir yaklagima sahip yeni gelistirilen ekstraksiyon teknikleri son
yillarda ilgi odagi olmustur. Ayrica, kati1 faz mikroekstraksiyon (SPME) ve siv1 faz
mikroekstraksiyon (LPME) gibi mikroekstraksiyon teknikleri, ekstraksiyon fazinin
¢oOziiciilerinin ¢ok kiiclik miktarlarda kullanilmasi nedeniyle yesil ekstraksiyon

teknikleri olarak kabul edilir.

Stirdiiriilebilir solventlerin gelistirilmesi ve uygulanmasi, farkli bilimsel ve teknolojik
alanlarda ilgi ¢eken bir konu olmustur [37]. Bu baglamda, genellikle iyonik sivilar
(IL'ler) olarak adlandirilan, erime noktalar1 100 °C' nin altinda olan bir grup organik
tuz ile ugucu organik ¢oziiciilerin degistirilmesine yonelik kayda deger ilerlemeler elde
edilmistir [38]. Bununla birlikte, biyolojik olarak pargalanabilirlikleri, toksisiteleri,
stabiliteleri ve pahali sentezleri ile ilgili problemler onlart miikemmel ¢oziiciilerden
uzaklastirmaktadir [39]. Bu nedenle, 2001 yilinda IL'lere alternatif olarak derin 6tektik
coziiciiler (DES'ler) tanimlanmigtir. Bunlar, benzer 6zelliklere sahipken daha kolay ve
daha ucuz tretim ile daha giiglii bir ¢evre dostu profil sergiler [40]. DES'ler, diisiik
orgii enerjisine ve dolayisiyla diisiik erime noktalarina sahip biiyiik, asimetrik iyonlar
igerir. Genellikle bir kuaterner amonyum tuzunun bir metal tuzu veya hidrojen bagi
donérii (HBD) ile komplekslestirilmesiyle elde edilirler. Ornegin; bir halojeniir iyonu
ile hidrojen dondr kismi arasindaki hidrojen bagi yoluyla meydana gelen yiik
delokalizasyonu, tek tek bilesenlerin erime noktalarina gore karigimin erime
noktasindaki azalmadan sorumludur [41]. 2001 yilindan bu yana, diinya ¢apinda
bircok bilim insan1 DES'lerin kullanimini artirmis ve ¢esitli ¢calismalar yayinlamistir

[42].
1.2.1 Derin 6tektik coziiciilerin sentezi

DES'leri sentezlemek icin kullanilan yaklasimlardan biri, homojen bir c¢ozelti
olusturmak icin iki veya daha fazla tuzu karigtirip 1sitmaktir. Tipik olarak, ortam
sicakliginda erimis tuzlar, bir hidrojen bag: alicis1 (HBA) olan kuaterner amonyum
tuzlarmin metal tuzlari ile karistirtlmasiyla olusturulmustur [43]. Bu nedenle, dort
farkli DES tiirli olusur. Bunlar, (I) metal kloriirlii kuaterner tuz, (II) hidratli metal
kloriirlii kuaterner tuz, (111) bir HBD bilesigi ile dordiinciil tuz (HBA) ve (IV) HBD ile

metal kloriir. Dort tipin ilgili genel formiilleri Cizelge 1.1°de sunulmustur.



Cizelge 1.1 Dort tip derin 6tektik ¢oziicii

Tipi Formul Sartlar
I CattX~ + zMClx M = Zn, Sn, Al, Ga, Fe, In
I CattX™ +zMClx yH,0 M = Co, Cu, Ni, Fe, Cr
1 Cat+X_ +7RZ Z= OH, COOH
v MCIx+ RZ=MCIx1*-RZ* M=2Zn, Aland Z = OH,
MCIx*? CONH;

Cat* = herhangi bir fosfonyum, amonyum veya siilfonyum katyonu, X~ = bir Lewis
bazi, genellikle bir halojentir anyonu, MClx = metal kloriir, RZ = organik bilesik.

I1k iki tip hidrofilik DES'leri sentezlemek i¢in kullanilirken, diger ikisi hidrofobik DES
sentezlemek igin kullanilir [44,45]. Tip III ve IV'in sagladig1 sucul ¢ozeltilerdeki
stabilite nedeniyle, ¢ogu ¢alismada siklikla kullanilirlar ve en ¢ok kullanilan HBA
Kolin kloriirdiir (ChCl). Sekil 1.2'de baz1 yaygin HBA ve HBD gosterilmektedir.

Hydrogen Bond Acceptors Hydrogen Bond Donors
‘ / 0 0 0 0
N
S T X
OH/\/ NHZ" NHz NH: N NH: NN
Cl- H H H
Urea Acetamide 1-methyl Urea 1,3-dimethyl Urea

Choline Chloride

|~ .

N 3 9 0
NSO
CH
OH Cl- \NJLNH, )L NHz %OH
| = NHZ NHz o)
N-ethyl-2-hydroxy-N N-

dimethyletanaminium Chloride 1,1-dimethyl Urea Thiourea Benzamide Oxalic Acid
O
I :
c O/\/cw\ OH OH U
) OH
2-(chlorocarbonyloxy)-N,N,N- OH\/J\,OH ~"0H OH OH
tnmethylethanaminium Chloride Glycerol Ethylene Glycol Benzoic Acid Malonic Acid
¢
OH/\MCL
0 0 0% o o
OH
OHMOH OHWOH NOH
o} OH o

N-benzyl-2-hydroxy-N N- Adipic Acid Citric Acid Succinic Acid

dimethylethanaminium

Sekil 1.2 DES olusumunda kullanilan bazit HBA ve HBD yapilari



1.2.2 Derin otektik ¢oziiciilerin 6zellikleri

DES olusumunda baz1 fizikokimyasal o6zelliklere katkida bulunan ¢esitli
kombinasyonlarda ve molar oranlarda bir HBD ve bir HBA arasinda c¢esitli
etkilesimler (anyon degisimi, zayif kovalent olmayan etkilesimler, n-n ve hidrojen
bagi gibi) gerceklesir [46]. Bu fizikokimyasal oOzellikler viskozite, yogunluk,
iletkenlik, asitlik, yiizey gerilimi, uguculuk ve erime veya donma noktasidir. Hidrojen
bag1 proton transfer mekanizmasinin fiziksel ve kimyasal 6zellikler iizerindeki etkisini
aciklayan yogun bir ¢alisma da bulunmaktadir [47]. Uygun DES'i segmeden 6nce
dikkate alinan diger 6zellikler, biyolojik olarak pargalanabilirlik, toksisite ve termal
kararliliktir [48]. Ayrica, hem IL'ler hem de DES'ler, su veya organik ¢dziiciiler gibi
secilen yardimci ¢oziiciiye bagh olarak ikili karisimlar olarak farkli fizikokimyasal

ozellikler sergileyebilir [49].
1.2.3 Analitik kimyada DES'ler
DES'lerin analitik kimyada kullanimi1 birkag gruba ayrilabilir [50,51]:

(a) karmasik matrikslerden hedef analitlerin (mikro) ekstraksiyonu igin uygulama,
ardindan analitik cihazlar kullanilarak nicellestirme;

(b) ekstraksiyon verimliligini artirmak i¢in nanopargaciklarin, silika, sorbentlerin vb.
modifikasyonu i¢in uygulama;

(c) kat1 numunelerin ¢6ziilmesi veya parcalanmasi i¢in uygulama;

(d) dagitict kat1 fazli ekstraksiyon (DSPE) prosediiriinden sonra eluent olarak
uygulama;

(e) bir mobil faz katki maddesi/degistirici olarak kromatografide uygulamalaridir.

Analitik kimya bakis agisindan, DES tabanli (mikro) ekstraksiyon prosediirleri, yeni
bir tiir homojen s1v1 s1vi ekstraksiyonu (HLLE) olarak disiiniilebilir [52]. Genel olarak
DES tabanli HLLE islemlerinde su ile karisabilen DES ilave edildikten sonra homojen
bir ¢ozelti olusur. Bu nedenle, bulanik bir ¢ozelti elde etmek i¢in bir emiilgator
¢oziciiniin (genellikle tetrahidrofuran) eklenmesi gereklidir. Ardindan, agrege olmus
DES damlaciklarint sulu numuneye dagitmak i¢in siklikla ultrasonik bir banyoda

sonikasyon kullanilir. Faz ayrimi1 genellikle santrifiijleme ile saglanir [53].



1.2.4 DES'lerin kati ve sivi numuneler icin uygulamalari

DES’lerin sivi numuneler (Cizelge 1.2) ve kati numuneler (Cizelge 1.3) igin
uygulamalari arastirilmistir. Ilgili ¢izelgeler ayrica numune matriksi, kullanilan DES,
tespit limiti ve analitik cihazlar ilgili ayrintilar verilmistir. Numunenin kiimelenme
durumundan ve analit tlirlinden bagimsiz olarak, DES sentezi i¢in, kolin kloriir (ChCl),
bildirilen prosediirlerin gogunda DES olusumu i¢in bir hidrojen bagi alicis1 olarak islev
gormiistiir. Ote yandan, organik asitler [54,55], fenol [56] ve tiirevleri gliserol [59] ve
tire [60], bir hidrojen vericisi olarak kullanilmaktadir. Ekstraksiyondan sonra, hedef
analitleri i¢ceren DES fazi, ekstrakt olmadan dogrudan HPLC-UV [61], HPLC-MS
[62], GC-FID [63], ve GC-MS [64] sistemlerine dahil edilmistir. FAAS [65] ve ICP-
OES [66] kullanilarak metallerin belirlenmesinde, DES faz viskozitesini azaltmak ve
nebulizasyon i¢in mevcut hacmi artirmak i¢in su veya alkol ile ekstrakt on

seyreltmesini igerir.



Cizelge 1.2 Stvi numunelerin kimyasal analizi i¢in DES'lerin uygulanmasi

Analit Ornek Ornek DES bilesimi DES hacmi Tayin LOD DES yéntemi Kaynak
hacmi (mL) (uL) teknigi (ng L)
Cd Su 15 ZnClj:asetamid (1:2) 350 FAAS 0.504 DES-ME [49]
Cr(l1/VvI) Su 10 ChCl:fenol (1:3) 450 FAAS 550 UA-DES-ELPME [50]
Co ilaglar 10 ChCl:fenol (1:4) 500 FAAS 1.1 DES-UALPME [51]
Cu ve Ni Su, tire 50 ChCl:ure (1:2) — FAAS 0.05-0.60 Online SPE (DES [52]
Pb ve Cd Su, kati 60 ChCl:ure (1:2.5) 200 FAAS 0.4 and 0.1 DES-MNP [53]
ornekler ve
sa¢
Pb ve Cd Yaglar 28 ChCl:iire (1:2) 200 ETAAS 0.08 ve 0.002 DES-LPME [54]
BTE ve PAHs Su 1.5 ChCl:fenol (1:2) 100 HPLC-UV 0.02-6.8 ELLME-DES [55]
Dopamin, Ure ve 10 ChCl:iire (1:2) - HPLC-UV 0.22-0.36 DSPE-DES (DESas  [56]
epinefrin serum
Malahit yesili  Su 10 ChCl:fenol (1:4) 500 UV-VIS 3.6 DES-UA-ELPME [57]
Metadon Su, lire ve 10 ChCI:TNO (1:2) 100 GC-FID 0.7 DES-AAELLME [58]
plazma
Organoklor Su 50 ChCl:ure (1:2) 50 GC-u ECD 0.0004— DES-MBG-dSPE [59]
0.0027
Pestisit Meyve suyu 5 ChCl:p-klorofenol (1:2) 122 GC-FID 0.46-3.1 DES-DLLME [60]
Bitki biiylime  Yaglar 1 Tetrametilamonyumkloriir 30 HPLC-UV 5-7.5 DES-LPME [61]
diizenleyicileri
Fenolik Yaglar 14 ChCI: ksilitol (2:1) 14,000 HPLC-UV - DES-LLE [62]
bilesikler
Toplam Yaglar 1 Laktik asit:glikoz:su 5000 UV-Vis — DES-LLE [63]
fenolik igerik

DES — derin 6tektik ¢oziicti, ChCl — kolin kloriir, PAH'lar — polisiklik aromatik hidrokarbonlar, BTE — benzen, toluen, etilbenzen, TNO ve ttrahidro-5,5,8,8-tetrametilnaftalin-2-ol, GC-FID — gaz kromatografi alevi iyonizasyon
dedektorii, HPLC-UV — yiiksek performansli sivi kromatografisi ultraviyole algilama, FAAS —alev atomik absorpsiyon spektroskopisi, UV—-Vis — ultraviyole-gériiniir spektroskopi, GC-p ECD — gaz kromatografisi mikro elektron
yakalama dedektorii, ETAAS — elektrotermal atomik absorpsiyon spektrometrisi. ME — mikro ekstraksiyon, UA-DES-ELPME - emiilsifikasyon sivi faz mikro ekstraksiyonuna dayali ultrason destekli derin 6tektik solvent, DES-
UALPME - derin 6tektik solvent ultrason destekli sivi faz mikro ekstraksiyon, SPE — kati faz ekstraksiyonu, MNP — manyetik nanopartikiiller, LPME — s1v1 fazli mikro ekstraksiyon, ELLME — emiilsifikasyon sivi-sivi mikro
ekstraksiyon, DSPE — dispersif kati faz ekstraksiyon, AAELLME — hava destekli emiilsifikasyon sivi-sivi mikro ekstraksiyon, MBG-dSPE — manyetik bucky jeller dagitic1 kati faz ekstraksiyonu, LLME — s1vi —s1vi mikro oziitleme,
DLLME - dagatic1 stvi—sivi mikro 6ziitleme, DI-LPME — dogrudan daldirma siv1 fazi mikro dziitleme, LLE — sivi-s1v1 ekstraksiyonu
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Cizelge 1.2 Kat1 numunelerin kimyasal analizi i¢in DES'lerin uygulanmasi

Analit Ornek Ornek DES bilesimi DES Tayin LOD DES yéntemi Kaynak
hacmi hacmi teknigi (ung L)
(mL) (uL)

As, Cr, Mo, Tarimsal 0.1 ChCl:okzalik asit (1:2) 10 ICP-OES 0.009-0.1 UAE ve 1sitilmis DES [64]
Sh, Se ve V ornekler
Cu, Fe ve Zn Balik 0.1 ChCl: okzalik asit (1:2) 2.5 FAAS 0.006-0.053 DES bozundurma [65]
Cu, Fe, Ni ve Deniz triinleri 0.1 ChCl: okzalik asit (1:2) 2 ICP-OES 0.04-0.56 MAD-DES [66]
Zn
Fe Koyun, sigir 0.050 ChCl:laktik asid (1:1) 8 FAAS 0.026 UA-DES-E [67]
Mn Sebze ChCl:tartarik, okzalik, ICP-OES 0.0034- DES [68]

Ornekleri sitrik asidler (1:1) 0.0123
Organik Chamaecyparis — ChCl:etilen glikol (1:4) 0.002 GC-FID 0.02-0.03 DES-HS-SME [69]
analitler
PAH Deniz tiriinleri 0.1 ChCl:okzalik asit (1:2) 2.5 HPLC-FLD 0.005-0.03 DES [70]
Fenoller Cajanus cajan 2 ChCl:maltoz (1:2), 60 UPLC-UV 0.06-0.13 NADES-MAE [71]

20% (v/Vv) su

Fenoller Pyrola 1 ChCl:1,4- 10 HPLC-UV 0.04-0.14 PDES-MAE

yapraklari biiteldiol(1:4), 30% su [72]
Fenoller Uziim kabugu — ChCl: okzalik asit — HPLC-UV 0.0005— UAE-DES [73]

(1:2), 25% water 0.0037

Okratoksin A Beyaz un 4 ChCl:tire (1:2), 40% su 4 HPLC-FLD 0.0009 DES [74]

DES — derin 6tektik ¢6ziicii, ChCl — kolin kloriir, PAH — polisiklik aromatik hidrokarbonlar, ICP-OES — endiiktif olarak eslestirilmis plazma optik emisyon spektrometrisi, FAAS — alev atomik
absorpsiyon spektroskopisi, GC-FID — gaz kromatografisi alev iyonizasyon dedektorii, HPLC-UV — yiiksek performans sivi kromatografisi ultraviyole tespiti, HPLC- FLD — yiiksek performansh
stvi kromatografisi floresan tespiti, GC—MS — gaz kromatografisi kiitle spektrofotometresi. BAE — ultrason destekli ekstraksiyon, MAD — mikrodalga destekli sindirim, UA-DES-E — ultrason
destekli derin 6tektik solvent ekstraksiyonu, HS-SME — headspace-solvent mikro ekstraksiyon, MAE — mikrodalga destekli ekstraksiyon, PDES-MAE — poliol bazli derin otektik ¢oziiciiler
mikrodalga destekli ekstraksiyon, NADES-MAE — dogal derin 6tektik ¢oziiciiler mikrodalga destekli ekstraksiyon, MADESE-SPME — iist bosluk kat1 fazli mikro ekstraksiyon ile birlestirilmis
mikrodalga destekli derin 6tektik solvent ekstraksiyonu.
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Kolin kloriir bazli DES'nin suda ¢6ziiniir olmas1 nedeniyle, analit iceren DES fazinin
ayrilmasi, aprotik bir organik ¢oziiciiniin eklenmesi kullanilarak homojen bir sulu
numune ¢oOzeltisinden gergeklesir. Kendi kendine kiimelenme olgusu, su ve DES
arasindaki etkilesimlere kiyasla aprotik ¢oziici ve su arasindaki daha giiglii
etkilesimlerle aciklanabilir [67]. Genel olarak, aprotik organik ¢o6ziicii ilavesinden
sonra, bulanik bir durumun olusumu gézlemlenir ve DES fazim1 ayirmak igin bir
santrifiijleme asamasi1 gereklidir. Su numuneleri ile ilgili olarak, poliaromatik
hidrokarbonlar [68], pestisitler [69] ve metaller [70] en ¢ok belirlenen analitler olup,
ekstraksiyon prosediirleri ChCl:fenol, ChCl:gliserol, ChCl:iire, ChCl:glukoz ve

ChCl:pklorofenol bilesimleri kullanimina dayanmaktadir.

Organik s1vi numunelerden (esas olarak bitkisel yaglar) veya organik ¢oziiciilerden
[71] ve kati numunelerden (bitkiler, toprak ve gidalar) analitlerin ekstraksiyon
prosediirii biraz farklidir. ChCl bazli DES'ler organik sivi numunelerde ¢oziinmezler.
Bir DES ve organik sivi numune karisiminin ultrason veya vorteks kullanilarak
karistirilmasi, bulutlu  bir durumun olusumunu destekler. Bitkisel yaglarda
hidroksisinamik asitlerin, fenolik bilesiklerin ve metallerin belirlenmesi i¢in
DES'lerden yararlanilmistir. DES viskozitesini azaltmak i¢in, ozellikle kat1 faz
numune analizi i¢in, karisima su eklenir veya 1sitma da kullanilir. Kat1 numunelerin
ekstraksiyonundan sonra, santrifiijleme ile elde edilen siispansiyonlarin filtrasyonu
genellikle aletli analizden 6nce yapilir. DES-numune orani, yiiksek ekstraksiyon
verimliligi elde etmede 6nemli bir rol oynar. Tekrarlanabilir ekstraksiyon saglamak
icin katt numune analizi i¢in nispeten biiylik bir DES hacminin gerekli oldugu
belirtilmelidir. Ekstraksiyon i¢in kullanilmalarinin yani sira, DES'ler molekiiler olarak
baskilanmig polimerlerin sentezinde [72], ekstraksiyon verimliligini artirmak igin
sorbent modifikasyonunda [73], kromatografide mobil faz katki maddesi/degistirici

olarak [74] ve bir eluent olarak uygulama bulmustur.

1.3 Deneysel Tasarim

Gliniimiizde, numune hazirlama yontemlerini basitlestirme ve minyatiirlestirme
egilimi, oziitleme fazinin ¢ok kiigiik bir hacmini kullanan etkili ve diisilk maliyetli
mikro oziitleme tekniklerinin gelistirilmesine yol agmistir. Bunlarin arasinda, sivi-sivi
mikroekstraksiyon (LLME) yontemi, ¢ok sayida analitik yonteme uygulanabilen basit
ve etkili bir numune 6n isleme teknigidir. Ilgili bir minyatiirlestirilmis ve ¢evre dostu
ekstraksiyon teknigi, dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon (DLLME), son yillarda
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gelistirildi ve diger sivi veya hatta kat1 faz ekstraksiyon yontemlerine kiyasla ¢ok
yiiksek bir zenginlestirme faktorii ve ¢ok diisiik solvent tiiketimi gostermektedir.
DLLME ve tiirevlerine birkag etkili parametrenin dahil edilmesi, miimkiin olan en iyi
ekstraksiyon sonuglarini elde etmek igin optimizasyon ihtiyacini artirmistir. Aslinda,
deneysel tasarim ve performans kosullarinin optimizasyonu, analitik kimyada
kemometriklerin en Onemli uygulamalaridir. Boylece, deney tasarimi (DoE),
degiskenler arasindaki iliskinin en iyi modelini ve ayrica optimal deneysel kosullar
belirlememize yardimei olur. Burada, DLLME uygulamalarin1 optimize etmek icin
tam faktoriyel, kesirli faktoriyel, Plackett-Burman, ortogonal dizi, merkezi bilesik,
Box-Behnken, Doehlert ve D-optimal tasarimlari yaygin olarak kullanilmaktadir [75].
Deney tasarimi (DoE), siire¢ optimizasyonunda etkili faktorleri belirlemek ve kontrol
etmek igin en yaygin tekniklerden biridir. Istatistiksel yontemlerin kullanildig
(problemin tiirtine gore) bu teknikte dnemli faktorler belirlenir ve kontrol edilemeyen
degiskenler azaltilir. DoE ilk olarak 1920'de Fisher ve Yates tarafindan gelistirilmis
[76] ve yanit tizerindeki farkli faktorlerin etkisini arastirmak i¢in kontrollii kosullara
sahip bir DoE versiyonunu icermektedir. Aslinda tasarimin, etkili faktorlerin
belirlenmesi, faktorlerin belirlenen yanit(lar) tizerindeki etkisinin tahmin edilmesi,
faktorler arasindaki etkilesimlerin belirlenmesi ve faktorler ile tepki(ler) arasinda
matematiksel iliski olusturmak i¢in optimizasyon ve modelleme gibi farkli amaclar
vardir. Deney tasarimi, tiim degiskenlerin bir deneyden digerine degistirilmesini igerir,
clinkii degiskenler birbirini de etkileyebilir ve bir degisken icin ideal deger diger
degiskenlerle iligkili olabilir [77]. DoE'deki faktorler niteliksel veya niceliksel olabilir.
DoE'de once siireci etkileyen faktorler secilir. Daha sonra 6nceki arastirmalar ve genel
bilgiler dikkate alinarak bu faktorlerden bir dizi degerlendirilir. DoE'nin en 6nemli
hedeflerinden biri, en iyi deneysel yaniti olusturan faktorlerin seviyelerini bulmaktir.
Faktor seviyeleri olarak adlandirilan faktorlere farkli degerler atanir. Tipik olarak, bu
seviyeler -1, 0 ve +1 sayilartyla veya kullanilan yazilima bagli diger isaretlerle
belirtilir. Faktorlerin etkilerine yanit1 iligskilendiren modele yanit fonksiyonu veya ¢ok

degiskenli dogas1 nedeniyle yanit yiizeyi denir.

DoE'nin bir diger amaci, faktorlerin etkilerini anlamak ve minimum deney sayisini
kullanarak faktorler ve analitik sonuglar arasindaki iliskiyi modellemektir. Bu, test
alaninin (test kosullar1) dogru ve verimli bir tasarimin1 gerektirir. Bdylece deney

kosullarinin tasarimi iyi ise zamandan ve maliyetten tasarruf edilir. Bu adimda
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modelleme yapilarak deneysel kosullarinin optimizasyonu miimkiindiir. Bu konunun
onemi ve analitik kimyadaki uygulamalar1 nedeniyle, gosterildigi gibi birka¢ derleme
makalesi yaymlanmistir [78-81]. Tiim bu makaleler, kimyanin tiim dallarinda yiiksek
kaliteli 6l¢limler i¢in parametre optimizasyonu kavraminin anlasilmasi gerektigini
belirtmektedir. Bu, modern analitik kimya yontemlerini kullanarak kabul edilebilir ve
arzu edilen sonuclara ulagsmak isteyen bilim adamlar i¢in Ozellikle 6nemlidir. Ek
olarak, bir¢ok deney, birden ¢ok yanitin eszamanli optimizasyonunu gerektirir.
Faktorlerin ve yanit degiskenlerinin sayisi arttikga problemin boyutlarinin sayisi

arttiginda, geleneksel yaklagimlar optimal ¢éztimleri bulamayacaktir.

Sonug olarak, DoE, ytiksek verimlilige sahip iistiin bir stratejidir ve analitik kimyanin
tim dallarinda genis uygulama kazanmistir. Ekstraksiyon siireglerinin girdileri,
ciktilar1 ve cesitli kontrol edilebilir ve kontrol edilemez faktdrleri vardir. Bu nedenle,
girdilerin ¢iktilara doniistiiriilmesi siirecinde faktor etkilerinin orani ve sekli acikga
biliniyorsa siire¢ kontrol edilebilir. Geleneksel bir yontemde, faktorlerin ilk
arastirilmasi ¢cok zaman alan ve maliyetli olan en 6nemli agamadir. Son yillarda,
istatistiksel yontemlerin (6zellikle deneysel tasarim) kullanilmasi, bir calismada
gerekli olan calisma sayisinda onemli bir azalmaya yol acarak zaman ve maliyet
tasarrufu saglamistir. Ekstraksiyon yoOntemlerini birden ¢ok faktoriin etkiledigi
diistintildiiglinde, DoE kullanimi sistematik olarak ytiksek verim elde edilmesini saglar
[82]. Birgok DLLME c¢alismasinda, 6nemli faktorleri belirlemek ve degerlendirmek
i¢cin adim adim bir yaklagim kullanilir. Ancak faktor sayisi fazla oldugunda adim adim
yaklasim uygun degildir ve faktorler arasindaki etkilesimleri gdsteremez. Deneyde
farkli seviyelerde birkag faktor s6z konusu oldugunda, optimal sonuglara ulasmak icin
etkili ve verimli bir deney tasariminin olusturulmasi ¢ok énemlidir. DLLME siirecini
etkileyen faktorleri degerlendirmek i¢in DoE'in kullanilmasi, siire¢ optimizasyonu
icin gereken deney sayisini azaltir, bdylece zaman, maliyet ve ¢evre kirliligini en aza
indirir. Bu nedenle, islem parametrelerinin taranmasi ve optimizasyonu i¢in DoE

kullanilir.
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2. MATERYAL VE METOD

Tez calismasinda, kozmetik 6rneklerden metil paraben (MP) ve biitilparabenin (BP)
ayrilmasi, onderistirilmesi ve tayini i¢in kemometrik optimizasyona dayali ve derin
otektik ¢oziiciilerin kullanildugu iki farkli analitik yontem gelistirildi. Her iki
calismada ortak kullanilan cihazlar, kimyasallar, ornek toplama ve hazirlama

basamaklari asagida detaylandirilmistir.

2.1 Cihazlar

MP ve BP’nin tayinleri Shimadzu marka 1800 model UV-Vis spektrofotometre
kullanildi. Tez ¢alismasi boyunca, tiim ¢ozeltiler Milli-Q su aritma sisteminden
(Millipore, ABD) elde edilen ultra saf su kullanilarak hazirlandi. Ekstraksiyon ve
ornek hazirlama adimlarinda ultrasonik banyo (A SK5210LHC Kudos, Sanghay, Cin)
ve dijital pH metre (Mettler Toledo FE28, Ziirih, Isvigre) kullanildi. Kemometri
analizi, deneysel tasarim ve optimizasyon adimi i¢in Design-Expert® yazilimi siirim
13 (Stat-Ease Inc., Minneapolis) kullanildi. Cozeltiler buzdolabinda yaklagik 4 °C de

saklandi.
2.2 Kimyasallar

Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktaydi. MP ve BP (saflik > %99),
Sigma-Aldrich'ten (Steinheim, Almanya) satin alind1 ve stok ¢dzeltileri (1000 mg L)
uygun miktarlarinin metanolde c¢oziilerek hazirlandi. Calisma c¢ozeltileri ve
kalibrasyon c¢ozeltileri stok cozeltilerin gilinliik sirali seyreltmeleri ile hazirlandi.
Metanol (saflik > 98) Merck'ten (Almanya) satin alindi. Fosfat tampon ¢dzeltisi (0.2
mol L! pH=6.6), 18.75 mL 0.2 mol L* dibazik sodyum fosfat ile 31.25 mL monobazik
sodyum fosfatin 50 mL su i¢ginde karistirilmasiyla hazirlandi. Farkli derisimlerde NaCl
¢ozeltileri onun stok katisindan (saflik>%99, Merck) uygun miktarlarinin su igerisinde
¢oziinmesiyle hazirlandi. n-oktanoik asit (C8, saflik > 98, Merck), nonanoik asit (C9,
saflik > 96, Sigma), dekanoik asit (C10, saflik > 98, Sigma), undekanoik asit (C11,
saflik > %99, Merck) ve dodekanoik asit (C12, saflik > 96, Merck), diistik viskoziteli
yag asidi bazli derin oOtektik ¢oOziiciilerin hazirlanmasinda kullanildi. N,N-
dietiletanolamonyum klortir, etilen glikol, kolin kloriir, gliserol ve prolin Merck'ten
(Darmstadt, Almanya) satin alindi. Malik asit, sakaroz ve 1,2-Propandiol, Sigma-

Aldrich'ten (Steinheim, Almanya) satin alindi. Laktik asit, tetrahidrofuran (THF) ve
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glikoz, Across Organics'ten (Geel, Belgika) satin alindi. Asetat tampon ¢ozeltisi (100
mM, pH 4.5), 2.93 g sodyum asetat trihidrat ve 1.62 mL buzlu asetik asit karigtirilarak
hazirlandi.

Erlen, beher, balon joje, cam ve plastik saklama kaplari, santrifiij tlipleri, cam tiipler,
baget gibi deneysel calismalarda kullanilan malzemelerden gelebilecek kimyasal
kirlenmeleri ve analit kayiplarini 6nlemek amaciyla deneylerden 6nce temizlik iglemi
yapildi. Temizlik isleminde, malzemeler deterjanli su ile iyice yikanip bol su ile
durulandiktan sonra %10 'luk HNO3 ¢ozeltisinde 5 dakika bekletilmesinin akabinde

saf su ile iyice durulanip kurutularak kullanildi.

2.3 Ornek Toplama ve Hazirlama

Sampuan, dus jeli, sa¢ kremi, nemlendirici krem, giines kremi, el kremi, sivilce
Onleyici krem, yiiz bakim jeli, sivi sabun, yliz nemlendirici jel, jel sabun, dis macunu,
g0z cevresi bakim kremi, argan 6zli sa¢ maskesi, yiiz kil maskesi, kenevir yag1 ayak
maskesi, yiiz temizleme jeli, sikilastiric1 viicut losyonu, antibakteriyel sivi sabun, sag
bakim maskesi, kat1 sabun ve kil el maskesi Sivas'ta bulunan EZEL kozmetik
firmasindan temin edildi. Bu iiriinlerin 6rnek hazirlama adimlari literatiirde daha 6nce
bildirilen yonteme gore gerceklestirildi [83]. Buna gore, ilk olarak, kati (1 g) ve sivi
numuneler (5 mL), 50 mL santrifiij tiiplerine eklendi. Daha sonra, tiiplere 10 mL etanol
ilave edildi. Ardindan, tiipler ultrasonik banyoya yerlestirildi ve oda sicakliginda 52
kHz'de 10 dakika sonike edildi. Elde edilen karisim, 0.22 um'lik bir millipore
membran filtre kullanilarak siiziildii. Son olarak, elde edilen siipernatantin 10 mL'sine

gelistirilen yontemler uygulanarak MP ve BP igerikleri analiz edildi.

16



3. BULGULAR

Tez calismasinda, kozmetik 6rneklerden MP ve BP’nin UV-Vis spektrofotometrik
tayinleri dncesi iki ayr1 mikroekstraksiyon yontemi gelistirilmistir. MP igin gelistirilen
yontemin kisaltmasi DES-SA-DLLME iken, BP i¢in gelistirilen yontemin kisaltmasi
ise LW yag asid bazli-DES AA-LLME dir.

3.1 DES-SA-DLLME Yontemi

DES-SA-DLLME yonteminin deneysel asamalari sdyledir. Ilk olarak, boliim 2.3'te
aciklandigr gibi hazirlanan 10 mL kozmetik numune, 120 pug MP iceren 15 mL'lik
falcon tiiplere ilave edildi. Daha sonra, numune ¢ozeltilerinin pH'1l, asetat tampon
cozeltisi kullanilarak pH 4.5'e ayarlandi. 525 pL DES-3 (sirastyla 1:2:3 molar oranlh
prolin, malik asit ve su karisimindan olusur) ve 390 uL THF, elde edilen karigimdan
MP'yi ekstrakte i¢in numune ¢ozeltisine ilave edildi ve tiipler ultrasonik banyoya
yerlestirildi. Ardindan, hazirlanan DES-3"lin (ekstraksiyon solventi olarak) numune
cozeltisine etkin dagilimin1 ve MP ile etkilesimini arttirmak igin tiipler oda
sicakliginda 14 dakika sonikasyona tabi tutuldu. Sonikasyondan sonra tiipler 4000
rpm'de 2 dakika santrifiijlendi ve MP'yi igeren DES-3 fazi sulu ¢6zeltinin iizerinde
toplandi. Sulu kisim bosaltildi, kalan fazin son hacmi etanol ile 500 pL'ye tamamlandi.
Ardindan elde edilen ¢bzelti mikro kuvars kiivetlere aktarildi. Son olarak, UV-Vis
spektrofotometresi kullanilarak 315 nm'de absorbans 6lgiimleri yapildi. Ekstraksiyon
ve analiz adimlari, numune koriine paralel olarak ti¢ tekrar halinde gergeklestirildi.
DES-SA-DLLME yontemin deneysel basamaklar1 Sekil 3.1°de sunulmustur. Ayrica

optimum kosullarda MP i¢in elde edilen spektrumlar Selil 3.2°de verigsmistir.
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3.1.1 DES hazirlama

DES'ler, HBA ve HBD gruplari iceren en az iki kimyasal tiirin belirli bir molar oranda
karistirilmasiyla pratik olarak hazirlanir. Bu ¢alismada, literatiirde bildirilen yonteme
gore alt1 DES hazirland1 [84]. HBA olarak etilen glikol, gliserol, malik asit, sukroz,
1,2-propandiol ve glukoz, HBD olarak N,N-dietil etanolamonyum klortir, kolin kloriir,
prolin ve laktik asit kullamilds. ilk olarak, HBA ve HBD tiirleri beherlere belirli molar
oranda eklendi. Daha sonra beherler magnetik 1sitic1 tablaya yerlestirildi ve homojen
bir siv1 elde edilene kadar karistirilarak 1sitildi. Homojen sivi olusumu, DES'lerin
hazirlandigimi gosterdi. Hazirlanan DES'ler, oda sicakligina sogutulduktan sonra
mikroekstraksiyon ¢alismalari i¢in test edildi. Hazirlanan DES'lerin kombinasyonlari,

molar oranlar1 ve sembolleri Cizelge 3.1'de sunulmustur.

Cizelge 3.1 Hazirlanan DES’lerin molar oranlari, bilesimi ve sembolii

Sembol HBD HBA Molar Geri kazanim
oran (%)
DES-1 N,N- dietil etanol Etilen glikol 1:1 45.1
amonyum klortir
DES-2 Kolin kloriir Gliserol 1:2 60.9
DES-3 Prolin Malik asit:su 1:1:3 88.3
DES-4 Kolin kloriir Sakaroz 4:1 54.7
DES-5 Kolin kloriir 1,2-Propandiol:su 1:1:1 78.5
DES-6 Laktik asit Glikoz: su 5:1:3 74.2

3.1.2 Deneysel modelleme

DES-SA-DLLME yonteminin temel mikro ekstraksiyon faktorlerinin optimizasyonu
i¢in kemometrik yaklasima dayali merkezi kompozit tasarimi (CCD) uygulandi. On
deneylerin sonucuna dayanarak, CCD tarafindan optimizasyon i¢in pH (A), DES-3
hacmi (B), sonikasyon siiresi (C) ve THF hacmi (D) temel mikroekstraksiyon
faktorleri olarak secildi. Bu kapsamda dort degiskenli bes seviyeli bir tam CCD
olusturuldu. Altis1t merkezi ¢alisma olmak iizere toplam 30 deney yapildi. CCD'nin

faktorleri, seviyeleri, birimleri ve sembolleri Cizelge 3.2'de verilmistir.
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Cizelge 3.2 Optimizasyon i¢in CCD'deki degiskenler ve seviyeleri

. Seviyeler
Sembol Faktor Birim
Diisiik Orta  Yiiksek -alpha  +alpha
A pH 3 55 8 2.7 8.3
B DES-3 hacmi uL 200 450 700 170 730
C Sonikasyon sliresi ~ min 3 115 20 1.98 21.02
D THF hacmi ulL 100 250 400 82 418

3.1.3 Geri kazanim ve analitik parametrelerinin hesaplanmasi

Yizde geri kazanim, DES-SA-DLLME yonteminin  mikroekstraksiyon
parametrelerinin uygun degerlerini belirlemek i¢in referans olarak degerlendirildi.
Geri kazanim ylizdesi asagidaki formiile gére hesaplands,

Geri kazanim (%)= 100 XCfinal Vinai / Co Vo (1)
Burada, Vfinal, Vo, Crinal V& Co sirasiyla dlgiilen fazin hacmini, baslangi¢ ¢ozeltinin
hacmini, olgiilen fazdaki MP derisimi ve baslangig ¢ozeltiye eklenen MP derisimini
ifade eder. Gozlenebilme simirt (GS) ve tayin siiri (TS) asagidaki formiiller
kullanilarak hesaplandi.

GS=3Spos/m @)
TS=10Shes/m 3
Burada, Spos, kor numunelerin standart sapmasi iken, m, kalibrasyon grafiginin
egimidir. Zenginlestirme faktorii (EF) asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

EF= mi/m; (4)
Burada mi:, DES-SA-DLLME yontemi kullanilmadan elde edilen kalibrasyon
grafiginin egimi iken mz, DES-SA-DLLME yodntemi uygulandiktan sonra elde edilen

kalibrasyon grafiginin egimidir.

3.1.4 On cahsmalar

Kemometrik optimizasyonu uygulamadan once, hizli ekstraksiyon ve nicel geri
kazanimlar1 saglamak i¢in uygun DES tipi ve molar oranin se¢imi 6nemlidir. Bu
kapsamda, Boliim 3.1.1'de hazirlanan alt1 farkli DES, MP'nin ekstraksiyonu igin test
edildi. Bu ¢alismada tiim DES'lerin esit hacimleri kullanildi. Uygulama sonucunda
elde edilen geri kazamm degerleri Cizelge 3.1'de sunulmustur. Ilgili cizelgeden
goriilecegi lizere MP igin elde edilen geri kazanim degerleri sirasiyla DES-3 (%88.3)
> DES-5 (%78.5) > DES-6 (%74.2) > DES-2 (%60.9) > DES -4 (%54.7) > DES-1
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(%45.1) dir. Elde edilen sonuglara gore uygun ekstraksiyon solventi olarak prolin,
malik asit ve su karigimindan olugsan DES-3 secildi. DES'in etkinligini etkileyen diger
bir parametre, onu olusturan bilesenlerin molar oramidir. Bu kapsamda DES-3'i
olusturan bilesenlerin molar oranlar1 degistirilerek en etkin molar oran belirlenmeye
calisildi. Prolin, malik asit ve su karisimindan olusan DES-3 i¢in optimum mol orani
1:2:3 olarak belirlendi ve bu kosullar altinda en iyi faz ayrim1 ve dolayisiyla MP'den

en yiiksek geri kazanim elde edilmistir. Kapsamli sonuclar Sekil 3.3°de verilmistir.
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Sekil 3.3 Molar oranin MP geri kazanimina etkisi

DES’e dayali DLLME c¢alismalarinda, numune c¢ozeltisinin iyonik giicii ayirma
verimini degistirebilir. Bu baglamda, iyonik giiciin faz ayrilmasi ve MPnin geri
kazanilmasi tizerindeki etkisi, farkli NaCl konsantrasyonlar1 (%0 ila %10 (a/h)) i¢in
test edildi. Sonuglar Selik 3.4’deverilmistir. MP'nin geri kazanimi, artan NaCl
konsantrasyonu ile siirekli olarak azaldi. Burada MP'nin geri kazanimindaki azalmanin
nedeni, hidrojen bagi alicisi olarak kloriir iyonunun, DES-3'teki hidrojen bag: verici
tiirii olan malik asid ile kolayca hidrojen bagi olusturabilmesidir. Buna gore DES-3
olusumu gerceklesmez ve daha diisiik geri kazanim saglanir. Bu nedenle, daha sonraki

calismalar i¢in numune ¢dzeltisinin iyonik giliciinii ayarlamak i¢in tuz eklenmedi.
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Sekil 3.4 Tyonik siddetin MP geri kazanimina etkisi
3.1.5 Kemometrik analiz

Kemometri analizi, Design-Expert® yazilimi ile Cizelge 3.3'deki veriler islenerek
yapildi. Bu kapsamda optimizasyon g¢alismalarindan elde edilen ANOVA verileri
Cizelge 3.4'de sunulmustur. ANOVA analizinde faktorlerin etkinligi igin
degerlendirilen ilk parametre p degeridir. Burada, MP'nin ekstraksiyonunun anlaml
olmast i¢in kurulan CCD modeli i¢in p-degerinin 0.05'ten kiigiik olmasi gerekir.
Cizelge 3.4'deki veriler kurulan CCD modelinin p-degerinin 0.05'ten ¢ok daha kiigiik
oldugunu gostermekte ve buna gore kurulan CCD'nin anlamli oldugu sonucuna varilir.
Ek olarak, tiim dogrusal, ikili ve ikinci dereceden etkilesimlerin p degerleri de 0.05'ten
kii¢lik oldugundan, CCD igin tiim faktorler anlamliydi. CCD modeline en fazla katkida
bulunan faktorii belirlemek i¢in F degerleri degerlendirilir. F degeri sayisal olarak ne
kadar biiyiik olursa, kurulan CCD modeline katkisi o kadar biiyiik olur. Bu agiklamaya
dayanarak, Cizelge 3.4'den THF hacminin (F degeri: 4048.77) CCD modeline en fazla
katkida bulunan faktér oldugu goriilebilir. Ayrica, Lack of Fit p degeri, CCD
modelinin tekrarlanabilirligini aciklamak ic¢in kullanilir. Bu degerin %95 giiven
diizeyinde 0.05'ten biiyiik olmasi tercih edilir. Cizelge 3.4'deki veriler, Lack of Fit p-
degeri (0.9132) bu aciklamay1 desteklemektedir. Bu agiklamalara dayanarak, tim
degiskenler CCD modeline 6nemli olciide katkida bulundugundan, MP'nin geri
kazanimi asagidaki ikinci dereceden denklem ile ifade edilir.

Geri Kazanmm(%) = +66.00 -2.01A +0.8147B +4.06C +11.53D +1.33AB -5.02AC

+1.40AD -3.16BC +4.89BD -2.41CD +8.854%-7.65B? -3.19C* +8.97D?
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Ikinci dereceden modelin kalite parametreleri Cizelge 3.5'de sunulmustur. Kurulan
CCD modelinden elde edilen analitik verilerin giivenilirligi icin 1.0'a yakin R2
degerleri tercih edilir. Ayrica ayarlanan-R? ile tahmin edilen-R? degerleri arasindaki
fark 0.2'den az olmalidir. Cizelge 3.5'deki R? degerleri (R% 0.9981, diizeltilmis-R:
0.9964 ve tahmin edilen-R2:0.9925) bu aciklamalar1 desteklemektedir. Istatistiksel
degerlendirmede, dogru ve istenen sonuglarin elde edilebilmesi igin yeterli-kesinlik
20'den biiyiik olmalidir. Calismamizda elde edilen yeterli-kesinlik degerinin 84.0793
olmasi istatistiksel olarak anlamlidir. Calismadan elde edilen sonuglarin giivenilirligi,

gercek ve tahmini degerler arasindaki uyumdan da anlagilmaktadir (bkz. Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 Tahmini ve gercek degerler arasindaki regresyon
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Cizelge 3.3 Kurulan modelin deneysel tasarimi ve elde edilen deneysel sonuglar

. Geri kazanim (%)
B:DES-3 C:Sonikasyon D:THF

Deney A:pH hacim stiresi hacim -
Deneysel Tahmin
1 55 450 1.98 250 57.8 57.46
2 55 450 115 418 90.2 90.16
3 55 450 115 250 65.4 66.00
4 55 450 115 250 66.7 66.00
5 8 200 20 400 77.1 76.65
6 8 700 3 100 56.8 57.01
7 3 200 20 100 85.7 84.92
8 3 200 20 400 90.1 90.57
9 55 450 11.5 250 64.3 66.00
10 8 200 3 100 56.2 56.18
11 55 450 115 250 66.8 66.00
12 55 730 115 250 57.1 57.32
13 3 700 3 400 85.9 85.99
14 55 450 11.5 82 64.2 64.34
15 8 700 20 100 54.4 53.58
16 55 450 115 250 66.9 66.00
17 8 200 3 400 77.1 77.08
18 3 700 20 400 93.7 93.00
19 55 170 11.5 250 55.6 55.49
20 55 450 11.5 250 66.2 66.00
21 8 700 3 400 97.4 97.46
22 55 450 21.02 250 66.1 66.55
23 3 200 3 100 55.4 55.61
24 8 200 20 100 64.8 65.40
25 3 700 20 100 67.1 67.80
26 2.7 450 11.5 250 79.2 79.35
27 8 700 20 400 83.9 84.38
28 3 700 3 100 51.4 51.13
29 3 200 3 400 70.8 70.91
30 83 450 11.5 250 74.9 74.85
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Cizelge 3.4 Optimizasyon siirecinin ANOVA sonuglar1

Kaynak Karelerin Toplam1  df Ortalama Kare F-degeri p-degeri

Model 4888.09 14 349.15 574.98 <0.0001 anlaml
A 7483 1 7483 123.23 <0.0001

B 1229 1 12.29 20.23  0.0004

C 30469 1 304.69 501.76 <0.0001

D 2458.58 1 2458.58 4048.77 <0.0001

AB 28.09 1 28.09 46.26 <0.0001

AC 40401 1 404.01 665.32 <0.0001

AD 31.36 1 31.36 51.64 <0.0001

BC 160.02 1 160.02 263.52 <0.0001

BD 38220 1 382.20 629.41 <0.0001

CD 9312 1 93.12 153.35 <0.0001

A? 31329 1 313.29 51592 <0.0001

B? 23428 1 234.28 385.81 <0.0001

C? 40.67 1 40.67 66.97 < 0.0001

D? 32181 1 321.81 529.96 <0.0001
Kalint1 9.11 15 0.6072

Lack of Fit 3.89 10 0.3894 0.3733  0.9132 anlamsiz
Saf hata 522 5 1.04

Kor Toplam 4897.20 29

Cizelge 3.5 Ikinci dereceden modelin kalite parametreleri

Parametreler Bulunan deger

Standart sapma 0.7793
Ortalama 70.31
Degisim katsayis1 (C.V. %) 1.11

R? 0.9981

Dizeltilmis R? 0.9964

Tahmin R? 0.9925

Adeq kesinlik 84.0793

3.1.6 Faktorlerin etkisi

Optimize edilmis faktorlerin ikili etkilesimlerinin MP'nin geri kazanilmasi tizerindeki
etkileri, 3D yiizey tepki grafikleri cizilerek tartigildi. DES-3 hacmi ve pH etkilesiminin
MP'nin geri kazanimu {izerindeki etkisi Sekil 3.6(a)'de sunulmustur. Sonug¢lardan da
anlagilacag1 gibi, MP'nin geri kazanim pH 4.8-7.5 arahiginda diisiiktiir. Ozellikle
4.8'den diistik pH'da ve neredeyse tiim DES-3 hacimlerinde nicel geri kazanimlar elde

edildi. Bu da hazirlanan DES-3'"iin asidik kosullarda daha etkili oldugunu gosterdi.
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Sonikasyon siiresinin ve DES-3 hacminin MP'nin geri kazanilmasi {izerindeki etkisi
Sekil 3.6(b)'de sunulmustur. Burada, sonikasyon, DES-3 molekiillerinin numune
¢Ozeltisine hizli bir sekilde dagilmasini ve buna baglh olarak etkin faz ayriminin
saglanmasinda kilit bir role sahiptir. Sonugclar, 9 dakikalik sonikasyon uygulamalarinin
tizerinde nicel geri kazanimin elde edildigini gosterdi. Bunun nedeni, DES-3
molekiiliiniin 6rnek ¢ozelti iginde etkin bir sekilde dagilmasi ve ekstraksiyonu
saglayacak DES-3 mikrokiirelerinin olusumunun artmasidir. THF ve DES-3
etkilesiminin MP'nin geri kazanilmasi tizerindeki etkisi Sekil 3.6(c)'de sunulmustur.
Burada THF (aprotik ¢oziicii olarak), DES-3 ile su molekiilii arasindaki etkilesimi
azaltarak faz ayrilmasini kolaylastirir. DES-3 hacmi 250-600 pL araliginda ve THF
hacmi 300 pL tizerinde oldugunda MP'nin nicel geri kazanimlarinin elde edildi. THF
hacminin ve sonikasyon siiresinin MP'nin geri kazanilmasi tizerindeki etkisi Sekil
3.6(d)'de gosterilmistir. Burada, sonikasyonun amaci, hem THF solventini ornek
cozeltide etkili bir sekilde dagitmak hem de DES-3 molekiilleri ile etkilesimini
ayirmaktir. Bu sayede hem faz ayrimi kolaylasir hem de ekstraksiyon siiresi kisalir.
THF hacmi 350 pL'den biiyiik oldugunda ve sonikasyon siiresi 12 dakikay1 astiginda

nicel geri kazanimlar elde edildi.
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Sekil 3. 6 (a-d) MP’nin merkezi kompozit tasarimi igin tepki yiizey grafikleri: (a)
pH-DES-3 hacmi (uL); (b) DES-3 hacmi (uL) — sonikasyon siiresi (min); (¢) THF
hacmi (pL) — DES-3 hacmi (uL); (d) THF hacmi (uL) — sonikasyon siiresi (min).

3.1.7 Optimum kosullar

ANOVA analizinin ve faktor etkilesimlerinin dikkatli analizinden sonra, ¢alisilan dort
faktor i¢in CCD'ye gore optimal degerler pH:4.5, 525 uLL DES-3 6ziitleme ¢oziiciisii,
390 uL THF ¢oziiclisii ve 14 dakikalik sonikasyon stiresidir. 1.0 arzu edilebilirlik
katsayist i¢in bu optimal kosullarda CCD tarafindan tahmin edilen geri kazanim %91.4
i. Deneysel calismanin ii¢ tekrarindan ortalama geri kazanim 9%90.7 olarak
belirlendi. CCD'nin tahmini ile deneysel sonuglar arasindaki bu uyum, bu ekstraksiyon
kosullarinin optimal oldugunu destekledi. Bu nedenle, dogrulama calismalar1 ve

kozmetik numunelere uygulama i¢in bu kosullar kullanildi.
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3.1.8 Validasyon calismalari

Optimizasyon adimi tamamlandiktan sonra, DES-SA-DLLME yonteminin analitik
parametreleri matriks uyumlu kalibrasyon c¢ozeltiler tizerinde yapilan ¢alismalarla
belirlendi. Oncelikle bu kalibrasyon ¢ozeltileri, secilen numuneler iizerine farkl
miktarlarda standart MP derisimleri eklenerek hazirlandi. Bu sekilde ortam
Ozdeslestirmesi yapilarak olas1 matriks etkisi sonuglara yansitildi. Deneysel ¢alismalar
sonucunda DES-SA-DLLME yo6ntemi i¢in dinamik lineer aralik 0.9978 belirleme
katsayst ile 15-650 pg L't araliginda belirlendi. GD, TS ve EF sirasiyla 4.5 ug L, 15
ng L1 ve 148 olarak hesaplandi. DES-SA-DLLME yénteminin kesinligi, numune
cozeltilerine eklenen ii¢ farkli MP konsantrasyonu i¢in giin i¢i ve giinler arasi
caligmalarla test edildi. Giin igi ¢aligmalarda, eklenen MP konsantrasyonlarinin
ekstraksiyonu ve analizi bir giin i¢inde ¢ tekrar halinde gerceklestirildi. Giinler arasi
calismada, ayn1 konsantrasyonlarin ekstraksiyonu ve analizi birbirini takip eden {i¢ giin
icinde Ui¢ tekrar halinde yapildi. Eklenen her MP konsantrasyonu i¢in hem bagil
standart sapma (BSS) hem de geri kazanim degerleri hesaplandi. BSS, giin igi ve giin
arasi c¢aligmalarda sirasiyla %2,8-3,9 ve %3,2-4,2 arasinda bulundu. Ayrica, geri
kazanim degerleri %92,1-97,8 araliginda hesaplandi. Elde edilen bu BSS degerleri,
DES-SA-DLLME yo6nteminin iyi bir kesinlik sergiledigini gosterdi. Kapsamli veriler
Cizelge 3.6'da verilmistir.

Cizelge 3.6 Onerilen DES-SA-DLLME ydnteminin analitik performansi

LRD GS TS EF Giin i¢i caligmalar Giinlerarasi ¢alismalar
(ng  (ng  (ugl?) (N=3) (N=3x3)
LY L) BSS (%), Gerikazanim (%) BSS (%), Gerikazanim (%)
25 75 150 25 75 150
pgl®  pgl? pglt pglt  pgl*  pglt
15- 45 15 148 2.8ve 34ve 39ve 3.2ve 39ve 42ve
650 94.7 96.3 97.8 92.1 95.4 96.9

Saglamlik, mikroekstraksiyon parametrelerindeki kiigiik degisikliklerin MP'nin geri
kazanilmasi tizerindeki etkisi Olgiilerek arastirildi. Diger tiim mikroekstraksiyon
parametreleri sabit tutulurken pH, DES-3 hacmi, sonikasyon siiresi ve THF hacmi test
edildi. Geri kazanim yiizdesinin BBS'si her parametre i¢in hesaplandi. pH, DES-3
hacmi, sonikasyon siiresi ve THF hacmi i¢in BSS sirasiyla %2.3, %1.9, %2.0 ve %2.5
idi. Diisiik bir BSS, DES-SA-DLLME yonteminin saglamligini gosterdi.
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MP i¢in optimize edilmis kosullarin segiciliginin arastirilmasi, sonuglarin giivenilirligi
icin ¢ok Onemlidir. Bu kapsamda model ¢ozeltilere Cizelge 3.7'deki matris tiirleri
eklendi ve daha sonra bu karisima DES-SA-DLLME yo6ntemi uygulandi. Elde edilen
sonuglar kullanilarak her tiir i¢in tolere edilebilir limit, BSS ve geri kazanim degerleri
hesaplanidi. Tolere edilebilir sinir, MP'nin absorbansinda +%5'lik bir degisiklige
neden olan iyon miktarinin, eklenen MP miktarina oranindan hesaplandi. Cizelge
3.7'deki sonuglar, DES-SA-DLLME yonteminin benzer kimyasal tiirlerin varliginda
bile yiiksek tolere edilebilir limitler sergiledigini gosterdi. Ayrica elde edilen sonuglar,
geri kazanimin (%93-98) nicel oldugunu ve BSS'lerin (%2.3-3.7) istenen sinirin (%5)
altinda oldugunu gosterdi.

Cizelge 3.7 Matris iyonlarinin varhiginda yontemin segiciligi (N=5)

Matriks iyon Tolerans limiti* Geri kazanim BSS
(%) (%)

K* 2000 97+3 2.3
PO 2000 97+4 2.5
HPO,* 1500 98+2 2.8
Na* 1500 96+3 2.9

Sn? 1000 97+3 3.2
Mn?* 1000 97+2 3.3
SO 1000 98+4 3.0
Co? 750 97+3 3.5
Ph?* 750 97+4 3.1
Cr¥ 750 97+3 3.6
Cd# 250 95+3 3.4
Zn?* 250 95+3 3.6
Fe* 250 96+3 3.5
Hidrokinon 250 97+4 3.2
Trikozan 250 97+3 3.6
Benzil paraben 100 96+4 3.2
Butil paraben 100 95+3 3.6
Propil paraben 50 942 35
Etil paraben 50 93+6 3.7

*[ Matriks iyon miktari, pg LY/ Eklenen MP miktari, pg L]

3.1.9 Kozmetik numune analizi

Validasyon caligmalarindan sonra DES-SA-DLLME yonteminin bazi kozmetik
numunelere uygulanabilirli§i standart ekleme yaklasimi kullanilarak arastirildi.
Onerilen DES-SA-DLLME yénteminin uygulanabilirligi toplam 22 farkli kozmetik
numunede test edildi. Bu ¢alismada, boliim 2.3'te hazirlanan kozmetik numunelere iki
seviyeli standart (25 ve 150 pg L™Y) MP ilavesi yapildi ve daha sonra bu numunelere
onerilen DES-SA-DLLME yontemi uygulandi. MP, incelenen tiim kozmetik iirinlerde

tespit edilemedi. Deneysel ¢aligma sonucunda her numune igin geri kazanim ve BSS
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hesaplandi. Cizelge 3.8'deki sonuglar, kozmetik numunelerden nicel geri kazanimlarin

(9691,2-98,8) elde edildigini gosterdi.

Cizelge 3.8 Kozmetik numunelerde MP tayin sonuglari

Ornekler Eklenen Bulunan miktar BSS Gerikazanim
(ngL?) (ngL?) (%) (%)
Sampuan 25 235 2.4 94.0
150 145.1 2.6 96.7
Dus jeli 25 23.4 3.1 93.6
150 142.6 35 95.1
Sac kremi 25 24.1 18 96.4
150 147.3 1.9 98.2
Nemlendirici krem 25 23.4 3.2 93.6
150 143.6 3.6 95.7
Giines kremi 25 235 15 94.0
150 146.2 18 97.5
El kremi 25 24.3 2.2 97.2
150 146.8 2.6 97.9
Akne onleyici krem 25 24.1 2.7 96.4
150 148.2 2.9 98.8
Yiiz bakim jeli 25 23.6 35 94.4
150 147.2 3.8 98.1
S1vi sabun 25 22.7 14 90.8
150 143.8 1.7 95.9
Yiiz nemlendirici jel 25 23.3 1.9 93.2
150 144.6 25 96.4
Jel sabun 25 23.5 3.1 94.0
150 144.2 34 96.1
Dis macunu 25 23.1 1.8 92.4
150 143.4 24 95.6
GOz ¢evresi bakim kremi 25 23.4 19 93.6
150 144.2 2.3 96.1
Argan 6zii sa¢ maskesi 25 23.8 3.6 95.2
150 145.5 3.8 97.0
Yiiz kil maskesi 25 23.5 2.7 94.0
150 147.5 2.9 98.3
Kil ve kenevir yag1 ayak maskesi 25 24.1 24 96.4
150 147.9 2.8 98.6
Yiiz temizleme jeli 25 23.3 2.1 93.2
150 143.7 25 95.8
Sikilastirici viicut losyonu 25 22.8 1.8 91.2
150 143.4 2.3 95.6
Antibakteriyel s1v1 sabun 25 22.9 2.7 91.6
150 144.1 3.1 96.1
Sac bakim maskesi 25 23.6 2.6 94.4
150 147.9 3.0 98.6
Kati sabun 25 23.7 1.7 94.8
150 146.8 1.9 97.9
El maskesi 25 24.0 13 96.0
150 147.7 1.6 98.5
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Onerilen DES-SA-DLLME yontemi, literatiirde daha once rapor edilmis analitik
yontemlerle karsilastirildi. Karsilastirilan yontemler [85-88] daha fazla toksik
kimyasal kullanmak, daha fazla zaman alici, ve bazen daha karmagsik adimlar igerir.
Onerilen DES-SA-DLLME yéntemi, yesil bir ¢dziiciiniin kullanilmasi nedeniyle
karsilastirilan ydnteme gore tercih edilir. Onerilen DES-SA-DLLME yénteminde
herhangi bir 1sitma adimima gerek yoktur. DES-SA-DLLME yo6nteminin dogrusal
dinamik aralig1 ve GS degerleri, literatiirde yontemlerile karsilastirilabilir seviyededir
[89,90]. Ayrica DES-SA-DLLME yonteminin EF'si, Kkarsilastirilan  diger
yontemlerden daha yiiksek ve BSS degeri daha diistiktiir. Yukarida bahsedilen
avantajlara ek olarak, DES-SA-DLLME yo6ntemi olduk¢a segici ve daha hizhdir.

Detayli sonuglar Cizelge 3.9°da verilmistir.

Cizelge 3.9 Onerilen yontemin analitik 6zelliklerinin karsilastirmasi

Yontem LDR LOD EF BSS Zaman Kaynak
(gl  (ugLl? (%)  (dk)

FPSE 5-500 0.322 - <50 40 [85]
SA-LLME 2-500 0.5 128 <9.4 15 [86]
SFVCDME 1.0-100 0.5 81 <8.5 33 [87]

SS-DMNF-ME 5-700 1.3 79.5 <5.52 5 [90]
DES-SA-DLLME 15-650 4.5 148 <4.8 14 Mevcut
calisma

FPSE: kumas fazli emici ekstraksiyon;

SA-LLME: Siringa destekli s1vi-sivi mikro 6ziitleme

SFVCDME: Katilastirilmig yilizen vezikiiler koaservatif damla mikroekstraksiyon
SS-DMNF-ME: Siringadan siringaya dagitict manyetik nanoakigskan mikroekstraksiyon
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3.2 LW yag asid bazh-DES AA-LLME yontemi

LW yag asidi bazli-DES AA-LLME prosediiriiniin deneysel adimlar1 sirasiyla
soyledir. Ik olarak, 875 uL LW yag asidi bazli-DES-1 (1:2'de molar oran) 10 mL
numune soliisyonu (100 ug L™'de BP eklenmis) igeren bir santrifiij tiipiine ilave edildi.
Cozeltinin pH", fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak pH 6.6'ya ayarlandiktan sonra,
elde edilen karisima % 4.0 (a/a) NaCl ¢ozeltisi ilave edildi. Daha sonra, 10 mL'lik
siringa karisima yerlestirildi ve dispersiyon ig¢in tlipe yedi ekstraksiyon dongiisii
(emme ve enjeksiyon) yapildi. Yedi ekstraksiyon dongiisiinden sonra bulanik bir
¢ozelti elde edildi. Bunu takiben, yiizen LW yag asidi bazli-DES-1"1 katilagtirmak igin
tip 2 dakika boyunca bir buz-su banyosunda tutuldu. Tiipiin altindaki sulu faz, bir
siringa kullanilarak ¢ikartildi. Son olarak, katilasmis DES fazi oda sicakliginda eridi.
Ortaya c¢ikan Ol¢ciim fazinin son hacmi, metanol ile 250 pL seyreltildi ve
spektrofotometrik analiz (265 nm) i¢in miko-kuvars kiivete aktarildi. Tiim ¢alismalar,
numune korii ile ti¢ tekrar halinde gerceklestiridi. LW yag asid bazli-DES AA-LLME
yontemin deneysel basamaklar1 Sekil 3.7’de sunulmustir. Ayirca, optimum kosullar

kullanarak elde edilen spektrumlar Sekil 3.8’da verilmistir.

= == ... pH 6.6 fosfat
575 tLazll;\]\)E};gl asidi tamponu ve % 4.0
& z (a/a) NaCl
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Sekil 3.7 LW yag asid bazli-DES AA-LLME yontemin deneysel basamaklari
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Ornek ¢ozeltideki 400 ug L-1 BP

Sekil 3.8 Optimum kosullarda elde edilen spektrumlar

3.2.1 Diisiik viskoziteli yag asidi bazlh DES'lerin hazirlanmasi

Bu c¢alismada, C8:C12, C9:C12, C10:C12, C11:C12, C8:C10:C12, C8:C11:C12 ve
C9:C10:C12 olmak iizere yedi diisiik viskoziteli yag asidi bazli DES hazirland1 ve

butilparaben ekstraksiyonu i¢in arastirildi. Bu diisiik viskoz yag asidi bazli DES'ler

daha oOnce bildirilen yonteme gore hazirlandi [91].Buna gore, ilk olarak disiik

viskoziteli yag asidi bazli DES'ler, homojen berrak ¢ozeltiler olusana kadar 60 °C'de

beherlerde gesitli molar oranlarda HBD ve HBA karistirilarak hazirlandi. Burada daha

kisa alkil zincirli yag asitlert HBA gorevi goriirken en uzun yag asitlert HBD gorevi

goriir. Su ile temas halinde DES'in (asitlerin suya sizmasi) kimyasal kararsizlig

nedeniyle bu ¢alismada C8'den kiigiik asitlerin (hidrofilik asitler) kullanilmadi. Sonug

olarak, LW yag asidi bazli DES'ler Cizelge 3.10'da gosterildigi gibi hazirlandi.

Cizelge 3.10 Hazirlanan LW yag asidi bazli bilesenlerin, molar oranlarinin ve erime

sicakliklarinin 6zeti

Kisaltmalar HBA HBD Molar oran Donma noktasi

O
LW yag asidi bazli DES-1 C9 C12 2:1 7.8
LW yag asidi bazli DES-2 C8 C12 2:1 19.5
LW yag asidi bazli DES-3 C10 C12 2:1 21.9
LW yag asidi bazl1 DES-4 C11 C12 2:1 23.4
LW yag asidi bazl1 DES-5 C8: C10 C12 1:1:1 135
LW yag asidi bazli DES-6  C8: C11 C12 1:1:1 13.4
LW yag asidi bazli DES-7 C9: C10 C12 1:1:1 13.4

C8: n-oktanoik asit; C9: nonanoik asit; C10: dekanoik asit; C11:undekanoik asit; C12: dodekanoik asit
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3.2.2 Optimizasyon stratejisi

Kontrolsiiz degiskenlerin etkilerini en aza indirmek i¢in optimizasyon caligsmalari
rastgele yapildi. Tiim caligmalarin tek bir i gilinlinde tamamlanmasi mimkiin
olmadigindan, olas1 varyasyonlardan kaginmak i¢in ¢aligmalar iki bloga boliindii ve
ardisik iki giin i¢cinde gerceklestiridi. Yapilan 6n deneylerin sonuglarina dayanarak,
optimizasyon i¢in LW yag asidi bazli DES-1 hacmi (A), pH (B), ekstraksiyon
dongiileri (C) ve NaCl miktar1 (D) olmak {izere dort ana degisken secildi. Her degisken
i¢cin, Box-Behnken tasarimi1 (BBD) kullanilarak yiiksek ve diisiik noktalar se¢ildi (bkz.
Cizelge 3.11). BBD, geri kazanima dayali olarak her degisken i¢in degerleri optimize
etmek i¢in kullanildi. BBD, dort degisken i¢in ii¢ diizeyde (-1, 0, +1) 29 denemeden
olusturuldu (bkz. Cizelge 3.12).

Cizelge 3.11 BBD ig¢in Faktorler, semboller ve seviyeler

Degiskenler Sembol Seviye

-1 0 +1
LW yag asidi bazli DES-1 hacmi (uL) A 200 700 1200
pH B 3 6.5 10
Ekstraksiyon dongiileri C 1 8 15
NaCl miktari D 0 S 100
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Cizelge 3.62 BBD i¢in tasarim matrisi ve yanitlari

%Geri kazanim

% Geri kazanim

Caligma A B ¢ D (Deneysel) (Tahmin)
1 700 65 1 0 59.33 59.40
2 700 65 1 10 58.1 58.03
3 700 65 8 5 94.4 94.56
4 200 65 15 5 76.8 76.72
5 700 65 8 5 95.1 94.56
6 1200 65 8 O 66.8 66.65
7 1200 10 8 5 64.6 64.44
8 200 3 8 5 57.3 57.33
9 200 65 8 0 59.2 59.20

10 200 65 8 10 64.1 64.05
11 700 3 8 0 58.9 59.01
12 700 65 8 5 94.1 94.56
13 700 65 8 5 94.3 94.56
14 1200 65 8 10 77.9 77.70
15 700 10 1 5 67.3 67.10
16 200 10 8 5 69.1 69.24
17 700 3 1 5 53.8 53.64
18 1200 65 15 5 73.4 73.77
19 700 3 15 5 82.1 82.10
20 1200 65 1 5 75.3 75.71
21 700 10 8 O 60.2 60.22
22 700 65 8 5 94.9 94.56
23 200 65 1 5 51.7 51.66
24 700 6.5 15 10 79.1 78.90
25 700 10 15 5 61.8 61.77
26 1200 3 8 5 83.5 83.23
27 700 10 8 10 63.3 63.52
28 700 65 15 0 61.7 61.64
29 700 3 8 10 71.3 71.60

3.2.3 Deneysel tasarim parametrelerinin secimi

3.2.3.1 Uygun LW ya$g asidi bazh DES secimi

Ekstraksiyon c¢aligmalarinda optimize edilecek en Onemli parametre ekstraksiyon

solventinin  se¢imidir.

Ekstraksiyon ¢doziiciisi,

arastiritlan  analitin - numune

sollisyonundan verimli, hizli ve segici ekstraksiyonunu saglamalidir. Ayrica organik

36



solventlerin toksik ozelliklerinden dolay1 ekstraksiyon solventlerinin ¢evre dostu
olmasi tercih edilir. Son yillarda, ¢evre dostu, ucuz ve kolay hazirlanmalari nedeniyle
ekstraksiyon ¢oziiciileri olarak derin otektik ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Bu nedenle,
bu calismada butilparaben ekstraksiyonu i¢in yedi LW yag asidi bazli DES hazirland1
ve test edildi. LW yag asidi bazli-DES'in kompozisyonu ve molar oranlar1 Cizelge
3.10'de verilmistir. Hazirlanan bu LW yag asidi bazli-DES'ler butilparaben
ekstraksiyonu i¢in arastirildi. LW yag asidi bazli-DES esit hacimlerde (500 uL)
kullanildi. Sekil 3.9'daki sonuglar, BP igin en iyi geri kazanim yiizdesinin LW yag
asidi bazli-DES-1 (%92.9) > LW yag asidi bazli-DES-4 (%84.1) > LW yag asidi bazli-
DES-5 (%77.3) > LW yag asidi bazli-DES-3 (%65.8) > LW yag asidi bazli-DES-2
(%60.4) > LW yag asidi bazli-DES-6 (%60.1) > LW yag asidi bazli-DES-7 (%58.5)
oldugunu gosterdi. Elde edilen sonuglara dayanarak, BP ekstraksiyonu i¢in uygun

ekstraksiyon solventi olarak LW yag asidi bazli-DES-1 seg¢ildi.

100
90

80
70
6
5
4
3
2
1

LW fatty LW fatty LW fatty LW fatty LW fatty LW fatty LW fatty
acid -DES-1 acid -DES-2 acid -DES-3 acid -DES-4 acid -DES-5 acid -DES-6 acid -DES-7

DES tura

Geri kazanimi, %
o o o o o o

o

3.2.3.2 Secilen DES bilesenlerinin molar oraninin etkisi

LW yag asidi bazli-DES, H bag1 sagladigindan, bu bagin etkinligi, sulu ¢ozeltideki
bilesenlerin molar oranina baglidir. Bu nedenle, incelenen analitin verimli ve kolay faz
ayrilmasini saglamak i¢in LW yag asidi bazli-DES'nin ana bilesenlerinin uygun molar
oranlar arastirilmalidir. Bu nedenle, C9:C12 bromiir olusturan LW yag asidi bazli-
DES-1'"in farkli molar oranlari karistirildi ve BP’nin ekstraksiyonu igin uygulandi. Elde

edilen sonuglar (bakiniz Sekil 3.10), molar oran 3:1'den 1:2'ye yiikseldik¢e BP’nin geri
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kazanim %'sinin hizla arttigin1 ve ardindan sabit kaldigini gosterdi. Bunun olasi
nedeni, bilesimdeki artan C12 konsantrasyonuna bagli olarak elektron aligverisini
artirarak hidrojen baginin daha kolay ve etkili bir sekilde ger¢eklesmesi olabilir. Bu
nedenle, daha sonraki ekstraksiyon adimlart igin LW yag asidi bazli-DES-1'in uygun

molar oran1 1:2 olarak segildi.

100

9
8
7
6
5
4
3
2
1
0
3;1 2;1 1;1 1;2 1;3 14

DES-1'in mol orani

Geri kazanimi, %
o o o o o o o o

o

Sekil 3.10 LW yag asidi bazli DES-1’in molar oraninin etkisi

3.2.4 Box-Behnken tasarimi kullanilarak 6nemli degiskenlerin optimizasyonu
3.2.4.1 istatistiksel analiz ve model uydurma

Kodlanmis ekstraksiyon degiskenlerinin seviyeleri ve BBD'nin karsilik gelen yanit
degerleri, Cizelge 3.12'de verilmistir. Design-Expert® yazilimi1 kullanilarak, bu
degiskenler ve degerler, BBD'nin 3D yanit yiizeyini ve varyans analizini (ANOVA)
hesaplamak ve ¢izmek i¢in ikinci dereceden regresyon modeli araciligiyla islendi.
ANOVA (bkz. Cizelge 3.13) modeli degerlendirmek ve ekstraksiyon degiskenlerinin
optimizasyonu i¢in yanit yiizeyleri elde etmek i¢in uygulandi. ANOVA sonuglarinda
p degeri (en kiigiik anlamlilik diizeyi) 0.05'ten diisiikse, kurulan modelin istatistiksel
olarak anlamli oldugunu gosterir. Cizelge 3.13'deki sonuglar incelendiginde, tiim
etkilesimlerin (dogrusal, ikili ve ikinci dereceden) p degerlerinin 0.05'ten kiigiik
oldugunu, dolayistyla tiim degiskenlerin kurulan model i¢in anlamli oldugunu gosterir.
Ek olarak, “uyum eksikligi”, modelin ANOVA analizine dahil edilmeyen noktada
cikarma sonuglarini temsil etmedeki basarisizligini agiklar. "Uygunluk eksikligi"nin

(0,8724) p-degeri, yanit degiskenlerine uymak i¢in kullanilan yerlesik modelin anlamli
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ve %gerikazanim ile bagimsiz degiskenler arasindaki iligkiyi temsil etmek i¢in yeterli

oldugunu gosterdi.

Kurulan model i¢in uyumun iyiligi, belirleme katsayilari ile agiklanir (R?, diizeltilmis-
R?, tahmin edilen -R?). R? (0.9997), kurulan model tarafindan agiklanan ortalama
sonuglar etrafindaki varyans miktarin1 agiklamaya yardimci olur. Kurulan modeldeki
terim sayis1 icin diizeltilmis-R? (0.9994) kullanilir. Burada modele katkis1 olmayan
degisken sayis1 arttikga diizeltilmis-R? degeri azalir. Ayrica, tahmin edilen -R? degeri
(0.9989) yalnizca kurulan modele katkida bulunan degiskenler i¢in kullanilir. Yiiksek
R? degerleri (bkz. Cizelge 3.14), yerlesik modelin, ekstraksiyon degiskenlerinin BP
geri kazanim %'si tizerindeki etkilerini agiklamak ve optimize etmek igin giivenilir bir
sekilde kullanilabilecegini gosterdir. Sonuglara dayali olarak, yanit ve g¢ikarim

degiskenleri arasindaki iliski asagidaki denklem ile ifade edilir:

Geri Kazamm (%) = 94.56+5.27A-1.72 B+5.78C+3.97D-7.67AB-6.75AC+1.55AD-
8.45BC-2.33BD+4.66CD-11.344%-14.66B%*-13.75C*-16.32D" (5)

Sekil 3.11'deki sonuglar, veri noktalarmin ¢ogunun regresyon ¢izgisine yakin
dagildigimi géstermektedir. Bu, tahmin edilen %gerikazanim ve gergek %gerikazanim

arasinda iyi bir korelasyon ve ikinci dereceden model i¢in iyi bir uyum gosterdi.

100

90

80

Tahmin

70 |

60

50

I l T I I I
50 60 70 80 o0 100

Deneysel

Sekil 3.11 On goriilen yanit ve gdzlemlenen yanit
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Cizelge 3.13 BBD ig¢in varyans analizi (ANOVA)

Kaynak  Kareler toplamu df Ortalamakare F degeri P degeri

Model 5136.35 14 366.88 3474.13 <0.0001 anlamli
A 333.91 1 333.91 3161.88 < 0.0001
B 35.36 1 35.36 334.87 <0.0001
C 401.02 1 401.02 3797.35 <0.0001
D 189.37 1 189.37 1793.20 < 0.0001
AB 235.62 1 235.62 2231.19 <0.0001
AC 182.25 1 182.25 1725.78 < 0.0001
AD 9.61 1 9.61 91.00 <0.0001
BC 285.61 1 285.61 2704.53 < 0.0001
BD 21.62 1 21.62 204.75 <0.0001
CD 86.77 1 86.77 821.65 <0.0001
A? 834.69 1 834.69 7903.91 <0.0001
B2 1393.33 1 1393.33 13193.93 < 0.0001
C? 1226.80 1 1226.80 11616.94 < 0.0001
D? 1726.57 1 1726.57 16349.43 < 0.0001
Artik 1.48 14 0.1056
Lack of Fit 0.7665 10 0.0766 0.4306 0.8724 anlamsiz
Saf hata 0.7120 4 0.1780

Kor toplam 5137.83 28

Cizelge 3.14 Kurulan modelin istatiksel parametrelerine uyum

Standart sapma 0.3250 R? 0.9997
Ortalama 71.36 Ayarlanmis R? 0.9994
Degisim katsayis1 % 0.4554 Tahmin edilen R? 0.9989

3.2.4.2 Ekstraksiyon degiskenleri arasindaki etkilesim

BP’nin geri kazanim %'si ile iliskili ekstraksiyon degiskenlerinin daha fazla ayrintisini
elde etmek i¢in 3D yanit ylizeyleri grafikleri ¢izildi. Bu grafikler, diger degiskenleri
merkezi diizeyde sabit tutarken, iki degiskenin %geri kazanim'si arasindaki iliskiyi es
zamanli olarak agiklamaya yardimci olur. 3D yanit yiizey ¢izimleri (bkz. Sekil 3.12(a-
C)), BP’nin geri kazanim %'si ile dort ekstraksiyon degiskeni (LW yag asidi bazli DES-
1 hacmi, pH, ekstraksiyon dongiileri ve NaCI miktar1) arasindaki iligskiyi temsil eder.
Sekil 3.12a, sabit ekstraksiyon kosullari altinda LW yag asidi bazli DES-1 hacminin
ve ekstraksiyon dongiilerinin butilparabenin geri kazanim%'si lizerindeki etkisini
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aciklar. Ekstraksiyon dongiilerinin 1'den 7'ye ¢ikarilmasiyla ve LW yag asidi bazl
DES-1 hacminin 200 pL'den 900 uL'ye ¢ikarilmasiyla BP’nin geri kazanim%'si artti.
Ek olarak, LW yag asidi bazli DES-1 hacminin 900 pL'den 1100 puL'ye daha da
artmasiyla, BP’nin geri kazanimi kismen azaldi. Bu sonuglar, LW yag asidi bazl1 DES-
l'in faz ayrim1 saglayacak mikro kiireler olusturmasi i¢in yaklasik 7 ekstraksiyon
dongiisiiniin yeterli oldugunu gosterdi. pH ve LW yag asidi bazli DES-1 hacmi
arasindaki etkilesimin butilparabenin ER %'si iizerindeki etkisi Sekil 3.12b'de
sunulmaktadir. Burada pH 3'ten 7'ye ¢ikarildiginda biitilparabenin geri kazanim%
arttigi ve LW yag asidi bazli DES-1 hacmindeki artisin 900 pL'nin altina diistigii ve
% geri kazaniminda ciddi bir diisiis oldugu goriildii. Ozellikle DES olusumunun ana
faktoric olan H bagi olusumu, pH degerinin artmasi nedeniyle ortamdaki OH-
iyonlarinin artmasi1 nedeniyle azalmis ve buna bagli olarak butilparabenin
gerikazanim%'si  azaldi. Ekstraksiyon dongiileri ve NaCl miktar1 arasindaki
etkilesimin BP’nin gerikazanim %'si lizerindeki etkisi Sekil 3.12c'de sunulmaktadir.
DES (ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak) kullanilan mikroekstraksiyon caligmalarinda,
numune c¢ozeltisinin iyonik giiciindeki artts hem DES'in mikrokiire olusumunu
hizlandirir hem de faz ayrilmasini kolaylastirir. Sekil 3.12¢'ye bakildiginda, yaklagik
7 ekstraksiyon dongiisii ve %4 (a/a) NaCl ¢ozeltisinde kantitatif geri kazanimlarin elde
edildigi goriildii. Ayrica, daha yliksek NaCl miktarlarinda ve daha yiiksek ekstraksiyon

dongiilerinde geri kazanimda 6nemli bir degisiklik olmadi.
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Geri Kazanim (%)

NaCl miktan

(©)

Sekil 3.12 (a) LW yag asidi bazli DES-1 ve ekstraksiyon dongiilerinin butilparabenin
gerikazanim %'si tizerindeki 3D yanit yiizeyi, (b) LW yag asidi bazli DES-1 ve pH
butilparabenin gerikazanim %/'si tizerindeki 3D yanut yiizeyi, (c) Ekstraksiyon
dongiileri ve NaCl miktarinin butilparabenin geri kazanim %’si tizerindeki 3D yanit

yiizeyi

3.2.4.3 Degisken optimizasyonu

BBD sonucuna gore, LW yag asidi bazli-DES AA-LLME prosediiriiniin optimize
edilmis ekstraksiyon degiskenleri sdyledi: LW yag asidi bazli DES-1 hacmi 875 pL,
pH 6.5, ekstraksiyon dongiileri 7 ve NaCI miktar1 %4 (a/a) dir. Optimum ekstraksiyon
kosullart altinda, BP’nin tahmini maksimum gerikazanim %'si %92.7 idi. Modelin
uygunlugunu test etmek i¢in, secilen bu optimal ekstraksiyon kosullart altinda iiglii
tekrarli ¢alismalar1 yapildi. BP’nin ortalama gerikazanim%'si %93.5+2.1 olarak
hesaplandi. Elde edilen analitik veriler, modelin ve ikinci dereceden denkleminin

glivenilir oldugunu gosterdi.
3.2.5 Kozmetik iiriinlerinin analizi icin metot dogrulama ve uygulama
3.2.5.1 Onerilen yontemin analitik 6zellikleri

Optimal ekstraksiyon kosullar1 altinda LW yag asidi bazli-DES AA-LLME
prosediiriiniin performans kalitesini arastirmak i¢in yontemin nicel Ozellikleri
belirlendi. Bunun icin ¢alisma araligi, regresyon denklemi, belirleme katsayisi (),
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GS, TS, ZF, geri kazanim1 ve BSS gibi analitik parametreler kisisel bakim {iriinlerinde
incelendi ve hesaplandi. Analitik sonuglar Cizelge 3.15'te sunulmustur. Yontemin
calisma araligim1 ve dogrusalligini arastirmak igin on bes farkli BP konsantrasyonu
iceren numune ¢ozeltileri hazirlandi ve LW yag asidi bazli DES AA-LLME
prosediiriinden sonra Kalibrasyon egrisi ¢izildi. BP igin, iyi bir 12:0.9972 ve yiiksek EF
(205) ile genis bir ¢alisma aralig1 (5-800 ug L) elde edildi. 10 pg L (diisiik), 300 ug
L (orta) ve 600 pg L (yiiksek) BP’nin ii¢ tekrarli ¢alismasi i¢in, %gerikazanim ve
BSS sirasiyla ve %1.8-2.6 ve %92+4-98+2 araligindaydi. GS ve TS sirasiyla 1.5 pg L~
! ve 5 ng L? olarak hesaplandi.

Cizelge 3.15 LW yag asidi bazli-DES AA-LLME prosediiriiniin nicel 6zellikleri

Analitik parametreler LW yag asid bazli-DES AA-LLME
Regrasyon esitligi A=(0.8628 + 0.0197)C-(0.0962 + 0.0088)
A=(a+ SD,) ¢ + (b + SDy)

r? 0.9972

Calisma arahigi range. pg L 5-800
GS. pgL? 1.5
TS. pg L1 5.0

BSS 1.8-2.6

ER 92+4-98+2

EF 205

a. egim; b. kesim; SD, and SDy. sirasiyla egim ve kesimin standart sapmas.

3.2.5.2 Secicilik ¢calismasi

Kisisel bakim iirlinlerinde BP igeren farkli kimyasal tiirleri, ekstraksiyon ¢oziiciisiinde
potansiyel olarak birlikte ekstrakte edilebilir. Buna gore, BP i¢in LW yag asidi bazli-
DES AA-LLME prosediiriiniin ekstraksiyon verimliligini azaltir. Uygun miktarlarda
farkl1 kimyasal tiirlerin eklendigi 50 pg L BP'nin standart ¢ozeltileri kullanilarak bir
dizi deney tasarlandi. LW yag asidi bazli-DES AA-LLME prosediiri, BP
ekstraksiyonu i¢in halihazirda olusturulmus olan optimize edilmis kosullar altinda bu
¢ozeltilere uygulandi. Daha sonra her kimyasal tiir i¢in tolere edilebilir sinir belirlendi.
Kimyasal tiirlerin tolerans limiti, BP absorbansinda + %S5'ten fazla sapmaya neden
olmaz. Ayrica, kimyasal tiirler i¢in BSS ve geri kazanimi igeren analitik sonuglar
Cizelge 3.16’da verilmistir. Sonuglardan, galisilan kimyasal tiirler, onerilen yontemle
BP’nin ekstraksiyonuna ve belirlenmesine miidahale etmedigini gosterdi. Sonug
olarak, LW yag asidi bazli-DES AA-LLME prosediirii, kisisel bakim iiriinlerinde

butilparaben 6l¢limii i¢in iyi bir segicilige sahiptir.
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Cizelge 3.16 LW yag asidi bazli-DES AA-LLME segicilik sonuglari (N=3)

Matris iyonlari Tolere edilebilir BSS (%) Geri kazanim (%)
sinir *

K* 2000 1.8 99+4
Na?* 2000 1.8 98+3
Mg?* 2000 1.9 98+1
HPO4* 2000 1.5 99+2
Cu® 1500 1.5 98+4
K* 1500 1.6 97+3
PO,* 1500 1.8 99+2
Ca?* 1000 1.9 97+4
Sn?* 1000 1.6 98+3
Mn?* 1000 1.6 97+3
SO4* 750 2.1 98+4
Co** 750 2.0 98+3
Pb?* 500 1.9 96+4
Cr3* 500 2.1 97+3
Cd?* 500 2.3 9742
Fed* 500 2.3 96+3
Trikozan 250 2.0 95+3
Zn?* 250 1.9 95+2
Izopropilparaben 150 2.2 96+3
Benzil paraben 150 2.3 96+4
Etil paraben 75 25 94+3
Metilparaben 75 2.7 9445

*[ Matris iyon konsantrasyonu. ug L'/ BP konsantrasyonu. pg L]

3.2.5.3 Dogruluk ve kesinlik calismalari

LW yag asidi bazi-DES AA-LLME prosediiriiniin kesinligi ve dogrulugu, sirasiyla
BSS'lara ve geri kazanimlara dayali olarak degerlendirildi. Bu baglamda,
tekrarlanabilirlik/tekrar edilebilirlik BSS'leri ve geri kazanimlar, kisisel bakim
tirtinlerine alt1 paralel ¢alisma ile ii¢ takviye konsantrasyonunda (10, 300 ve 600 pg L~
1y BP eklenmesiyle test edildi. Sonug olarak, tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 i¢in BSS'ler
%1.8 ile %2.5 arasinda ve tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 i¢in %2.1 ile %2.9 arasinda
hesaplandi. Ayrica, tekrarlanabilirlik ¢alismalar i¢in geri kazanim %94.5 ile %98.1
arasinda ve tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 igin %92.3 ile %96.9 arasinda degisti. Elde
edilen analitik veriler, LW yag asidi bazli-DES AA-LLME prosediiriiniin iyi dogruluk

ve kesinlik sergiledigini gosterdi.
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3.2.5.4 Kozmetik iiriinlerinin analizi

LW yag asidi bazli-DES AA-LLME prosediiriiniin uygulanabilirligi, toplam 22 kisisel
bakim tiriiniinde eser miktarda butilparaben tayini ve ekstraksiyonu ile degerlendirildi.
Cizelge 3.17, standart soliisyonun (100 ve 600 pg L™ BP konsantrasyonunda), kisisel
bakim iiriinlerinin (100 ve 600 ug L* BP konsantrasyonunda) ve eklenmemis BP'in
analitik degerini gosterir. Bu c¢ozeltilere LW yag asidi bazli-DES AA-LLME
prosediirii uygulandiktan sonra, standart ¢6zelti dogrudan enjekte edildikten sonra,
eklenmis ve eklenmemis BP analiz edildi. BP, analiz edilen kisisel bakim tiriinlerinin
hicbirinde bulunamadi. BP’nin geri kazanimlari, her numunede bulunan
konsantrasyon ile ayni seviyede eklenmis deiyonize suda bulunan konsantrasyon
arasindaki oranin 100 ile carpilmasiyla hesaplandi. Ozetle, bu sonuglar, LW yag asidi
bazli-DES AA-LLME prosediiriiniin, kigisel bakim iiriinlerinde eser miktarda BP
diizeylerini iyi geri kazanimlar (%90+£2-106+3) ve kabul edilebilir sekilde bagil
standart sapmalar (%3.3<) analiz etmek i¢in etkili bir sekilde kullanilabilecegini
gosterdi. Ayrica bu sonuglar, LW yag asidi bazli-DES AA-LLME prosediiriiniin

matris etkisini gostermedigini ifade eder.

3.2.5.5 Diger analitik yontemlerle karsilastirma

LW yag asidi bazli-DES AA-LLME prosediiriiniin temel analitik parametreleri
(calisma araligi, GS, EF, geri kazanim, BSS ve ekstraksiyon siiresi) bazi tekniklerle
karsilastirildi. Analitik veriler Cizelge 3.18'de 6zetlenmistir. LW yag asidi bazli-DES
AA-LLME prosediiriiniin ¢aligma araligim, rapor edilen analitik tekniklerden daha
genis bir araliga sahipti. EF, rapor edilen analitik tekniklerden daha iyiydi ve
yontemimizin ekstraksiyon siiresi, rapor edilen tiim analitik tekniklerden daha kisaydi.
Elde edilen GS ve gerikazanim tatmin ediciydi ve rapor edilen analitik tekniklerle
karsilagtirilabilirdi. Yontemin BSS degerleri, rapor edilen analitik tekniklerinkilerle
karsilastirilabilirdi.
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Cizelge 3.17 LW yag asidi bazli-DES AA-LLME uygulama sonuglari

Ornekler Giinigi (N = 3) Giinlerarasi (N = 3x3)
Eklenen Bulunan Gerikazanim = SD BSS Bulunan Gerikazanim = SD BSS
(ngL?) (ngL?) (%) (%) (ngLY) (%) (%)
Sampuan 100 96 96+2 2.2 95 95+3 2.9
600 588 98+3 2.6 582 97+2 3.2
Dus jeli 100 94 94+3 2.3 92 92+4 2.7
600 576 96+2 25 570 95+4 3.0
Sa¢ kremi 100 93 93+4 1.9 91 91+5 2.2
600 570 95+3 2.2 564 94+3 2.5
Nemlendirici krem 100 91 91+2 2.0 90 90+5 24
600 564 94+4 2.3 576 93+3 2.7
Giines kremi 100 96 96+3 2.2 93 93+2 2.6
600 588 98+2 2.8 582 97+2 3.0
El kremi 100 103 103+1 2.4 96 96+3 2.8
600 606 10142 2.9 588 98+3 3.1
Akne 6nleyici krem 100 95 95+4 2.3 106 10642 29
600 582 97+4 2.7 612 102+3 3.3
Yz bakim jeli 100 103 103+3 2.3 95 95+4 2.6
600 612 102+3 25 576 96+4 2.9
Stvi sabun 100 94 9442 1.9 92 9243 2.0
600 582 97+3 2.2 570 95+3 2.5
Yiiz nemlendirici jel 100 96 96+2 2.0 104 104+2 2.3
600 588 98+3 2.4 612 102+2 2.8
Jel sabun 100 97 97+3 2.1 103 103+3 2.4
600 594 99+1 25 624 10442 2.7
Dis macunu 100 102 102+1 2.3 96 96+3 2.8
600 606 101+2 2.8 588 98+4 3.1
GOz ¢evresi bakim 100 95 95+4 1.8 94 9444 2.2
kremi 600 588 98+2 2.1 582 97+2 2.5
100 97 97+3 2.4 95 95+3 2.8
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Argan 0zl sa¢
maskesi
Yiiz kil maskesi

Kil ve kenevir yagi
ayak maskesi
Yiiz temizleme jeli

Sikilagtirici viicut
losyonu
Antibakteriyel s1vi
sabun
Sa¢ bakim maskesi

Kati1 sabun

El maskesi

600

100
600
100
600
100
600
100
600
100
600
100
600
100
600
100
600

594

94
582
96
582
93
588
98
594
96
588
94
588
95
582
96
588

99+3

94+4
9742
96+2
97+3
9343
98+2
98+4
99+3
96+2
98+1
9443
98+2
95+3
97+3
96+4
98+2

2.9

2.5
2.8
2.4
2.6
1.9
2.2
2.0
2.4
18
21
2.3
2.7
21
2.4
2.2
2.6

588

92
564
94
570
92
576
95
582
104
612
91
570
93
576
94
582

98+2

9244
9443
94+4
95+5
9245
96+3
95+3
9742
10444
102+3
91+4
95+3
93+3
96+3
9443
9743

3.1

3.0
3.3
2.7
2.9
2.1
2.6
24
2.8
2.2
2.5
2.8
3.1
2.9
3.2
2.6
29

48



Cizelge 3.18 LW yag asidi bazli-DES AA-LLME prosediiriiniin karsilagtirilmasi

Analitik yontem Caligma aralig GS EF Geri kazanom  BSS Zaman Kaynak
(ngLY) (ngLY) (%) (%) (dk)

SS-DMNF-ME HPLC-UV 5-100 0.8 85.9 89-99 <5.2 5 [91]
DLLME GC-MS 1-100 0.46 240 73.6-106.3 <10.8 5 [92]
FPSE-HPLC/UV 5-500 0.58 - 91.6-98.8 <2.6 40 [93]

SPE-UHPLC-DAD 5-20000 1.0 - 92-101 <6.0 24.7 [94]
DES-VALLME HPLC-UV - 5.2 90-97 <1.27 10 [95]
DF-uLPME HPLC-UV - 2.6 8.8 84-100 <5.74 5 [96]
LW yag asid bazli -DES AA-LLME- UV/Vis 5-800 15 205 92-98 <2.6 2 Mevcut
sepktrofotometre caligma

LOD: Se¢me sinir1; BSS: Bagil standart sapma; ER: Ekstraksiyon geri kazanimi; EF: Zenginlestirme faktorii

LW yag asidi bazli-DES AA-LLME: Diisiik viskoz yag asidi bazli derin 6tektik solvent bazli hava destekli sivi stvi mikro ekstraksiyon
DLLME GC-MS: Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi ile birlikte dispersif sivi-sivi mikro ekstraksiyon

SS-DMNF-ME HPLC-UV: Siringadan siringaya manyetik sivi fazi mikro ekstraksiyon yiiksek performansl sivi kromatografisi-UV dedektorii.
FPSE-HPLC/UV: UV algilamali kumas fazli emici ekstraksiyon ve yiiksek performansli sivi kromatografisi
SPE-UHPLC-DAD: Kati1 Faz Ekstraksiyonu ve Ultra Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi/Diyot Dizisi Dedektorii

DES-VALLME: Derin 6tektik solvent bazli vorteks destekli sivi-sivi mikro ekstraksiyon
VA-DLLE: girdap destekli dagitici sivi-sivi ekstraksiyonu
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4. SONUCLAR

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda, ¢esitli kozmetik 6rneklerinde bulunabilecek MP
ve BP’nin zenginlestirilmesi ve belirlenmesi igin iki farkli analitik yontem gelistirildi.
Ilk ¢alismada, derin Otektik solvent bazli sonikasyon destekli dispersif sivi-sivi
mikroekstraksiyon (DES-SA-DLLME) ve UV-vis spektrofotometrisi ile bazi
kozmetik numunelerde MP ekstraksiyonu ve analizi i¢in yeni bir analitik yontem
gelistirildi. DES-SA-DLLME'in 6nemli parametreleri, kemometrik tabanli CCD
yaklasimi kullanilarak optimize edildi. CCD, az kimyasal tiiketim ve birkag¢ deneysel
calisma ile optimizasyon adimlarini gerceklestirmeye izin verdi. MP'nin verimli faz
ayrimi ve segici ekstraksiyonunu saglamak igin altt DES hazirland1 ve test edildi. Tk
olarak, MP, herhangi bir 1sitma agamas1 olmaksizin prolin, malik asit ve su ayarlanarak
oziitlendi; MP'nin geri kazammi yaklasik %96,8’e ulasildi. Onerilen DES-SA-
DLLME yontemi, organik solvent tiiketimine gerek olmadigi igin ¢evre dostudur.
Onerilen DES-SA-DLLME yontemi, bazi kozmetik numunelerde MP'nin
ekstraksiyonu ve nicel tayini i¢in tatmin edici sonuglar verdi. Bu yontem, basitligi,
yiiksek duyarlhiligi, diisiik maliyeti ve kisa ekstraksiyon siiresi nedeniyle MP analizi
icin geleneksel analitik yontemlere iyi bir alternatif olabilir. Sonug olarak, elde edilen
analitik sonuclara dayanarak, onerilen DES-SA-DLLME yonteminin, karmagik
matrislerde MP'nin ¢ikarilmasi ve dlgiilmesi i¢in verimli bir yontem olarak potansiyel

olarak uygulanabilir oldugu sonucuna varilabilir.

Ikinci galismada, kozmetik numunelerden BP’nin hizli tespiti ve ekstraksiyonu igin
UV-Vis spektrofotometrisi ile birlestirilmis basit ve ¢evre dostu diisiik viskoz yag asidi
bazli derin Gtektik solvent bazli hava destekli sivi sivi mikroekstraksiyon (LW yag
asidi bazli DES AA-LLME) gelistirldi. Diisiik viskoz yag asidi bazli derin 6tektik
solventler hazirland1 ve BP’nin ekstraksiyonu igin ekstraksiyon solventleri olarak ilk
kez test edildi. Kemometrik temelli BBD yaklagimi ile LW yag asidi bazli-DES AA-
LLME prosediiriinii etkileyen 6nemli ekstraksiyon parametreleri sistematik olarak
optimize edildi. Optimize edilmis ekstraksiyon kosulu altinda, 1.4 pg L lik diisiik
GS degeri, 8-950 pg Lik genis bir ¢alisma araligi ve 2 dakika gibi kisa bir
ekstraksiyon siiresi elde edildi. Ek olarak, LW yag asidi bazli-DES AA-LLME
prosediirii asagidaki avantajlara sahiptir: yliksek ekstraksiyon verimliligi, yliksek EF

ve organik solventler ve pahali reaktiflere gerek olmamasidir. LW yag asidi bazli-DES
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AA-LLME prosediirii, kozmetik numunelerde BP’nin analizinde iyi bir dogruluga
sahiptir. Matriks etkisi ¢caligmasi, dnerilen yontemin segilen 6rneklerde BP’nin 6l¢iimii
igin yiiksek segicilige sahip oldugunu gosterdi. Bu nedenle, kozmetik numunelerde

eser BP’nin ekstraksiyonu ve tayini i¢in verimli bir yontem olarak uygulanabilir.
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