T.C.
ERCIYES UNIiVERSITESI

FEN BiLiMLERi ENSTITUSU
KiMYA ANABILIiM DALI

MIKROEKSTRAKSIYON iLE ESER DUZEYDEKI
PATENT BLUE V’IN AYRILMASI VE
ZENGINLESTIRILMESI

Hazirlayan
Amine DEMIR

Danisman
Prof. Dr. Mustafa SOYLAK

Yiiksek Lisans Tezi

Eyliil 2023
KAYSERI






T.C.
ERCIYES UNIiVERSITESI

FEN BiLiMLERi ENSTITUSU
KiMYA ANABILIiM DALI

MIKROEKSTRAKSIYON iLE ESER DUZEYDEKI
PATENT BLUE V’IN AYRILMASI VE
ZENGINLESTIRILMESI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Hazirlayan
Amine DEMIR

Danisman
Prof. Dr. Mustafa SOYLAK

Bu calisma, Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan FYL-2023-12969 kodlu proje ile desteklenmistir.

Eyliil 2023
KAYSERI



i1

BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK
Bu calismadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir sekilde elde
edildigini beyan ederim. Ayni zamanda bu kural ve davranislarin gerektirdigi gibi, bu

calismanin Oziinde olmayan tiim materyal ve sonuglar1 tam olarak aktardigimi ve

referans gosterdigimi belirtirim.

Amine DEMIR



11

“Mikroekstraksiyon ile Eser Diizeydeki Patent Blue V’in Ayrilmasi Ve
Zenginlestirilmesi” adli Yiiksek Lisans Tezi, Erciyes Universitesi Lisansiistii Tez
Onerisi ve Tez Yazma YoOnergesi’ ne uygun olarak hazirlanmistir.

Hazirlayan Damisman

Amine DEMIR Prof. Dr. Mustafa SOYLAK

Kimya Boliim Baskam

Prof. Dr. Ilhan Ozer ILHAN



TESEKKUR

Bana caligmalarim siiresince her tiirlii yardimi ve fedakarhigi saglayan, Ogrencisi
olmaktan onur duydugum saygi deger damisman hocam Saym Prof. Dr. Mustafa

SOYLAK’ a saygiyla ve en igten dileklerimle tesekkiir ederim.

Tezin her asamasindaki deneylerin yapilmasinda, laboratuvar caligmalarimin
degerlendirilmesinde ve tezin tamamlanmasinda yol gosterici olarak, destegini hicbir
sekilde esirgemeyen Dog. Dr. Nail ALTUNAY ’a tesekkiir ederim. Ayrica yardim ve
desteklerinden dolay1 laboratuvar caligma arkadasim Hatice TASPINAR ’a tesekkiir
ederim. Deneysel calismalarimin 6nemli bir kismini yaptigim Sivas Cumhuriyet

Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii ilgililerine sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

FYL-2023-12969 numarali tez projesi ile maddi olarak destekleyen Erciyes Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne tesekkiir ederim. FYL-2023-12969 numarali
proje icin gerekli analizlerin yapildig1 Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi (ERU-TAUM) midirligiine ve merkez calisanlarina da

tesekkiirlerimi sunarim.

Manevi desteklerini hicbir zaman esirgemeyen degerli esime ve beni biiyiik
fedakarliklarla bugiinlere getiren sevgili annem ile babama ve bilginin iistiinliigiine

inanan herkese tiim kalbimle tesekkiir ederim.
Amine DEMIR

Eyliil 2023, KAYSERI



vi

MIKROEKSTRAKSIYON iLE ESER DUZEYDEKIi PATENT BLUE V’IN
AYRILMASI VE ZENGINLESTIRILMESI
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OZET

Bu tez calismasinda gida ve tip gibi sektorlerde kullanilan Patent Blue V (E131) boyar
maddesinin derin 6tektik ¢oziicti kullanimi ile ayirma ve zenginlestirme islemi i¢in yeni
bir s1v1 faz mikroekstraksiyon yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen bu yontemde, Patent
Blue V’ in seg¢ici ekstraksiyonu icin dort DES (ekstraksiyon solventi olarak) hazirlandi
ve test edildi. Derin otektik ¢oziicii olarak; sirasiyla 1:2 molar oranli, Menthol-Levulinic
asit kullamlmistir. Yesil ve hassas bir analitik metodoloji Box Behnken tasarim
(BBD)’a dayali optimum kosullar altinda, Patent Blue V i¢in ¢alisma araligi 1-500 pg L
" bulundu. Secme sinir1 ve zenginlestirme faktdrii siurn srasiyla 0.33 pg L7 ve 98
olarak hesaplandi. Secilen ila¢ ve gida 6rneklerinde Patent Blue V’in ekstraksiyonu ve
tayini icin UV-VIS spektrofotometresi ile birlestirilmis derin oOtektik solvent bazli
sonikasyon destekli dagilimli sivi-sivi mikro ekstraksiyonuna (DES-SA-DLLME)
dayali yontemin uygulanmasi arastirildi ve nicel analitik veriler elde edildi (bagil

standart sapma % 1.2-2.4).

Anahtar Kelimeler: Patent Blue V (E131), Boyar Madde, Mikroekstraksiyon, Derin
Otektik Coziiciiler, UV-VIS Spektrofotometresi, Kemometri
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SEPARATION AND ENRICHMENT OF TRACE LEVELS OF
PATENT BLUE V BY MICROEXTRACTION

Amine DEMIR
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Master Thesis, September 2023
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa SOYLAK

ABSTRACT

In this thesis,a new liquid phase microextraction method has been developed for the
separation and enrichment process of the Patent Blue V (E 131) dyestuff, which is used
in sectors such as food and medicine, using a deep eutectic solvent. In this method, for
patent blue V’s selective extraction for DES (as extraction solvent) was prepared and
tested. As deep eutectic solvent; respectively 1:2 molar ratio, menthol-levunic acid was
used under optimum conditions based on a green and sensitive analytical methodology
central composite design (BBD), operating range 1-500 pg L' was found for Patent
Blue V. The selection limit and the enrichment factor limit were calculated as 0.33 pg
L and 98, respectively. The application of the method based on deep eutectic soluent-
based sonication assisted dispersed liquid-liquid microextraction (DES-SA-DLLME)
combined with UV-VIS spectrophotometry for the extraction and determination of
Patent Blue V in selected drug and food samples was investigated and quantitative

analytical data were obtained (relative standard deviation %1.2-2.4).

Keywords: Patent Blue V (E131), Dyestuff, Microextraction, Deep Eutectic Solvents,
UV-VIS Spectrophot, Chemometry
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GIRIS

Renk hazir gidalar i¢in 6nemli bir 6zelliktir. Hazir gidalarda kullanilan gida boyalarinin
kullanilma sebebi; nemden, havadan, 1siktan, saklama kosullar1 sirasinda meydana gelen
renk kayiplarindan korumak i¢indir. Gidalar1 isleme ve depolarda saklama etkilerini
gidermek ve tiiketicinin beklentisini karsilamak icin gida boyalar1 kullanilmaktadir.
Renk siddetini artirarak daha cazip hale getirmekte bir baska sebeptir. Gida boyalar1
degisik karmasik yapilarda olup organik bilesiklerdir.

Gida boyalar1 ii¢ grupta incelenmektedir bunlar; dogal, yapay ve yar1 sentetik. Yar1
sentetik olan gida boyalar1 genis kullanim alanina sahiptir. Yapay gida boyalarinin ise
zararh etkileri bulunmustur. Son yillarda gelismis {iilkelerde bircok gida boyasinin
zehirli etkisi ve kanserojen olmasi sebebiyle de kullanim1 yasaklanmistir. Sadece bazi
gida boyasinin ila¢ endiistrisinde ve gida endiistrisinde kullanimina izin verilmistir. Bu
zararh olan gida boyalarma azo grubu bulunduran boyalar da 6rnek verilebilir. Gida
boyalarinin insanlarin saglhigina 6nemli zararli olmakla birlikte cevre i¢inde de nemli
zararlar1 bulundugu icin kirleticiler sinifinda bulunmaktadir. Cevreye zararli olan bu
gida boyar maddeleri atik sularla gol, nehir, baraj ve icme sularina karisarak ¢ok biiyiik
sorunlar olusturmaktadirlar. Olusan bu kirlilik ile birlikte sularda yasayan canlilar
O0lmekte, cevre dengesi bozulmaktadir. Dogal gida boyalarin ise en biiylik avantaji

insan sagligina zararinin olmamasi ve ¢evreyi kirletmemesidir.

Artan teknoloji ile birlikte, insanlarin paketli iirtinlerin tiiketimini artirmasindan dolay1
gida boyalarinin kullanimi artmustir, bununla birlikte gidalarin kontrolii ve boyalarin
olmas1 gereken sinirlar icerisinde olup olmadigmin kontrolii ve tayini i¢in giivenli ve
yiiksek hassasiyetli olan yontemlere gerek duyulmaktadir [1]. 21.ylizyilda teknolojinin
gelismesi ile birlikte boyalar icin bir¢ok analiz yontemi bulunmaktadir. Kullanilan

analiz yontemleri; ekstraksiyondan sonra yapilan ultraviyole ve goriiniir 151k (UV-VIS)



absorpsiyon spektroskopisi, gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS), sivi
kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS), detektorlii sivi kromatografisi (LC) gibi
yontemleri kapsamaktadir [2]. Bunlar icerisinde bulunan ultraviyole ve goriiniir
151k absorpsiyon spektroskopisi ¢ok genis kullanim alani bulunmaktadir. Bu alet ile
dogru ve duyarli analizler yapmak i¢in 6n zenginlestirme-aymrma tekniklerinden biri

kullanilmalidir.

Analiz yapilirken kullanilan ¢6ziiciiler cevre i¢in zararh, toksik etkide olan coziiciiler
olabilmektedir. Siirdiiriilebilir kimya icin toksik c¢oziiler yerini cevreci, doga dostu
coziiciiler kullanimi son yillarda oldukca popiilerdir. Bu c¢oziiciilere yesil ¢oziicii
denilmektedir. Bilim insanlar1 yesil c¢oziiciiler iizerinde uzun siiren c¢alismalar
yapmiglardir ve ucuz, doga dostu olan coziiciileri bulmuslardir. Uzun siiren bu
caligmalar neticesinde derin otektik ¢oziiciiler (DES) bulunmustur [3]. Derin 6tektik
coOziiciilerin yapis1 organik olup, daha ucuz, bakteri ve mikroorganizmalar tarafindan
bozulan, yanici olmayan, ugucu olmayan, cevreye zarar1 olmayan, hazirlanmasi basit,

kokusuz ve rengi olmayan coziiciilerdir [4].

Eser diizeydeki Patent Blue V (E-131) boyar maddesinin sivi faz mikroekstraksiyonu,
mikro hacimlerde ¢o6ziici kullanilarak yapilmistir. Ultraviyole ve goriiniir 151k (UV-
VIS) absorpsiyon spektroskopisiyle tayininden once Patent Blue V' in ila¢ ve gida
numunelerinden ayrilmasi/zenginlestirilmesi icin derin 6tektik ¢oziiciiler tizerine kurulu
basit, ucuz ve hizli bir mikro ekstraksiyon yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen
yontemde geri kazanma verimi iizerine etkili olan pH, DES tiirii ve hacmi, ekstraksiyon

sicaklig1 ve sonikasyon siiresi gibi parametreler optimize edilmistir.



1. BOLUM

GENEL BiLGIiLER ve LITERATUR CALISMASI

1.1.Boyar Maddeler

Maddelerin yiizeylerinin gorsel acidan giizel goziikkmesi ve cevreden kaynaklanan
etkilerden korunmasi icin kullanilan maddeye boya denir [5]. Gidalarda kullanilan
boyalar genellikle suda c¢oziinerek hazirlanmakta ve homojen karisim elde edilerek
gidalara eklenmektedir [6]. Gidalarda kullanilan bu gida boyasi maddeler cogunlukla
degisik bicimlerde bulunurlar; kati, sivi, kiiciik paletler halinde veya sulandirilmis
macunsu seklinde. Farkli sekillerde bulunmasindan dolayi, kullanilacak boya
maddesinin bulundugu durum gidada kullanilma, hacim ve miktarma etki edeceginden

boyanin bulunma sekli, dikkat edilmesi gereken cok 6nemli bir faktordiir [7].

Eski ¢aglarda insanlar magaralara ¢izimler ve resimler yapmis, bu c¢izim ve resimleri
yaparken boyalar kullanmiglardir. O donemde yapilan resimler ve c¢izimler analiz
edildiginde magarada yasayan bu insanlar komiir kullandigi, bitkilerden elde ettikleri
dogal boyalar1 kullandiklari, kan ve camur kullandiklar1 goriilmiistiir. Camuru
renklendirmek icin genellikle kirmizi, koyu sar1 ve kahverengi rengi vermek i¢in dogal
demir oksitler kullamldig1 da goriilmiistiir [8]. Insanoglu eski ¢aglarda maddelere renk
vermek icin dogada bulunan bitkileri kullanmislardir. Dogal olarak bulunan gida
boyalar1 bitkilerden, hayvansal organizmalardan veya mikroorganizmalardan elde
edilerek bulunur, bir kismi ise minerallerin icerisinde bulunmaktadir [9]. Gida
maddelerini tiiketen tiiketiciler dogal halde olan gida maddelerini daha fazla tercih

etmekteler.

Dogal olarak elde edilen maddelere farkli yontemler uygulanarak yar1 sentetik boyalar
elde edilmistir. Ornegin yesil renkteki biyolojik pigment olan klorofilin Cu kompleksi



veya sodyum; potasyum tuzlari ile sekerin yaklasik 150°C’de kuvvetli bir baz katalizor

varliginda yakilmasmdan elde olunan karamel bu gruba girmektedir [9].

[Ik dogal olmayan boyar madde ise 1856 yilinda laboratuvar ortaminda bulunmustur.
Bu dogal olmayan boyay1 Sir William Henry Perkins siyah anilinden elde etmistir [7].
Laboratuvar kosullarinda kimyasal yontemler kullanilarak elde edilen hi¢bir dogal
ozelligi bulunmayan gida boyalarma sentetik gida boyasi denilmektedir. Uretilme
biciminden dolay1r sentetik gida boyalarina komiir katrani ismi de verilmistir.
Yapilarinda - (N=N)- grubu bulundugundan bu gruba sahip olan gida boyalar1 azo
boyalar olarak smiflandirilmistir. Azo boyar maddelerin sentezlenmesi basit
yontemlerle oldugundan, baslangic maddesinin ¢ok c¢esidi bulundugu i¢in ve suda
coziinmesinden dolay1 azo boyar maddesinin ¢ok sayida iiretilmesine neden olmaktadir

[10]. Azo boyalara ponceau 4R, sunset yellow ve tartrazin 6érnek olarak verilebilir [11].

Laboratuvarda elde edilen boyalarin parlakli§1 daha iyi, renk yapma 6zelligi ¢ok iyi ve
renk tonu cesidi ise daha fazladir. Yapay gida boyalarinin dogal gida boyalarina gore
kullanim1 daha kolay ve dis etkenlere kars1 dayanmiklihigi daha fazladir [12]. Alizarin
sarisi, Sunset Yellow F.C.F, Kongo kirmizisi, Ponceau 4R gibi azo boyalar1 ve
Quinoline Yellow, indigo karmin gibi sentetik boyalar; sekerlemeler, kekler,
dondurmalar, icecekler, joleler, suruplar, jelatinli sekerlemeler, meyveli yogurtlar ve
pastalar gibi bir¢cok gida maddesinde ¢ok genis bir alanda kullanilmaktadir [13]. Yapay
olarak elde edilen gida boyalarinin insan sagligina olumsuz etkilerinden dolayr diinya
genelinde kullanimi sinirlandirilmig ya da yasaklar getirilmistir. Gida boyalarinin
kullanilma olgiileri de iilkeden iilkeye farklilik gostermektedir.1963-1970 yillari
arasinda laboratuvar ortaminda elde edilen boyalarin kullanimi Birlemis Milletler Gida
ve Tarmm Orgiitii uzmanlarinin olusturdugu komisyonca arastirilmistir. Gida boyalarinin
isimleri, kullanim miktarlar1 ve zarar limitlerini belirlemislerdir [14]. Gida katki
maddelerinin kullaniminda hukuksal olarak uygun olsa bile o madde belirli 6lciitlere
gore kullanilabilir. Yapilan analiz ve kontroller sonucunda izin verilen gida katki
maddeleri kullanimina izin verilen gidada, belirtilen dozda kullanilmalidir. Gida boyar
maddeleri, bulundugu gidanin {izerindeki etiketinde adi, kodu ve kullanim miktari
belirtilmelidir [15]. Gida boyalarma WHO, FAO gibi uluslararas1 kuruluslar E101,
E131, E108 gibi E harfi ile baslayan E100-E199 aras1 kodlar tanimlamislardir. E harfi

“European” kisaltmasidir [16].



Ulkemizde ise 20 sene oncesine kadar 17 farkli sentetik boyanm kullammma izin
verilirken bugiin sadece 6 boyanin kullanimi devam etmektedir. Sentetik gida boyar
maddeleri hiicrelere zarar vererek kansere neden oldugu ve hiicrelerde kalici
degisimlere neden oldugu bilinmektedir. Sentetik gida boyalarinin analizleri, kontrolii,
zehirli etkileri ve kansere neden olmalar1 sebebiyle gida sanayisi i¢in Onemlidir.
Islenmis et iiriinleri olan sucuk, salam, sosis gibi et iiriinlerinde nitrit ve nitratlar renk
vermesi i¢in kullanilmaktadir. Bu maddeler gidalarda bulunan aminlerle reaksiyona
girerek kanserojen olan maddeleri olusturmaktadir. Bu sebeple olusan N-nitrozo
bilesikleri ve nitrozaminlerin zararl etkilerinin arastirilmasi son yillarda 6nem arz
etmistir. Bu zamana kadar 300 civarinda N-nitrozo bilesikleri kontrolden gegirilmistir.
Gidalarda bulunan N-nitrozo bilesiklerinin %90’1n1 deney hayvanlar1 {iizerinde

arastirilmis ve kansere neden olduguna yonelik 6nemli sonuglar elde edilmistir [17].

Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligine gore gidalara eklenen katki maddeleri, zararh
organizmalar1 engelleyen kimyasallar, aroma vericiler gibi maddelerin kullanimina
yonelik bir takim 6zel hiikiimler getirmektedir. Gida boyalarmin, hangi gidalara ve ne
Olciide ilave edilecegi belirtilerek bir standart veri tabani olusturulmustur. Bu
yonetmelikle iiretici ve tiiketicilerin menfaati ile halk saghg korunup, gida
maddelerinin 6zellikleri belirlenmektedir [18]. Ozellikle ¢ocuklarin cok fazla tiikettigi
sekerlemeler, dondurmalar, pastalar ve icecek tozlar1 gibi gida maddelerinde yapilan
bazi1 arastirmalarda, kullanilan yapay gida boya miktarinin da Gida Katki Maddeleri
Yonetmeligi (GKMY)’ nin ortaya koydugu degerlerin iizerinde oldugu bulunmustur

[19].

Gida {ireticilerinin 21.yiizyilda en ¢ok yanlig ve kotii olarak kullandiklar1 katkt maddesi
gida boyasidir. Yapilan analizler sonucunda gida boyalarinin %15’inin yasak olan
boyalar oldugu, %64’{iniin yasak olmayan ama miktar olarak fazla kullanildig1 geriye
kalan %21’lik kisim ise izin verilen boya ve izin verilen miktarda oldugunu

gostermistir [20].

Gida katki maddelerinden biri olan gida boyalarinin kullanim miktarlar1 insan saghgi
icin 6nemli bir faktordiir. Analiz yontemlerinin gelismedigi zamanlarda gida katki
maddeleri sadece nitel olarak analiz edilmistir. Ancak gelisen teknoloji ile birlikte son

yillarda elektrokinetik kapiler kromatografisi, yliksek performanslh sivi kromatografisi,



ince tabaka kromatografisi, ultraviyole ve goriiniir 151k spektrometresi yontemleri

kullanilarak gidalardaki katki maddeleri nicel olarak da analiz edilmektedir [21].

Laboratuvarda iretilen sentetik boyalar; trifenilmetan boyalar, azo boyalar, ksanten
boyalar, indigotin boyalar ve kinolin boyalar olmak iizere 5 alt grupta incelenmektedir

[22].

1.1.1.Azo Boyar Maddeler

Azo boyar maddeler laboratuvarda iiretilen sentetik boyadir ve sentetik boyalarin biiyiik
bir kismini olusturmaktadir. Boyar maddeler icerisinde 6nemli bir yere sahiptir. Azo
boyar maddelerin yapisinda en yiiksek absorpsiyon degerine sahip kromofor grubu olan
azo grubu (-N=N-) bulunmaktadir. Daginik ya da konjiige olan sistemler 1s18in
goriilebilir frekansmi1 emer. Alifatik grup icerdikleri icin renk siddetleri diisiiktiir.

Gokkusagi renklerinin tamamini igerir.

Azo boyar maddeler 1870 yillarinda iiretilmeye ve gidalarda kullanilmaya baslanmistir.
Bu boyar maddeler dogal gida boyalarindan daha kararhdir. Isiya karsi dayamikhidirlar,
1518a ve hava ile temasinda ise rengini kaybetmezler. Azo boyalar1 yagda
coziinmemektedir. Cok kullanilmasinin baglica sebepleri arasinda ucuz elde edilmeleri,

kolay uygulanabilmeleri ve renklerinin parlak olmasidir [23].

1.1.1. Patent Blue V (E-131) Boyar Maddesi

Diger isimleri: C.I. Acid Blue 5 Blue Patente V

Sinifi: Triarylmethan

Kimyasal ismi : (4-(alfa-(4-diethyl-amhophenyl)-5 hydro = xy-2,4- disulfophenyl-
methylidene) 2,5-cyclohexadien-1 -ylidene) diethylammonium hydroxiden Ca veya Na

tuzu sekil 1.1 de gosterilmistir.



Acik formiilii:

HO

AN
X0s3S —C /

N(C,Hs),

X=NaO SO5°

Sekil. 1. 1.Patent Blue V Yapisi

Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri: Suda cok iyi ¢oziinmektedir. Etanol icerisinde

¢cOziliniirliigli azdir. Kurutma sirasinda olusan kayip max 13501 de % 15 seklindedir [7].

Patent Blue V triaril metan yapisinda olan sentetik gida boyasidir. Koyu mavi toz ve
graniil seklindedir. Dondurmalar, tathilar, pasta siislemeleri, sekerler, toz icecek gibi
irtinlerde bulunmaktadir. Ayrica ilaclarda da kullanilmaktadir. Patent Blue V’in
kullanomi saglik problemleri olusturmaktadir. Astim, nefes problemleri, deride
dokiintiiler, alerjik hastaliklar, hiperaktivite bozukluklarina neden olmaktadir. Tipta
meme kanseri, maling melanom lenf diigiimlerinin belirlenmesinde kullanilmasi sonucu
da alerjik reaksiyonlar olusturdugu goriilmiistiir [24]. Patent Blue V gida boyas1 1s1k
etkisinde bozulmaktadir. Bozulan bu yap1 insan viicuduna alindiginda ¢ok ciddi saglik
sorunlarina neden olmaktadir [25]. Patent Blue V gida boyasinin bu zararh etkilerinden

dolay1 bir¢ok iilkede kullanimi da yasaklanmistir.

Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nce kullanilmasina izin verilen kullanim miktari
belirlenmis ve su sekilde verilmistir [26]. Alkolsiiz iceceklerde 100 mg/L, meyveli
sekerlemelerde 200 mg/kg, siisleme ve kaplamalarda 500 mg/kg, dondurmalarda 150
mg/kg, hardalda 300 mg/kg, soslarda 500 mg/kg, tathlarda 150 mg/kg, corbalar 50
mg/kg olarak belirlenmistir



1.2.Ayirma ve Zenginlestirme Metotlar

Saflik miktar1 yiiksek olan maddelere, teknolojinin gelismesi ile birlikte ihtiyac
artmugtir. Eser maddeler dogrudan cihaza verildiginde Olciilemeyecek miktardadir.
Olciimde aranan maddenin kimyasal tiiriine gore ismi degismektedir Ornegin eser
element gibi [27]. Analitik kimya i¢cin eser madde analizi 6nemlidir. Gida kontrol
laboratuvarinda, su, toprak ve hava kirliligi gibi ¢cok farkli konularda eser madde analizi
yapilmaktadir. Eser madde analizleri insanlarin sagiligi i¢in de cok onemli hale

gelmistir.

Analitte bulunan eser maddenin miktar1 kadar kimyasal yapis1 da onemlidir. Ornek
olarak sularda bulunan eser miktarda bulunan metallerin yapisinin analizi, biyolojik

zararlari, ¢evreye olan zarar1 ve jeokimya i¢in gerekli bilgiler bulundurmaktadir [28].

Eser maddeler i¢in “Eser Derisimi” kullanilmaktadir. Derigim i¢in uygun c¢alisma
degerleri, eser madde analiz yontemlerinin gelismesiyle degiskenlik gostermistir. Eser
madde tayininde mikro-makro aymrma ¢ok kullanilmaktadir. Atomik absorpsiyon
spektrometresi ve emisyon spektroskopisiyle tayinleri i¢in eser elementler

siniflandirilmistir [29]:

a) Eser madde, derisimleri 10>-10* mg/L

b) Mikro—eser maddeler, derisimleri 107 -10* mg/L

¢) Nano eser maddeler, derisimleri 101107 mg/L [30].

Bozucu etki yapan ortama matriks denilmektedir. Dogruluk, kesinlik ve hassaslik gibi
faktorleri matriks ortami degistirmektedir. Hatta bazi durumlarda eser maddenin
analizini bile zor hale getirmektedir [31]. Eser maddenin belli bir degerin altinda
bulunmas: durumunda elde edilen sinyal zemin sinyalinin altin da kalir. Bu durumun

Onlenmesi i¢in standartla, ornek madde fiziksel olarak benzetilir [32].

Eser maddelerin analizi yapilirken bazi sorunlar olusabilmektedir. Eser madde derisimi
analizi olmayacak kadar kiiciik olabilir, analizi yapilacak Ornegin ¢ok fazla olmas,
ortamda bulunan etkileri Onlemek i¢in analiti ortamdan almak gibi problemlerle

karsilagilabilmektedir [33].



Zenginlestirme yontemleri ise eser madde analizinde olugan problemleri gidermek icin
kullanilir. Eser maddelerin matriks ortamindan uzaklastirilarak, kiiciik hacimde
bulunmasint saglayan yonteme zenginlestirme yontemi denir [34]. Zenginlestirme
isleminde genel olarak eser madde derisimi biiyiitiiliir, madde uygun ortama alinir,
ornegin homojen olmasi saglanir vb. bircok yontem kullanilarak dogruluk, duyarlik gibi

Olciitler artirilir.

Zenginlestirme islemlerinde uygulanan yoOntemlere Ornek vermek gerekirse,
ekstraksiyon, ucurma, birlikte cokme, kristallendirme, iyon degistirme, elektrokimyasal

yontemler, yakma tayini gibi islemler ornek verilebilir [35].

Mikroekstraksiyon yontemi konusunda artan teknolojik gelismelerle birlikte ¢ok fazla
caligma yapilmaktadir. Mikroekstraksiyon yOnteminde c¢ok az miktarda kimyasal
maddeler ve ornek kullanimi gerekmektedir. Bu yontemin uygulamasi gida analizi,

biyolojik madde analizi, su analizi gibi analiz ¢esitlerinde kullanilmaktadir [36].
1.3.Mikroekstraksiyon

Ornek maddenin ayrilmasi ve zenginlestirilmesi yontemleri kullanilarak analiz igin
istenilen duruma getirilmesi islemine mikroekstraksiyon denir. Klasik ornek hazirlama
yonteminin bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir; yapilmasi zor, dérnegin biiyiik miktarda

kullanimi, uzun zamanlarda olmas1 ve karmasik yapida olmasi gibi [37].

Toplum, teknolojinin gelismesi ile birlikte cevreyi kirleten maddelerin, saglik sorunlar1
olusturdugu konusunda daha bilingli olmustur. Hava, su ve toprak gibi numunelerin
icerisinde bulunan zehirli maddelerin tayin edilmesi sonucunda ¢evrenin arastirilmasina
olan ilgi ve ihtiya¢ artmustir [38]. Numunenin hazirlamasinda kullanilan yontem ve
teknigin ucuz, cevre dostu, zor olmayan ve bircok cihazda kullanilabilir olmasi
gerekmektedir. Ekstraksiyon teknigi ile karsilastirildiginda mikroekstraksiyon

yonteminin zenginlestirme faktorlerinin ¢cok daha iyi oldugu bilinmektedir.

Mikroekstraksiyon yonteminde ¢ok kisa siirede az ol¢iilerde 6rnek kullanarak, sivi-sivi

ekstraksiyon metoduna gore az miktarda organik faz harcandigi goriilmektedir. [39].
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1.3.1. Sivi Faz Mikroekstraksiyon (LPME)

Sulu numunelerin analizinde en ¢ok kullanilan yontem sivi-sivi ekstraksiyon yontemi
olmustur. Sivi-siv1 ekstraksiyon yontemi 2 yol kullanilarak yapilir; birincisi ana bilesen
maddeler ortamdan ayrilir eser maddeler sulu asamada kalir ikincisi ise sulu asamadaki
eser maddelerin selatlar1 veya farkli iyon kompleksleri biciminde organik asamaya
alimmasi ile olmaktadir [40]. Eser elementin organik faza alinmasi yontemi daha cok
kullanilmaktadir. Ekstraksiyon uygulamasinda secimlilik; pH, yan tepkimeler, ligand,

¢oziicii ¢esidi ve sicaklik gibi degiskenlerden faydalanilarak yapilir [41].

Sivi faz mikroekstraksiyonun (LPME) sivi-sivi ekstraksiyondan en Onemli farki
ekstraksiyon sivisinin  mikrolite diizeylere azaltilmasidir. Mikrolitre diizeyde
ekstraksiyon sivisinin kullanilmasi ile hem c¢oziicii kaybi engellenmis hem de

buharlastirma islemine gerek kalmamaktadir [42].

Son yillarda sivi faz mikroekstraksiyon yonteminde zehirli olan ¢oziiciiler
kullanilmamakta bunlarin yerine daha saglikli, c¢evreye dost, yesil coziiciilerin
kullanilmasidir [43]. LPME teknigi basittir, genellikle kisa siirede yapilmaktadir, uygun
cihaz ve malzemeler kullanildig1 goriilmektedir. Ayrica, cok isleve sahiptir ve

endiistride kullanim potansiyeli de yiiksektir [44].
1.4. Derin Otektik Coziiciiler

Otektik kelimesi ‘kolayca eriyen’ anlamina gelmektedir. Her bir bilesenden daha diisiik
erime noktasina sahip, birbiri igerisinde belirli oranlarda ¢6ziinerek homojen karisim
olusturan sistemler derin otektik coziiciilerdir [45]. Derin 6tektik coziiciiler iyonik
stvidir. Derin otektik ¢oziiciiler 2003 yilinda Abbott tarafindan kesfedilmistir. 2010
yilindan itibaren de caligmalarda kullanimi ¢ok fazla artmistir. Bu c¢oziici ile ilgili
yapilan ilk caliymalarda enzimlerde substrat olarak kullanilmistir. Enzimlerle ilgili
yapilan bu calismalarda, enzimlerin DES’ler ile birlikte kullanilarak ¢6ziinmeleri
saglandiginda fonksiyonunu kaybetmedikleri ve tepkime ortamlarmnin diger organik

cOziiciilere oranla daha iyi oldugu da goriilmiistiir [23].

Derin otektik c¢oziiciiler kuaterner amonyum tuzlarinm hidrojen bag1 vericisi bulunan

maddelerle karistirilarak yapilmaktadir. Hidrojen bagi etkilesimi ile bir otektik ¢oziicii
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olusur [46]. Genel olarak bu ¢oziiciiler, donma noktasinin biiyiik bir diisiisii ile kendine
Ozgiidiir ve bunlarin biiyiik bir cogunlugu da 25 °C ile 70 °C arasinda sividir [47]. Derin
otektik ¢oziicliyii meydana getiren hidrojen bagi alicist ve hidrojen bagi dondriiniin
uygun molaritelerinde hidrojen baglama kapasitelerine gore degiskenlik olmaktadir
[48]. 2007 yilinda DES hazirlamak i¢in Tablo 1.1 de belirtilen dort farkli bilesim seklini

Onermislerdir [49].

Tablo.1.1.DES Hazirlamak icin farkli kombinasyonlar [49]

SECENEK ORNEK
1. Metal Tuzu + Organik Tuz ZnCI, + Kolin Kloriir
2. Organik Tuz + Hidrojen Beg Donorii Kolin Kloriir + Ure
3. Metal Hidrat Tuzu + Organik Tuz CoClI,. 6H,0 + Kolin Kloriir
4. Metal Hidrat Tuzu + Hidrojen Bag Donorii ZnCI, + Ure

Yapilan calismalarin biiyiik bir kismi; kuarterner amonyum ve imidazolium katyonlar1
(orn. kolin kloriir) ile yapilmistir [50]. Genel hidrojen bagi alicisi, zehirli olmayan
kuaterner amonyum tuzlar1 veya aminoasitlerdir (6rn. alanin, 16sin, glisin, valin).
Hidrojen bagi donorii ise organik asitler (6rn. oksalik asit, laktik asit, formik asit vb.)
veya karbonhidratlardir (6rn. glikoz, ksiloz, galaktoz) [51]. HBA ve HBD o6rnekler tablo
1.2 de gosterilmistir. Aminler, alkoller, aldehit, keton ve karboksilik gruplar HBD ve
HBA olarak ikili 6zellik gostermektedir. DES' leri meydana getiren maddelerin ve
molekiil diizenlemelerinin sayis1 106' ya kadar artabilmektedir. Bundan kaynakli olarak
cok yonlii olmalar1 ve neredeyse sinirsiz sayida birlesimleriyle ihtiyaca gore c¢oziicii

hazirlanabilmektedir [52].
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Tablo.1.2. HBA ve HBD 06rnekler [60]

HBA HBD Mol Oram

Laktik Asit 1:2
Okzalit Asit 1:1
Kolin Kloriir Malik Asit 1:1
Gliserol 1:2
Fruktoz 2:1
Gluktoz 2:1
Kolin Asetat Ure 12

Gliserol 1:1,5
Kolin Bromiir Leviilinik Asit 1:4
Kolin Floriir Ure 1:2
Kolin Nitrat Ure 1:2
Ure 1:2
Ksiloz 1:1
Asetilkolin Kloriir i 1:1
Maltoz 1:1
Fruktoz 1:1

Derin otektik ¢oziiciiler i¢cin en ¢ok kullanilan ve yazilan fiziksel 6zellikler viskozite ve
yogunluktur. Sistemin boyutunu ve maliyetini tahmin edebilmek i¢in yogunlugunun
bilinmesi lazim. Bu sebeple yogunluk derin otektik c¢oziiciiler i¢in ¢ok 6nemli bir

ozelliktir [53].

Son zamanlarda, supramolekiiler ¢oziiciiler, ferrosivilar, iyonik sivilar vb. dahil olmak
tizere yeni nesil coziiciilerle mikro Oziitleme teknikleri, organik ve inorganik
numunelerin eser miktarda ayrilmasi ve zenginlestirilmesi islemlerinde yaygin olarak
kullamlmaktadir. Ozellikle derin otektik coziiciilerin materyalleri kolay, ucuz, gevre

dostu ve elde edilme kolaylig1 agcisindan avantajlidir [54].

Derin 6tektik ¢oziiciilerin bu 6zelliklerinden dolayr cok fazla calisma alan1 meydana
gelmistir. Bunlar organik sentezleme, elektrokimya, kataliz, malzeme hazirlama (karbon
malzemeler ve nanomalzemeler), ¢6ziinme ve ayirma - metal oksitlerin ¢dziinmesi, ila¢

¢Ozlinmesi, biyodizel aritilmasi gibi bir¢cok alan bulunmaktadir [55].
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Analitik kimyada uygulamasi ise; DES tabanli mikroekstraksiyon prosediirleri, yeni bir
tiir homojen sivi-sivi ekstraksiyonu (HLLE) olarak diisiiniilebilir. Genel olarak DES
tabanlt HLLE islemlerinde su ile karisabilen DES ilave edilir ve homojen bir ¢ozelti
elde edilir. Bu nedenle, bulanik bir ¢ozelti elde etmek i¢in bir emiilgator ¢oziicii eklenir.
Ardindan, DES damlaciklarini sulu numuneye dagitabilmek icin ultrasonik bir banyoda

sonikasyon yapilir. Faz ayrimi genellikle santrifiijleme ile yapilir [S6].
1.5.Yesil Kimya

Artan teknoloji ve hizli sanayilesme gibi sebepler, ¢evre kirliliginin artmasina,
kaynaklarin tiikenmesine neden olmaktadir. Cevresel sorunlardaki bu artis “cevrenin
korunmasi1”, “cevrebilimi” ve “siirdiiriilebilir kalkinma” gibi kavramlar1 da beraberinde
getirmistir. Yesil Kimya, zararli maddelerin kullanimini, bu maddelerin {iretimini en aza
indirmek veya ortadan kaldirmak icin gerekli olan kimyasal iiriinlerin kullanimi ve
islemlerin hepsine denilmektedir [57]. Yesil kimya, klasik kimya yontemleri ile
meydana gelen hem cevreye hem de canlilara zarar veren yontemlerin en bastan ortadan
kaldirilmasi icin yararlanilacak yontemdir.

Gelismekte olan diinya icin yesil kimyanin 6nemi ¢evre koruma konusunda g¢ok
biiyliktiir. Yesil Kimya Enstitiisii diinya genelinde yesil kimyanin kavramini ve
uygulamasini sekillendiren birimdir [58]. Cevreye zarar1 olmayan tasarimlar ve siirecler,
yesil kimyanin 12 temel prensibi goz oniinde bulundurularak olusturulmaktadir. 12 ilke,
yesil kimyanin hedeflerine ulagsmak i¢in siireclerin ve iiriinlerin olugsmasi asamasinda
bilim insanlarmin kullandig1 kilavuz ve tasarim 6l¢iitleri 6zelligine sahiptir [59].
Analitik siirecin 4 ana basamagi vardir: numunenin toplanmasi, hazirlamasi, analiz ve
sonuclarin degerlendirilmesidir. Bu her bir basamak cevreyi etkilemekte ve kirlilige
neden olmaktadir. Cevreye zararli olmayan analitik siirecler icin; analitik cihaz
minyatiirlestirmesinin faydalar1 arasinda zehirli reaktiflerin kullaniminin ve atik
olusumunun azaltilmasidir.

Coziiciiler tekstil, kagit, gida, ila¢ endiistrisi ve kimya sanayisi gibi ¢ok fazla endiistri
dalinda kullanilmaktadir. Laboratuvar calismalarinda ise sentez, ekstraksiyon gibi
asamalarda kullanilmaktadir. Maddelerin ¢oziicii olarak kullanimi i¢in, bazi 6zellikleri
saglamalar1 gerekir. Ornegin, calisilan ortam sicakhiginda sivi fazda olabilmeli, ticari
olarak saf halde bulunabilmeli ya da saflastirilabilmesi basit ve ekonomik olmalidir.

Yesil ¢oziiciiler, zehirli olmayan, geri doniisiimii miimkiin olan, u¢ucu olmayan ve elde
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edilmesi ekonomik olan coziiciilerdir. Siirdiiriilebilir ¢evre i¢in, kullamlan zararli
coziiciiler yerine, yesil ¢oziicli kullanimi yayginlastirilmahidir. Siklikla kullanilan yesil

coziictilerin siiflandirilmasi sekil 1.2. de gosterilmistir [60].

e Alkoller
» Esterler

Biyo Bazlh * Terpenler
Coziiciiler

Siiperkritik
Akiskanlar

Cok

Modern

Molekiillii
Coziiciiler e

Coziiciiler

* Iyonik Sivilar

* Derin Otektik
Coziiciiler

* Tuz Kaynakl
* Asit
Kaynakl

Sekil. 1.2.Yesil Coziiciilerin Smiflandirilmasi [60]
1.6. Kemometri

Analitik laboratuvarinda, kullanilan yontemlerin gelistirilmesine ivme katmak, verileri
daha iyi kullanmak ve analiz siirecini aciklamak gibi cesitli hedeflere ulagsmak icin
kemometri kullanilabilmektedir. Analiz sonucu elde edilen kimyasal sonuglarin
matematiksel olarak islenip yorumlanmasma yardimci istatistiksel bir tekniktir.
Kemometri;  elektrokimyasal, = kromatografik = ve  spektrofotometrik  analiz
yontemlerinden elde edilen verilere uygulanabilmektedir [61].

Kemometri ¢ok farkli alanlarda kullanilmaktadir; analitik kimya, adli tip, gida ve cevre
kimyasi, biyoloji, ila¢ kimyasi gibi. Organik kimyacilar ve farmasotik kimyacilar,
reaksiyon kosullarinin en uygun sekle konulmasinda deneysel tasarim ve ilag tasarim
caligsmalarinda kemometrinin arag¢larii kullanmaktadirlar [62].

Ekstraksiyon iglemi sirasinda yapilan yontem gelistirme calismalarinda optimizasyon
genellikle karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle yesil kromatografiyi icine alan bir calismada
harcanan kimyasallar1 azaltmak, zaman ve enerjiyi iyi kullanmak kisaca cevreye verilen
zarar1 en aza indirmek amaciyla kisa siirede birden cok deney tasarlayabilmek icin

kemometrik optimizasyon kullanilabilmektedir [63].



2. BOLUM

YONTEM VE MATERYAL

Bu tez ¢aligmasinda eser diizeyde bulunan Patent Blue V (E131) boyar maddesinin s1vi
faz mikroekstraksiyon yontemi uygulandiktan sonra UV-VIS spektrofotometre
kullanimu ile tayin edilmesi i¢in ayirma ve zenginlestirme yontemi kullanilmistir. Bu
caligmada yeni nesil ¢evre dostu ¢oziiciiler olarak kabul edilen derin 6tektik ¢oziiciiler

(DES) kullanilmistir. Elde edilen veriler kemometrik yontemle iglenip rapor edilmistir.

2.1. Kullamilan Aletler ve Cihazlar

Deneysel ¢alismalarin ¢ok biiyiik bir kismi Sivas Cumhuriyet Universitesi Fen Fakiiltesi
laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Deneyler i¢in gerekli saf su ihtiyac1t Milli-Q marka
saf su cihazindan karsilanmistir. Mettler Toledo FE28 marka pH metre ile caligmalar
esnasinda ¢ozeltilerin pH degerlerinin oOlctimleri yapilmustir. Tartimlar 0,001 mg
hassasiyete sahip Quality Precisa 125 A SCS marka analitik terazi ile
gerceklestirilmistir. Hacim Olgiimlerinde Nichiryo marka 100-1000 ul aralifinda
ayarlanarak kullanilabilen mikropipet tercih edilmistir. Hettich Rotofix 32A marka
santrifiij, sulu faz ile organik fazin birbirinden ayrilmasi isleminde kullanilmistir.
Numunelerin karistirilmasi iglemlerinde A SK5210LHC Kudos marka ultrasonik banyo
kullanilmistir. Bu calismada Patent Blue V(E131) boyar maddesinin tayin edilmesinde
cift 1s51n yoluna sahip Shimadzu marka 1800 model mikro kiivetin kullanildig1 bir UV-
VIS spektrofotometre cihazi tercih edilmistir. Kullanilan mikro kiivetler 0.70 ml hacim
kapasitesine sahiptir. Kemometri analizi, deneysel tasarim ve optimizasyon adimi icin

Design-Expert® yazilimi siiriim 13 kullanildi.
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2.2, Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Reaktifler

Bu calismada kullanilan tiim kimyasallar analitik safliga sahiptir. 1x10™ M patent blue
V stok c¢ozeltisi deiyonize su ile hazirlandi. Calisma c¢ozeltileri ve kalibrasyon
Olciimlerinde kullanilan c¢ozeltiler stok ¢ozeltilerin giinliik sirali seyreltmeleri ile
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), diisiik viskoziteli yag asidi bazli
derin otektik coziiciilerin hazirlanmasinda kullanildi. KNOj3 ¢ozeltileri onun stok
katisindan (saflik>%99, Merck) uygun miktarlarinin su icerisinde ¢Oziinmesiyle
hazirlandi. Metanol, etanol, aseton, tetrahidrofuran(THF), asetonitril, 1-propanol (saflik

> 98) Merck'ten (Almanya) satin alind1.

e %

‘T_ﬁ_ﬁﬁ"_jtréuq J

B

Sekil 2.1. DES-SA-DLLME Calismas1

Deneylerden Once erlen, beher, balon joje ve plastik saklama kaplari, santrifiij tiipleri,
cam tiipler gibi deneysel caligmalarda kullanilan malzemelerden gelebilecek kimyasal
kirlenmeleri ve analit kayiplarini1 6nlemek amaciyla temizlik islemleri yapildi. Temizlik

isleminde, malzemeler deterjanl su ile iyice yikanip bol su ile durulandiktan sonra saf



17

su ile iyice durulanip kurutularak kullanildi. Sekil 2.1°de laboratuvarda DES-SA-
DLLME caligsmasi verilmistir.

2.3. Ornek Hazirlanmasi

Bu calismada bazi gida ve ila¢ ornekleri kullanilarak Patent Blue V (E131) boyar
maddesinin ekleme geri kazanma ¢aligmalar1 yapilmistir. Cesitli toz icecekler, bogaz
spreyi, takviye edici ila¢ Ornekleri farkli yerlerden almmarak temin edildi. Kati
numunelerde 6 g alinarak 45 ml suda c¢oziilerek hazirlanmistir. Sivi numunelerde ise 2
ml alinarak gelistirilen yontem uygulanarak Patent Blue V igerikleri spektrofotometre

ile analiz edildi.

2.4. DES Hazirlama

DES'ler, HBA ve HBD gruplar1 iceren en az iki kimyasal tiiriin belirli bir oranda
(molar) karigtirilmasiyla hazirlanir. Bu calismada, literatiirde bildirilen yonteme gore
dort DES hazirlandi. HBA olarak dekanoik asit, metanol, tetrabutilamonyum bromiir ve
trioktilfosfinoksit, HBD olarak oktanol, levulinik asit, dodekanol ve timol kullanildi.
HBA ve HBD belirli molar oranda eklendi. Beherler magnetik 1sitic1 tablaya
yerlestirildi ve karistirilarak homojen sivi elde edilerek isitildi. Hazirlanan DES'ler,
25°C sicaklhiga getirildikten sonra mikroekstraksiyon caligmalar1 icin test edildi.
Hazirlanan DES'lerin kombinasyonlari, molar oranlar1 ve sembolleri Tablo 2.1.'de

sunulmustur.

Tablo 2.1. Hazirlanan DES’lerin molar oranlari, bilesimi ve sembolii

Kisaltma HBA HBD Molar oran
DES-1 Dekanoik asit Oktanol 1:2
DES-2 Metanol Levulinik asit 1:2
DES-3 Tetrabutilamonyum bromiir 1-dodekanol 1:2
DES-4 Trioktilfosfin oksit Timol 1:2
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2.5. Deneysel Modelleme

DES-LPME yonteminin temel mikro ekstraksiyon faktorlerinin optimizasyonu icin
kemometrik yaklagima dayalh Box Behnken tasarimi (BBD) uygulandi. On deneylerin
sonucuna dayanarak, BBD tarafindan optimizasyon i¢in ekstraksiyon sicakligi (A), pH
(B), DES-2 Hacmi (C), ve sonikasyon siiresi (D) temel mikroekstraksiyon faktorleri
olarak secildi. Bu kapsamda dort degiskenli {i¢ seviyeli bir tam BBD olusturuldu. BBD'

nin faktorleri, seviyeleri, birimleri ve sembolleri Tablo 2.2' de verilmistir.

Tablo 2.2. Optimizasyon icin BBD’ deki degiskenler ve seviyeleri

Degiskenler Birim Sembol Seviyeler
-1 0 +1
Ekstraksiyon sicakligt °C A 30 40 50
pH B 4 6 8
DES-2 hacmi uL C 200 500 800
Sonikasyon siiresi dk D 2 6 10

2.6. DES-SA-DLLME Yontemi

DES kullanilarak yapilan bu sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemine gore deneysel
asamalar soyledir. Gelistirilen DES-SA-DLLME yonteminin sematik diyagrami sekil
2.3’ de gosterilmektedir. Ik olarak, hazirlanan kati numunelerin ¢ozeltilerinden 2 mL
falcon tiiplere ilave edildi. Daha sonra, numune cozeltilerinin pH'1l, asetat tampon
cozeltisi kullanilarak pH 4.4'e ayarland1. 245 uLL DES-2 (metanol-leviilinik asit sirasiyla
1:2 molar oranli) ve 500 uL KNOs elde edilen karigimdan Patent Blue V 'i ekstrakte
icin numune c¢oOzeltisine ilave edildi ve tiipler ultrasonik banyoya yerlestirildi.
Hazirlanan DES-2'nin numune ¢o6zeltisine etkin dagilimmi ve Patent Blue V ile
etkilesimini arttirmak igin tiipler 33 °C sicaklikta 8.5 dakika sonikasyona tabi tutuldu.
Sonikasyondan sonra tiipler 4000 rpm'de 5 dakika santrifiijlendi ve Patent Blue V 'i
iceren DES-2 fazi sulu ¢6zeltinin iizerinde toplandi. Sulu kisim bosaltildi, kalan fazin
son hacmi asetonitril ile 400 puL'ye tamamlandi. Ardindan elde edilen ¢6zelti mikro
kuvars kiivetlere aktarildi. Son olarak, UV-VIS spektrofotometresi kullanilarak 630

nm'de absorbans Olctimleri yapildi.
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Numune 245pL DES-2

gozeltisinin ve 500 pl 400 L
eklenmesi KNO, Auk faz asetonitrl ile
(pH:4,5) eklenmesi uzaklagtinhr tamamianr
"' » > s !
I ] 3« 1
- 630 nm de UV-Vis
¥ ¥ ¥ spektrometresi e
anakzi

‘ ' bam.od .33 I

I e R - @3 @ 38
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. q. ’ . ‘

o o

"

vV VvV © ~
Sekil 2.2. Gelistirilen DES-SA-DLLME Yonteminin Sematik Gosterimi

Ekstraksiyon ve analiz adimlari, numune koriine paralel olarak ii¢ tekrar halinde
gergeklestirildi. Ayrica optimum kosullarda Patent Blue V i¢in elde edilen spektrumlar
Sekil 2.2.’de verilmistir.

0,4
—— 10 ng mL-1 PBV igin
0,35
—— 40 ng mL-1 PBV igin
0,3 -
—— 120 ng mL-1 PBV igin
0,25 —— 240 ng mL-1 PBV icin

Absorbans
o
N

0 T
450 500 550 600 650 700

Dalga boyu, nm

Sekil 2.3. Optimum kosullarda farkli PBV derisimleri i¢in elde edilen UV-spektrumlari
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2.7.Geri kazanmim ve analitik parametrelerinin hesaplanmasi

Yiizde geri kazanim, DES-SA-DLLME yo6nteminin mikroekstraksiyon parametrelerinin
uygun degerlerini belirlemek i¢in referans olarak degerlendirildi. Geri kazanim yiizdesi

asagida bulunan formiil ile hesaplands;
Geri kazanim (%)= 100 XCfinal Viina/ Co Vo (1)

Burada, Viina, VO, China ve Co sirastyla olciilen fazin hacmini, baslangic ¢ozeltinin
hacmini, Olciilen fazdaki Patent Blue V derisimi ve baslangic ¢ozeltiye eklenen Patent
Blue V derisimini ifade eder. Gozlenebilme sinir1 (GS) ve tayin smir1 (TS) asagidaki

formiiller kullanilarak hesaplandi.
GS=3Sb0$/m (2)
TS=10Spe¢/m (3)

Burada, Sy, kOr numunelerin standart sapmasi iken, m, kalibrasyon grafiginin egimidir.
On deristirme faktorii 6rnek hacminin son hacime boliinerek bulunmas: ile elde

edilmistir.Zenginlestirme faktorii (EF) asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.
EF= m1/m2 4)

Burada m1, DES-SA-DLLME yontemi kullanilmadan elde edilen kalibrasyon grafiginin
egimi iken m2, DES-SA-DLLME yontemi uygulandiktan sonra elde edilen kalibrasyon

grafiginin egimidir.



3. BOLUM

BULGULAR

Derin otektik coziicii kullanimi vasitasiyla Patent Blue V (E131) boyar maddesinin
mikroekstraksiyonun ve spektrofotometrik analiz sonuglarini etkileyen pH, DES hacmi
sonikasyon siiresi ve ekstraksiyon sicakligi gibi farkli parametrelerin optimizasyonlar1
yapilmistir. Optimizasyon islemlerinin tamamlanmasindan sonra gida ve ilac

orneklerine ekleme geri kazanma ¢alismalar1 yapilmustir.

3.1. DES tiiriiniin etkisi

Kemometrik optimizasyonu uygulamadan o©nce, hizli ekstraksiyon ve nicel geri
kazanimlar1 saglamak i¢in uygun DES tipi ve molar oranin se¢imi 6nemlidir. Bu
kapsamda, Boliim 2.4’ de hazirlanan 4 farkli DES, Patent Blue V ‘in ekstraksiyonu i¢in
test edildi. Bu ¢alismada tiim DES' lerin esit hacimleri kullanildi. Uygulama sonucunda
elde edilen geri kazanim degerleri Sekil 3.1' de sunulmustur. lgili ¢izelgeden goriilecegi
izere Patent Blue V icin elde edilen geri kazanim degerleri sirasiyla DES-2 (%94.4) >
DES-4 (%84.5) > DES-1 (%61.2) > DES-3 (%53.9) dur. Elde edilen sonuclara gore

uygun ekstraksiyon solventi olarak Menthol, Levulinic acid olusan DES-2 secildi.
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Sekil 3.1. DES tiiriiniin PB-V’in geri kazanimina etkisi, N=3

3.2. DES’in molar oraninin etkisi

DES' in etkinligini etkileyen diger bir parametre, onu olusturan bilesenlerin molar
oranidir. Bu kapsamda DES-2’yi olusturan bilesenlerin molar oranlar1 degistirilerek en
etkin molar oran belirlenmeye ¢alisildi. Metanol, Levulinik asit karistmindan olusan
DES-2 i¢in optimum mol orani 1:2 olarak belirlendi ve bu kosullar altinda en iyi faz

ayrimi ve dolayisiyla Patent Blue V 'den en yiiksek geri kazanim elde edilmistir.

Kapsamli sonuglar Sekil 3.2 * de verilmistir.

100

0 I T I T I T I T l
3;1 2;1 11 1;2 1,3

DES-2'nin molar orani

B D (o]
o o o
1 1 1 1

Geri kazanim, %

N
o
1

Sekil 3.2. DES-2"nin molar oraninin PB-V’nin geri kazanimma etkisi, N=3
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3.3. iyonik siddetin etkisi

DES’e dayali sivi-sivi mikroekstraksiyon caligmalarinda, numune ¢ozeltisinin iyonik
giicii ayirma verimini degistirebilir. Bu baglamda, iyonik giiciin faz ayrilmasi ve Patent
Blue V’in geri kazanilmasi tizerindeki etkisi, farkli KNOs; konsantrasyonlar1 (%0 ila
%10 (a/h)) icin test edildi. Sonuclar Sekil 3.3> de verilmistir. Iyonik siddetin artmasiyla
birlikte Patent Blue V’in geri kazanimimin arttig1 goriilmiistiir ve 500 pL. maksimuma

ulasmistir. Iyonik siddetin artmasiyla faz ayiriminm daha kolay oldugu calismada

goriilmiistiir.

100 -

—— ®

2 3
€

S 60 -
N
©
4

S 40 -
O

20 -

o T T T T 1

0 200 400 600 800 1000
% 5 (k/h) KNO,'in hacmi pL

Sekil 3.3. Tyonik siddetin PB V’nin geri kazanimina etkisi, N=3

3.4. Kemometrik analiz

Kemometri analizi, Design-Expert® yazilimi ile Cizelge 3.2'deki veriler kullanilarak
yapildi. Bu kapsamda optimizasyon ¢alismalarindan elde edilen ANOV A verileri tablo
3.2.'de verilmistir. ANOVA analizinde faktorlerin etkinligi i¢in degerlendirilen ilk
parametre p (anlamlilik) degeridir. Burada, Patent Blue V’in ekstraksiyonunun anlamli
olmast icin kurulan BBD modeli i¢in %95 giiven diizeyinde p-degerinin 0.05'ten kiigiik
olmast gerekir. Tablo 3.2." deki veriler kurulan BBD modelinin p-degerinin 0.05' ten
cok daha kiiciik oldugunu gostermekte ve buna gore kurulan BBD' nin anlamli oldugu
sonucuna varilir. Ek olarak, tiim dogrusal, ikili ve ikinci dereceden etkilesimlerin p
degerleri de 0.05 'ten kiiciik oldugundan, BBD i¢in tiim faktorler anlamliydi. BBD

modeline en fazla katkida bulunan faktorii belirlemek icin F degerleri degerlendirilir. F
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degeri sayisal olarak ne kadar biiyiik olursa, kurulan BBD modeline katkis1 o kadar
biiylik olur. Bu agiklamaya dayanarak, tablo 3.2.'den sonikasyon siiresinin (F degeri:
207.17) BBD modeline en fazla katkida bulunan faktor oldugu goriilebilir. Ayrica, Lack
of Fit p degeri, BBD modelinin belirsiz hatalarin etkisini degerlendirmek i¢in kullanildi.
Burada, belirsiz hatalarin sonuglara 6nemli etki gostermemesi gereklidir. Bu nedenle, bu
degerin %95 giiven diizeyinde 0.05'ten biiyiik olmasi tercih edilir. Tablo 3.2.'deki
veriler, Lack of Fit p-degeri (0.65) bu ac¢iklamay1 desteklemektedir. Bu agiklamalara
dayanarak, tiim degiskenler BBD modeline 6nemli olciide katkida bulundugundan,

Patent Blue V’in geri kazanimi asagidaki ikinci dereceden denklem ile ifade edilir.

Geri kazanmim (%)=+71.46 +0.6250A -1.35B +0.3917C +1.68D +2.53AB +5.55AC
+2.75AD +9.70BC -5.77BD -2.52CD -0.8300A? +2.48B% +9.07C? +1.23D?

Tablo 3.1. BBD’ye ait deneysel tasarim ve elde edilen analitik sonuclar (N=3)

Deney no A B C D Geri kazanim, %
Deneysel Tahmin

1 40 6 500 6 71.4 71.4
2 40 4 500 2 68.9 69.0
3 40 6 200 10 85.1 85.5
4 40 8 200 6 71.9 71.5
5 30 6 500 10 70.1 70.1
6 30 6 800 6 74.2 73.9
7 30 8 500 6 68.1 68.6
8 40 6 500 6 71.9 71.4
9 50 6 500 10 76.8 76.9
10 50 6 500 2 68.2 68.0
11 40 4 500 10 84.3 83.9
12 40 6 200 2 76.9 77.1
13 40 8 500 10 70.1 69.7
14 40 6 800 2 83.2 83.0
15 40 8 500 2 77.8 77.9
16 40 8 800 6 91.7 91.7
17 40 6 500 6 71.9 71.4
18 40 6 800 10 81.3 81.3
19 30 6 500 2 72.5 72.3
20 40 4 200 6 93.8 93.6
21 30 4 500 6 76.1 76.3
22 40 6 500 6 71.2 71.4
23 50 8 500 6 74.9 74.9
24 50 4 500 6 72.8 72.5
25 30 6 200 6 84.6 84.2
26 40 6 500 6 70.9 71.4
27 40 4 800 6 74.8 75.0
28 50 6 800 6 86.1 86.2
29 50 6 200 6 74.3 74.3




Tablo 3.2. Optimizasyon basamaginin ANOVA sonuclari
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Kaynak df O%?;fﬁa F-degeri | p-degeri
Model 14 97.41 593.48 | <0.0001 | Anlaml
A-Ekstraksiyon sicakligt 1 4.69 28.56 0.0001
B-pH 1 21.87 133.25| <0.0001
C-DES-2 hacmi 1 1.84 11.22 0.0048
D-Sonikasyon siiresi 1 34.00 207.17 | <0.0001
AB 1 25.50 155.38 | < 0.0001
AC 1 123.21 750.68 | < 0.0001
AD 1 30.25 18430 | < 0.0001
BC 1 376.36 | 2293.05| <0.0001
BD 1 133.40 812.78 | < 0.0001
CD 1 25.50 155.38 | < 0.0001
A? 1 4.47 27.23 0.0001
B? 1 39.97 243.56 | < 0.0001
C? 1 533.61 | 3251.12| <0.0001
D2 1 9.85 60.03 | < 0.0001
Kalint1 14 0.1641
Model uygunsuzlugu testi 10 0.1526 0.7906 0.6540 | Anlamsiz

Ikinci dereceden modelin kalite parametreleri tablo 3.3' de sunulmustur. Kurulan BBD

modelinden elde edilen analitik verilerin giivenilirligi icin 1.0' a yakin R* degerleri

tercih edilir. Ayrica ayarlanan-R? ile tahmin edilen-R? degerleri arasindaki fark 0.2'den

az olmalidrr. tablo 3.3'deki R* degerleri (R*: 0.9983, diizeltilmis-R2: 0.9966 ve tahmin

edilen-0.9927) bu agiklamalar1 desteklemektedir. Istatistiksel degerlendirmede, dogru ve

istenen sonuclarin elde edilebilmesi igin yeterli-kesinlik 20'den biiyiik olmalidir.

Calismamizda elde edilen yeterli-kesinlik degerinin 87.9186 olmasi istatistiksel olarak

anlamhidir. Calismadan elde edilen sonuglarin giivenilirligi, gercek ve tahmini degerler

arasindaki uyumdan da anlasilmaktadir (bkz. Sekil 3.4)




Tahmin

Sekil 3.4. BBD tasariminin tahmini ile deneysel sonuclar arasindaki uyum

Tablo 3.3. BBD’ye ait kalite parametreleri
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Kalite parametreleri Deger

R? 0.9983

Diizeltilmis-R? 0.9966
Tahmini-R?2 0.9927
Adeq Precision (Yeterli Hassasiyet) 87.9186

3.5.Faktorlerin etkisi

Optimize edilmis faktorlerin ikili etkilesimlerinin Patent Blue V’in geri kazanilmasi
izerindeki etkileri, 3D ylizey tepki grafikleri cizilerek tartigildi. Ekstraksiyon sicakligi
ve pH etkilesiminin Patent Blue V’in geri kazanimu iizerindeki etkisi Sekil 3.5 (a)' de
sunulmustur. Sonuglardan da anlagilacagi gibi, Patent Blue V’in geri kazanimi pH 4-5
araliginda iken hem hemen tiim sicakliklarda nicel geri kazanimlar saglanmigtir. DES-2
hacmi ve ekstraksiyon sicakligimin etkilesiminin Patent Blue V’in geri kazanilmasi
tizerindeki etkisi Sekil 3.5 (b)' de sunulmustur. Burada, ekstraksiyon sicakligi ve DES-2
hacmi sirasiyla 45-35 °C ve 220-370 uL araliginda nicel geri kazanimlar saglanmuistir.
Sonikasyon siiresi ve ekstraksiyon sicakligi etkilesiminin Patent Blue V’in geri
kazanilmasi1 iizerindeki etkisi Sekil 3.5 (¢)' de sunulmustur. Burada, ekstrasiyon
sicakligi 40°C’ nin iizerinde oldugunda tiim sonikasyon siirelerinde nicel geri
kazanimlar saglanmistir. Sonikasyon siiresi ve pH’ 1n Patent Blue V’in geri kazanilmasi
tizerindeki etkisi Sekil 3.5 (d) 'de gosterilmistir. Burada, pH 6’nin iizerinde oldugunda
farkli sonikasyon siirelerinde Patent Blue V’in geri kazaniminda 6nemli bir degisim
gozlemlenmedi. DES-2 hacmi ve sonikasyon siiresinin etkilesiminin Patent Blue V’in

geri kazanilmasi tizerindeki etkisi Sekil 3.5 (e)' de sunulmustur. Burada, DES-2 hacmi
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300 uL nin altinda oldugunda 8 dakikanin iizerindeki sonikasyon uygulamalarinda nicel

geri kazanimlar saglanmistir. DES-2 hacmin artik¢a sonikasyon siiresi artsa bile Patent

Blue V’in geri kazanimi nicel degildi.

Geri Kazanim, %

Geri Kazanim, %

A: Ekstraksiyon sicakligi (oC)

(a)

C: DES hacmi (ul) oo

A: Ekstraksiyon sicaklig (oC)

(b)



Geri Kazanim, %

Geri Kazanim, %

D: Sonikasyon stiresi (dk)

D: Sonikasyon suresi (dk)

A: Ekstraksiyon sicakligi (oC)

B: pH

(0

(d)
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Geri Kazanim, %

C: DES hacmi (ul) D: Sonikasyon stresi (dk)

(e)

Sekil 3.5. Patent Blue V’in Box Behnken tasarimi icin tepki yiizey grafikleri: (a) pH—
ekstraksiyon sicakligi (°C); (b) DES-2 hacmi (uL) — ekstraksiyon sicakligi (°C); (c)
sonikasyon siiresi (dk)— ekstraksiyon sicakligi (°C); (d) sonikasyon siiresi (dk)— pH;

(e) DES-2 hacmi (uL)- sonikasyon siiresi (dk)

3.6. Optimum kosullar

ANOVA analizinin ve faktor etkilesimlerinin dikkatli analizinden sonra, calisilan dort
faktor icin BBD' ye gore optimal degerler sekil 3.6 ‘da verilmistir. Sekil 3.6’ ya gore
pH:4.4, 245 ul. DES-2 oziitleme ¢oziiciisii, 8.5 dakikalik sonikasyon siiresi ve 33°C
ekstraksiyon sicakligidir. 1.0 arzu edilebilirlik katsayis1 i¢in bu optimal kosullarda BBD
tarafindan tahmin edilen geri kazanim %95.4 idi. Deneysel calismanin ii¢ tekrarindan
ortalama geri kazanim %94.8 olarak belirlendi. BBD' nin tahmini ile deneysel sonuclar
arasindaki bu uyum, bu ekstraksiyon kosullarinin optimal oldugunu destekledi. Bu

nedenle, dogrulama caligmalari, gida ve ila¢c numunelere uygulama icin bu kosullar
kullanildi.
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Afkstraksiyon sicakigi = 33 BpH = 44

C:DES hacrrw = 245 D:Sorviasyon suresi = 8.5

641 918

Sekil 3.6. BBD tarafinda olusturulan degiskenler icin optimum degerler ve tahmin
edilen geri kazanim

3.7. Yontemin analitik ozellikleri

Optimizasyon adimmi tamamlandiktan sonra, DES-sivi-sivi  mikroekstraksiyon
yonteminin analitik parametreleri matriks uyumlu kalibrasyon c¢ozeltiler iizerinde
yapilan ¢alismalarla belirlendi. Oncelikle bu kalibrasyon cozeltileri, secilen numuneler
tizerine farkli miktarlarda standart Patent Blue V derisimlerine eklenerek hazirlandi. Bu
sekilde ortam Ozdeslestirmesi yapilarak olasi matriks etkisi sonuglara yansitildi.
Deneysel caligmalar sonucunda DES sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemi icin dinamik
lineer aralik 0.9981 belirleme katsayisi ile 1-500 pg L™ arahginda belirlendi. Secme
siirt, Tayin sinir1 ve Zenginlestirme faktorii sirasiyla 0.33 ng mL”, 1 ng mL™ ve 98

olarak hesaplandi.
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Tablo 3.4. Optimize edilmis kosullarda Onerilen yontemin analitik 6zelliklerinin sayisal

degerleri
Analitik Parametreler Optimum degerler
Kalibrasyon denklemi X=0.0351 Y—0.0279 (r2:0.9981)
Cahsma arahgi, ng mL’ 1-500
Secme sinirt, ng mL~ 0.33
Tayin Sinir1, ng mL” 1
*Bagil standart sapma (%BSS) 1.2-2.4
*Geri kazanim, % 94.2-98.7
Onderistirme faktorii 150
Zenginlestirme faktorii 98

X: derisim; Y: absorbans; * 5, 30 ve 180 ng mL™ Patent blue VV (PBV) derisimlerinin bes tekrarli
¢alismasindan elde edilen degerlerdir.

3.8. Giin ici/ Giinler arasi kesinlik calismasi

DES-s1vi-sivi mikroekstraksiyon yonteminin kesinligi, numune ¢6zeltilerine eklenen {i¢
farkli Patent Blue V konsantrasyonu icin giin i¢i ve giinler aras1 ¢aligsmalarla test edildi.
Giin ici calismalarda, eklenen Patent Blue V konsantrasyonlarinin ekstraksiyonu ve
analizi bir giin icinde ii¢ tekrar halinde gerceklestirildi. Giinler arasi ¢alismada, ayni
konsantrasyonlarin ekstraksiyonu ve analizi birbirini takip eden {i¢ giin i¢inde ii¢ tekrar
halinde yapildi. Eklenen her Patent Blue V konsantrasyonu i¢cin hem BSS hem de geri
kazanim degerleri hesaplandi. BSS, giin i¢i ve giin aras1 caligmalarda sirasiyla %2.1-2.8
ve %2.6-3.3 arasinda bulundu ve Tablo 3.4’ de verilmistir. Ayrica, geri kazanim
degerleri %9144 - 97+4 araliginda hesaplandi. Elde edilen bu BSS degerleri, DES-s1vi-
stvi mikroekstraksiyon yonteminin iyi bir kesinlik sergiledigini gosterdi. Kapsamli

veriler Tablo 3.5 de verilmistir.

Tablo 3.5. Onerilen yontemin giin i¢i ve giinler aras1 kesinligi

Seviye Eklenen derigim, Giin ici (N=3) Giinler aras1 (N=3 x3)
ne mL" BSS, % Geri kazanim, BSS, % Geri kazanim,
% %
Diisiik 10 2.1 9643 2.6 914
Orta 50 1.9 95+2 2.7 9345
Yiiksek 250 2.8 97+4 33 9545
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3.9. Saglamhk

Saglamlik, mikroekstraksiyon parametrelerindeki kiiciik degisikliklerin Patent Blue
V’in geri kazamilmas: {lizerindeki etkisi Olglilerek arastirildi.  Diger tiim
mikroekstraksiyon parametreleri sabit tutulurken pH, DES-2 hacmi, sonikasyon siiresi
ve ekstraksiyon sicakligi test edildi. Geri kazanim yiizdesinin BSS' si her parametre icin
hesaplandi. Ekstraksiyon sicakligi, pH, DES-2 hacmi ve sonikasyon siiresi icin %BSS
degerleri swrasiyla %2.3, %1.8-1.4, %1.2-1.5 ve %1.7-1.8 idi. Diisiik %BSS degerleri,
DES-SA-DLLME yonteminin saglamligini gosterdi. (Tablo 3.6.)

Tablo 3.6. Onerilen yontemin saglamlilig

Degiskenler Optimum Degisen kosullar BSS Geri
kosullar Kazanim

(%)

Ekstraksiyon 33°C ~36°C 2.1 97.1

sicakligi+%10 ~30°C 2.3 96.8

pH+%10 4.4 ~4.8 1.8 96.4

~4.0 1.4 97.2

DES-2 hacmi+%10 245 uL ~270 uL 1.2 98.7

~220 uL. 1.5 98.4

Sonikasyon siiresi+%10 8.5 dk ~9.5 dk 1.7 96.2

~7.5 dk 1.8 97.3

3.10. Matriks etkisi

Patent Blue V i¢in optimize edilmis kosullarin segiciliginin arastirilmasi, sonuglarin
giivenilirligi icin ¢ok 6nemlidir. Bu kapsamda model ¢ozeltilere Tablo 3.10" da ki matris
tiirleri eklendi ve daha sonra bu karigima DES-SA-DLLME yontemi uygulandi. Elde
edilen sonuclar kullanilarak her tiir icin tolere edilebilir limit, BSS ve geri kazanim
degerleri hesaplandi. Tolere edilebilir limit, Patent Blue V’ in absorbansinda +%35'lik bir
degisiklige neden olan iyon miktarinin, eklenen Patent Blue V miktarina oranindan
hesaplandi. Tablo 3.6' da ki sonuglar, DES-SA-DLLME yonteminin benzer kimyasal
tiirlerin varhiginda bile yiiksek tolere edilebilir limitler sergiledigini gosterdi. Ayrica
elde edilen sonuglar, geri kazanimin (%94-99) nicel oldugunu ve BSS' lerin (%1.6-2.3)

istenen sinirin (%3) altinda oldugunu gosterdi.
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Tablo 3.7. Onerilen yontemin farkli kimyasal tiirler varhigida PB V igin segiciligi

Kimyasal tiirler *Tolerans limiti Geri kazamim (%) BSS (%)
Ca" 5000 99.2 1.6
Na* 5000 98.3 1.2
F 1000 98.6 1.4
Mg™ 750 98.5 1.3
SO, 750 98.3 1.6
Cr 500 98.1 2.1
Fe'* 100 97.9 2.0
Cu™ 100 97.6 1.7
Zn”* 50 96.8 1.5
Curcumin 50 96.2 1.8
Tartrazine 25 95.8 1.6
Malachite green 25 95.6 1.7
Rhodamine B 10 95.3 2.0
Erythrosine 5 94.8 2.3
Sudan I 5 94.3 2.2

*[Kimyasal tiiriin derisimi, ng mL)/[PBV derisimi, 50 ng mL ]

3.11. ilac ve Gida Numunelerinin Analizi

Validasyon calismalarindan sonra DES-SA-DLLME yonteminin bazi ilag ve gida
numunelere uygulanabilirligi standart ekleme yaklasimi kullanilarak arastirildi. Onerilen
DES-SA-DLLME yonteminin uygulanabilirligi toplam 9 farkli numunede test edildi
(Tablo 3.8). Bu calismada, boliim 2.3' te hazirlanan ila¢ ve gida numunelere 6nerilen
DES-SA-DLLME yontemi uygulandi. Patent Blue V, incelenen orneklerin bazilarinda

tespit edilemedi.

Tablo 3.8. Onerilen yontemin toplanan gercek orneklere uygulama sonuglar1 (N=3)

Ornek Bulunan miktar BSS (%)
Kaplica suyu-1 TE* -
Kaplica suyu-1 TE* -
Atik su TE* -
Cesme suyu TE* -
Surup-1 (ug mL™) 14.74 £0.53 3.6
Surup-2 (ug mL-1) 11.09+£0.42 3.8
Burun spreyi (ug mL™") 7.81+£0.24 3.1
Toz icecek-1 (ug g ) 3.66 £0.07 1.9
Toz icecek-2 (ug g ™) 5.73+£0.09 1.6

*Tespit edilemedi.

Deneysel calisma sonucunda s1vi numune i¢in geri kazanim hesaplandi. Tablo 3.9.' deki
sonuclar, ilag ve gida numunelerinden nicel geri kazanimlarin (%91+5-98+2) elde

edildigini gosterdi.



Tablo 3.9. Stvi numuneler i¢in Onerilen yontemin geri kazanim caligmas1 (N =3).
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Stv1 6rnekleri Eklenen PBV Hesaplanan PBV Geri kazanim
miktar1, ng mL" miktari, ng mL" (%)
Kaplica suyu-1 60 55.242.7 92+4
180 174.6£4.9 97+2
Kaplica suyu-2 60 55.843.4 93+6
180 171.048.5 95+2
Atik su 60 54.6£3.2 9145
180 169.246.9 9444
Cesme suyu 60 57.6£3.6 9643
180 176.4£7.1 98+1
Surup-1 60 55.243.3 9244
180 172.847.9 96+3
Surup-2 60 54.0+2.7 90+6
180 167.4+£6.9 93+4
Burun spreyi 60 57.6£3.2 9642
180 176.4£7.1 98+2




4. BOLUM
TARTISMA-SONUC ve ONERILER

Bu tez kapsaminda yapilan caligmalarda, ¢esitli ila¢c ve gida orneklerinde bulunabilecek
Patent Blue V (E 131)’ in zenginlestirilmesi ve belirlenmesi icin farkli bir analitik
yontem gelistirildi. Yapilan bu caligmada, derin oOtektik solvent bazli sonikasyon
destekli dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon (DES-SA-DLLME) ile bazi ila¢ ve gida
numunelerde bulunabilecek Patent Blue V ekstraksiyonu ve analizi i¢in yeni bir analitik
yontem gelistirildi. DES-SA-DLLME' nin 6nemli parametreleri i¢in kemometrik tabanli
BBD yaklagimi kullanild1 ve veriler optimize edildi. BBD, az sayida kimyasal tiiketimi
ve birkac deneysel caligma ile optimizasyon adimlarini gerceklestirmeye izin verdi.
Patent Blue V 'in verimli faz ayrim1 ve secici ekstraksiyonunu saglamak i¢in dért DES
hazirlandi ve bu hazirlanan DES’ ler test edildi. i1k olarak, Patent Blue V icin metanol-
Levulinic asitten olusan derin otektik ¢oziicii bulundu; Patent Blue V 'in bu ¢6ziictideki
geri kazanimi yaklasik %94,8’e ulasildi. Daha sonra DES’ in molar oraninin etkisi
metanol-Levulinic asit 1:2 olarak bulundu.

Patent Blue V’in geri kazaniminin iyonik siddetin artmasi ile arttig1 bulundu ve 500 pl
KNO; kullanildi. Daha sonra yapilan bu optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda
kemometrik analiz uygulandi. Yapilan analiz sonucunda p(anlamlilik) degerine bakildi.
p degerleri 0.05” ten kiigiik ¢ikmustir.

Yapilan bu ¢alismada pH, DES-2 hacmi, sonikasyon siiresi ve ekstraksiyon sicakligi
optimal degerler bulundu. Bunlar, pH 4.4, DES-2 hacmi 245 pL, sonikasyon siiresi 8.5
dakika ve ekstraksiyon sicakligi 33 °C’ dir.

Optimizasyondan sonra DES-SA-DLLME yoOnteminin parametreleri matriks uyumlu
cozeltilerde belirlendi. Calisma sonucunda lineer aralik 0.9981 katsayis ile 1-500 pug L™
bulundu. Se¢gme sinir1, tayin siniri, zenginlestirme faktorleri bulundu.

Patent Blue V i¢in optimize edilmis kosullarin seciciligi ve sonuglarm giivenirligi icin

cok Onemlidir. Bu nedenle matriksin etkine bakildi ve DES-SA-DLLME yonteminin
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benzer kimyasal tiirlerin varliginda yiiksek tolere edilebilir limitler sergilemistir. Geri
kazanimin ve BSS’ lerin istenen sinirda oldugu bulunmustur.

Onerilen DES-SA-DLLME yonteminin uygulanabilirligi 9 farkli numunede test edildi.
Patent Blue V dort numunede tespit edilemedi.

Patent Blue V i¢in Onerilen DES-SA-DLLME yontemi, literatiirde daha 6nce rapor
edilmis analitik yontemlerle karsilastirilarak tablo 4.1 de verilmistir. Karsilastirilan
yontemlerde daha fazla kimyasal madde kullanimi, daha fazla zaman alict ve bazen
daha kompleks adimlar icerdigi goriilmiistiir. Onerilen derin 6tektik ¢oziicii destekli
stvi-stivi - mikroekstraksiyon (DES-SA-DLLME) yontemi, yesil bir ¢6ziiciiniin
kullanilmas1 nedeniyle karsilastirilan yontemlere gore tercih edilir. Onerilen DES-SA-
DLLME yonteminde uzun islemli bir 1sitma adimina gerek yoktur. DES-SA-DLLME
yonteminin dogrusal dinamik araligi ve gdzlenebilme sinir degerleri, literatiirde bulunan

yontemler ile karsilastirilabilir seviyededir.

Tablo 4.1. Onerilen yontemin analitik dzelliklerinin karsilastirmasi

Yontem Ortalama geri | BSS | Gozlenebilme | Tayin KAYNAK
kazanma sInir1 sInir1
ng mL" ng mL"
Bulutlanma Noktas1 [24]
Ekstraksiyon Yontemi %89-95 %1.3- 0.56 1.85
2.3
Tiirev Spektrometri [64]
Ile Tayini %100,6 - - -
Ultrason Destekli [65]
Iyonik S1vi-Sivi %100 %4.5 0.68 -
Mikroekstraksiyon
Ultrason destekli
emiilsifikasyon sivi - %6 0.37 - [66]
faz
mikroekstraksiyonu
(UA-ELPME)
Voltametrik [67]
yontem - - 43.1 -
Kati Faz %96.2 %1.5 3.5 11.7 [25]
mikroekstraksiyon
(SPME)
DES-SA- %914 -97+4 | %1.2- 0.33 1 Bu Caligma
DLLME 2.4
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Onerilen DES-SA-DLLME yo6ntemi, organik coziicii tiikketimine gerek olmadigi icin
cevre dostudur. DES-SA-DLLME yontemi, baz1 gida ve kozmetik numunelerde Patent
Blue V'in ekstraksiyonu ve nicel tayini icin tatmin edici sonuclar verdi Onerilen
Gelistirilen DES-SA-DLLME yonteminin avantajlari su sekildedir:

1.UV-VIS cihazmin kolay kullanilmasi ve diger cihazlara gore ucuz olmasidir

2.Ekstraksiyon siiresinin kisa olmasidir.

3. Cok az miktarda ornek kullanarak spektrofotometrik analiz yapilmustir.

4.Go6zlemlenebilme sinirin diisiik olasidir

5.Tayin smirinin diisiik olmasidir.

6.Ekstraksiyon veriminin yiiksek olmasidir.

7.Tekrarlanabilirligi yiiksektir.

8. DES-SA-DLLME yontemi, gida ve kozmetik maddeleri gibi degisik matrikse
sahip numunelere uygulanabilmektedir.
Bu DES-SA-DLLME yonteminin avantajlarindan dolay1 Patent Blue V boyar madde
analizi icin geleneksel analitik yontemlere iyi bir alternatif olabilir. Sonug olarak, elde
edilen analitik sonuclara dayanarak, onerilen DES-SA-DLLME yo6nteminin, karmasik
matrislerde Patent Blue V’in ¢ikarilmasi ve 6lgiilmesi i¢cin verimli bir yontem olarak

potansiyel olarak uygulanabilir oldugu sonucuna varilabilir.
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