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OZET

KURKUMIN’IiN GIDA VE TAKVIiYE EDIiCi URUNLERDEN DOGRU VE
SECICi OZUTLENMESI ICIN DENEYSEL TASARIM iLE YESIL
COZUCULERIN HAZIRLANMASI VE UYGULANMASI

Ozlem ABLAK

Yiiksek Lisans Tezi
Kimya Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Nail ALTUNAY
2024, 42+xiii sayfa

Bu tez ¢alismasinda, spektrofotometrik tayin (UV-Vis) dncesinde dagitict sivi-sivi
mikro ekstraksiyon (DLLME) yontemiyle kurkuminin hizli, giivenilir ve basit
ekstraksiyonu i¢cin manyetik iyonik stvilar (MIL'ler), derin 6tektik ¢oziiciiler, SUPRAS
ve ylizey aktif madde dahil olmak {izere farkli ekstraksiyon ¢oziiciilerinin kullanimi
arastirildl. On deneyler sonucunda, farkli matriksleri igeren &rneklerden kurkuminin
ekstraksiyonu igin uygun ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak [Co(CsIM)4*"o[CI] MIL
se¢ildi. DLLME yontemine etki eden temel faktorlerin optimizasyonu merkezi
kompozit tasarimi (CCD) ile gergeklestirildi. Ornek ¢ozeltide [Co(CsIM)4>']2 [CI7]
MIL'in etkili dagilimi, yoriingesel calkalama (OS) ile saglandi. CCD modelleme
sonrasinda OS-MIL-DLLME y&ntemi, model ¢dzelti igin 0,15 ng mL! tespit limitiyle
0,5-225 ng mL"! araliginda dogrusallik sagladi. OS-MIL-DLLME yontemi 135
zenginlestirme faktorii ile %7,6 matriks etkisi gosterdi. OS-MIL-DLLME yo6nteminin
secicilik, saglamlik, giin i¢i/giinler aras1 kesinlik ve geri kazanim testi gibi dogrulama
parametreleri detayli olarak incelendi. Yontemin yesil analitik 6l¢egi, analitik yesillik
hesaplama araci (AGREE) kullanilarak belirlendi. Referans yontemle birlikte gidalara
ve bitkisel takviye iirlinlerine OS-MIL-DLLME yontemi uygulanarak nicel geri

kazanimlar ve istatistiksel olarak giivenilir sonuclar elde edildi.
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ABSTRACT

PREPARATION AND APPLICATION OF GREEN SOLVENTS WITH
EXPERIMENTAL DESIGN FOR THE ACCURATE AND SELECTIVE EXTRACTION
OF CURCUMINE FROM FOOD AND SUPPLEMENTS

Ozlem ABLAK

Master's Thesis
Department of Chemistry
Advisor: Prof. Dr. Adil ELIK
2024, 42+xiii pages
In this thesis, different extraction solvents including magnetic ionic liquids (MILS),
deep eutectic solvents, SUPRAS and surfactant were investigated for the fast, reliable
and simple extraction of curcumin in the dispersive liquid-liquid microextraction
(DLLME) method prior to UV-Vis spectrophotometric analysis. As a result of
preliminary experiments, [Co(CsIM)42*]2[CI'] MIL was selected as the appropriate
extraction solvent for curcumin extraction from samples containing different matrices.
Optimization of essential factors in the DLLME method was carried out with central
composite design (CCD). Effective dispersion of the [Co(CsIM)4**]2[CI'] MIL in the
sample solution was achieved by orbital shaking (OS). After the CCD modelling, the
OS-MIL-DLLME method provided linearity in the range of 0.5-225 ng mL™* with a
detection limit of 0.15 ng mL for the model solution. The OS-MIL-DLLME method
exhibited a matrix effect of 7.6% with an enrichment factor of 135. Validation
parameters of the OS-MIL-DLLME method such as selectivity, robustness,
intraday/interday precision and recovery test were investigated in detail. The green
analytical profile of the method improved was determined using the Analytical
Greenness Calculator tool (AGREE). The OS-MIL-DLLME method was applied to
the foods and herbal supplement products together with the reference method, and

guantitative recoveries and statistically reliable results were obtained.
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1. GIRIS

Canli yagaminda beslenme oOnemli bir yere sahiptir. Beslenme ihtiyacim
karsilamanin ana unsuru ise c¢esitli gida maddelerinin tiiketimidir. Dogru gida
maddesinin tiiketimi dogru beslenmenin ve saghikli bir yasamin temelini
olusturmaktadir. Bu acidan bakildiginda, gida maddelerinin bilesiminin
incelenmesinin saglik, iiretim ve tiikketim gibi bir¢ok alanla dogrudan ilgili oldugu
gorilecektir. Kurkumin, farkli gida maddelerinin igeriginde kendiliginden yer aldig:
gibi bir¢ok gida katki maddesinde de destekleyici bilesen olarak bulunmaktadir. Bu
baglamda farkli islevlere sahip olan kurkuminin gesitli iiriin gruplarindaki

bilesiminin aydinlatilmas1 bahsi gegen alanlarla ilgili siireglere 151k tutacaktir.

1.1.Kurkumin

1.1.1.Kurkuminin genel 6zellikleri

Kurkuminin kesfi yaklasik iki asir 6ncesine dayanmaktadir. Vogel ve Pelletier bu
kesfi yaptiklarinda kurkumini ““sar1 renk veren madde” olarak tanimladilar. Asya'nin
giiney ve giineybat1 bolgelerinde yetisen zerdecalin (Curcuma longa) sahip oldugu
sar1 renk kurkuminden ileri gelmektedir [1]. Zerdecalin yan1 sira hardal ve kori de
icerdigi kurkumin kaynakli sar1 renktedir. Siklikla baharat olarak kullanilan
kurkumin, sahip oldugu renk tonu dolayisiyla gida ve kozmetik {irlinlerinde
renklendirici olarak da kullanilmaktadir [2]. Renklendirici olarak kullanilan

kurkumin “Natural yellow 3 (E-100)” olarak adlandirild1 [3].

1.1.2. Kimyasal yapisi

IUPAC’a gore (1,7-bis-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion) veya
diferiiloilmetan olarak adlandirilan kurkuminin molekiil formiilii C21H2006 ve mol
kiitlesi 368,38 g mol! dir. Yapisindaki B-diketon sebebiyle diketo/keto-enol
tautomerizmi gosterir. Coziicli polaritesi, pH ve sicaklik gibi parametreler
kurkuminin  keto-enol  dengesini  etkilemektedir. = Kurkuminin  enol-keto
tautomerlerinin orani farmakolojik aktivitesine etki ettigi i¢in olduk¢a dnemlidir [3-
5]. Kurkuminin kimyasal yapis1 ve enol-keto tautomerizmi sirasiyla Sekil 1.1°de

verildi.



Cizelge 1.1 Kurkuminin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri [6]

Coziiniirlik Coziiniir: etanol, asetik asit, aseton
Coziinmez: su, eter

Yogunluk 0,9343 14,4°C’de

Fiziksel tanimlama Sari-turuncu kristal tuz

Erime noktasi 183 °C

Kimyasal sinifi Biyolojik ajanlar: bitki yaglart ve
ekstraktlar

Uv spektrumu Etanolde 426 nm maksimum

pH 8,08-8,75

Di-keto form Enol form

b)

Sekil 1.1 Kurkumin’in kimyasal yapisi (a) ve keto-enol tautomerizmi (b) [7]

1.1.3. Biyokimyasal veriler

Kurkumin, bir polifenol olup diarilheptanoid grubunun bir liyesidir. Yapisinda bir
enol kismi1 ve 1,3-diketon grubu ile konjuge 6zellikte yedi karbonlu bir hidrokarbon
zincirine bagli metoksi ve orto konumunda bir fenolik OH grubu ile simetrik olan
iki aromatik halka icermektedir [8]. Kurkuminin igerdigi nemli fonksiyonel kisimlar

Sekil 1.2°de goriilmektedir.
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Sekil 1.2 Kurkumin molekiiliindeki 6nemli fonksiyonel kisimlar: 1,3-keto-enol grubu

(A), o-metoksi ve fenolik gruplar (B) ve ¢ift baglar (C) [3]

Yapisindaki aromatik halkalar kurkumine hidrofobik 6zellik saglarken a,-doymamis
B-diketo gruplar molekiile esneklik kazandirmaktadir. Bu molekiil yapis1 kurkumin
molekiiliiniin farkli biyomolekiillere baglanmasini miimkiin kilmaktadir. B-
dikarbonil grubunun hidrojen bagi olusturmasi ve molekiiliin igerdigi fenolik
hidroksil ve de metoksi grubu kalintilarinin farkli metal ve ametallerle tepkimeye
girmesiyle 6nemli biyolojik tepkimeler gerceklesmektedir. Kurkumin, inflamatuar
molekiiller, protein rediiktaz, ksantin oksidaz, insan bagisiklik yetmezligi viriisii
(HIV1) integrazi, HIV1 proteazi, deoksribo niikleik asit (DNA), histon asetil
transferaz, tasiyict1 proteinler gibi bir¢ok sinyal biyomolekiile dogrudan
baglanabilmektedir [9]. Kurkuminin tasiyic1 proteinlere baglanabilmesi oldukga

onemlidir; bu yetenegi sayesinde ¢oziiniirliigii ve biyoyararlanimi artmaktadir.

1.1.4. Antioksidan aktivite

Insan viicudunun endojen sistemlerinde gesitli fiziksel ve kimyasal olaylar
sonucu reaktif oksijen ve reaktif azot tiirleri iiretilir. Bunlar DNA’y1, lipitleri ve
proteinleri degistirebilmektedir, yaslanma ve ¢esitli hastaliga sebebiyet vermektedir.
Kurkumin o6nemli bir antioksidandir. Yapisindaki fenolik gruplardan hidrojen
vermesi onu fenolik antioksidan yapar. Kurkuminin antioksidan 6zelligi yapisindaki
metoksi ve fenoksi gruplart ve karbon-karbon cift bagi gibi farkli fonksiyonel
gruplarin mevcudiyetinden ileri gelmektedir [3]. Yapilan bir c¢alismada [10],
siganlarin beyin, karaciger ve bobreklerinde stres kaynakli oksidatif hasarin

olusumunun kurkumin tarafindan 6nlendigi tespit edildi. Kurkuminin yapisindaki



diketo grubu gecis metallerle selatlar olusturup metal toksisitesini azaltabildigi gibi
olusan metal kompleksleri antioksidan aktivite sergileyebilir [11]. Kurkumin H20»,
HOe, ROO- gibi kiiciik oksidatif molekiilleri etkisizlestirme kapasitesi oldukca
yiiksektir. Hiicre sitoplazmasindaki reaktif oksijen tiirlerine kars1 yiiksek
koruyuculuga sahiptir [12]. Niki ve ¢alisma arkadaslar1 farkli kurkumin analoglari
sentezlemis ve bunlarin antioksidan aktivitelerini incelemislerdir [13]. Heptadion
baglantisinin merkezinde yer alan CH» grubundan transfer edilen H atomunun ve

fenolik OH grubunun antioksidan etkide 6nemli bir rol oynadigini belirtmislerdir.

1.1.5. Emilim, dagitim, metabolizma ve atihm

150-200 g erkek sicanlar iizerinde yapilan bir calismada, siganlara 400 mg
kurkumin %0,1°lik Tween 20 ¢ozeltisiyle slispansiyon halinde verildi. Verilen dozun
%4011k kism1 bes giinliik bir siirecte diskiyla atilirken %60’ 1n1n emildigi varsayildu.
Idrarda kurkumine rastlanamazken kan, karaciger ve bdbrekte ihmal edilebilir
diizeyde kurkumin bulundu[14]. Insanlar iizerindeki bir ¢alisnmada, ileri diizey
kolorektal kanseri 15 hastaya dort ay boyunca her giin 26, 72, 108, 144 ve 180 mg
kurkumine esdeger dozlarda Curcuma 6zii verildi. Tedaviden sonra plazmada, idrarda
kurkumin veya tiirevleri tespit edilmezken tiim hastalarin diskisinda kurkumin
bulundu. 180 mg/giin miktariyla dozlanan hastanin digkisinda kurkumin siilfat tespit
edildi. Yazarlar bu durumun kurkuminin bagirsaklardaki biyotransformasyonunun

sonucu olabilecegini 6ne siirdii [15].

1.1.6. Toksikolojik veriler ve kabul edilebilir giinliik alim

Yapilan bir ¢aligmada [16], kurkuminin 10-50 pM derisimlerde in vitro olarak
insan lenfositlerinde ve mide mukoza hiicrelerinde DNA hasarini tetikledigi ve ayrica
bir mutajen ve kanserojen oldugu bilinen alt1 degerlikli krom iyonuyla birlestigi
bildirildi. Baska bir ¢alisma da DNA hasariin Cin hamsteri yumurtalik hiicrelerinde
de gergeklestigini bildirmektedir [17]. On albino siganla yapilan ¢alismada alt1 giin
boyunca giinliik olarak arap zamki i¢inde %2’lik siispansiyon halinde 50 ve 100
mg/kg viicut agirligt oraninda kurkumin oral yolla verildi. Sonugta yiiksek dozda
mide erozyonu rapor edildi [18]. Farkli bir ¢alismada yer alan sigcanlarin sentetik
diyetine %0,3, %1,0 ve %10 seviyelerinde zerdegal ve % 0,1, 0,5, 1,0 ve % 2,0

seviyelerinde kurkumin dahil edildi. Bu ¢aligmada gida verimliliginde azalma



gozlenirken, biiylime, alblimin, globiilin, total serum proteini ve kolesterol agisindan
bir degisiklik gézlemlenmedi [19].

Yapilan caligmalar 1s18inda Gida Katki Maddeleri Ortak FAO/WHO Uzman
Komitesi tarafindan 50-320 mg/kg viicut agirligi/giin degerinde herhangi bir yan etki
izlenmeyen diizey dikkate alinarak, 3 mg/kg viicut agirligi/giinliik bir kabul edilebilir
giinliik alim degeri (ADI) kurkumin i¢in belirlendi. Ayrica normal diyetten kurkumin
aliminin ADI degerinin %7’sinden daha azina tekabiil ettigi kaydedildi [20]. Avrupa
Parlamentosu ve Konsey Direktifi 94/36/EC'ye gore iceceklerde ve gida
maddelerinde izin verilen maksimum kurkumin seviyeleri ve ayni1 6rnek gruplarinda

rapor edilen maksimum kurkumin seviyeleri Cizelge 1.2°de verildi.

Cizelge 1.2 Cesitli iiriinlerde kurkuminin izin verilen ve raporlanan maksimum

seviyeleri [20]

b . . ’ Raporlanan
- Izin verilen maksimum seviye : .
Ornek grubu (mg L) maksimum seviye
(mg L)
Alkolsiiz
aromali 100 100
icecekler
Amerikano, aci
soda, s1vi gida 100 100
takviyeleri
'Alkollu 200 x
icecekler
Aromali
saraplar, sarap 200 200
bazli icecekler
Sosis, ezme,
sebzeli yahni 20 2,5
Corbalar 50 35
Islenmis
peynir, flime
balik, kabuklu 100 100
hayvan ezmesi
Atistirmalik 200 75
liriinler

*[lgili endiistri tarafindan kullanim rapor edilmemistir.



1.2. Eser Analiz

Kimyasal tiirlerin eser analizi, gida giivenligi, biyomedikal c¢aligmalar ve
cevresel numunelerde miktar tayini gibi bir¢ok alanda olduk¢a 6nem arz etmektedir.
Eser analiz caligmalar1 genelde numune alma, numune 6n islemleri, analitlerin
ayrilmasi ardindan nitel ve nicel tayin adimlarindan olugmaktadir. Dogru metot
secimi, analitik siireci takip eden diger ¢aligmalara da dogru bir temel olusturmakta
ve bu ¢aligmalarin giivenilirligine katk: saglamaktadir [21]. Kurkuminin ¢esitli 6rnek
matrikslerinde eser seviyelerde bulunmasi goz 6niinde bulunduruldugunda, eser
analiz kapsaminda uygun bir yontem secimi analitik siirecin énemli bir parcasi

olmaktadir.

Kurkumin 6zellikle sahip oldugu antioksidan etki sebebiyle bir¢ok arastirmaya
konu oldu. Cesitli iiriin grubunda yer almasinin temel sebebi sagladigi gesitli
avantajlar olsa da referans aldigimiz c¢alismalardan da goriilecegi lizere saglik
acisindan olumsuz etkileri de rapor edildi. Bu olumsuz etkileri sebebiyle kurkumin
alimina iliskin baz1 kisitlamalar getirildi. Bu kisitlamalar ve olumsuz etkiler
kurkuminin farkli 6rnek gruplarindan dogru ve segici analitik tayinini gerekli
kilmaktadir. Yapilacak dogru ve secici analitik tayin calismalariyla kurkuminin
alimma iligkin gerekli kontroller saglanabilir ve dogru bir tiiketim bilinci

olusturulabilir.

Literatiirde kurkuminin farkli 6rneklerden tayini amaciyla kullanmilmig farkli
analitik teknikler yer almaktadir: akilli telefon dijital goriintii kolorimetresi [22], UV
dedektorli yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC-UV) [23], ultra yiliksek
performansli  sivi  kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisi [24], siv1
kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisi [25], voltametri [26]. Bu tekniklerin
duyarhilig1 ve seciciligi yiiksek olmasina ragmen bakim ve isletme maliyetlerinin
yiiksek olmasi, uzman kullanici gerektirmesi ve uygulama zorlugu gibi dezavantajlari
bulunmaktadir. Ozellikle diisiik gelirli iilkelerdeki cogu arastirma laboratuvarinda bu
cihazlar maliyetleri sebebiyle yer almamaktadir. Mor Otesi-goriiniir bolge
spektrofotometrisi (UV-Vis spektrofotometrisi) en sik kullanilan, basit ve ucuz bir
tekniktir. UV-Vis spektrofotometrisi, diisiik maliyeti ve kullanim kolaylig: ile diger
yontemlerden  ayrilmaktadir [27]. Bu  oOzelliklere dayanarak UV-Vis



spektrofotometrisi kurkumin analizinde yaygin olarak kullanilan tekniklerden biridir
[28-30].
1.3. Numune Hazirlama Yontemleri

Numune hazirlama yontemleri, karmasik numune matrikslerinde eser miktarlarda
yer alan analitin tayini i¢in olduk¢a 6nemlidir. Numune matriksinin kompleks yapisi
ve diisiik analit miktarlar1 analitik cihazin performansini da etkilemektedir. Ayirma
ve zenginlestirme yontemleri secici ve duyarli analitik tayinler ic¢in siklikla
kullanilmaktadir. Ozellikle klasik ekstraksiyon tekniklerinin yiiksek miktarlarda
organik ¢oziicii gerektirmesi ve isleme alinan numune miktarlarinin yiiksek olmasi
mikroekstraksiyon tekniklerini ilgi ¢ekici kilmaktadir. Mikroekstraksiyon teknikleri,
adindan da anlagilacag: iizere diisiik (mikrolitre) seviyelerde ¢dziicii ve numune
miktarlarinin kullanilmast ve prosediirde yer alan ¢dziiciilerin g¢evreci, diisiik
toksisiteli ve diisiik maliyetli olmas1 gibi avantajlara sahiptir. Klasik ekstraksiyon
yontemlerinden daha basit olan bu teknikler enerjiden ve maliyetten de tasarruf saglar
[31, 32]. Mikroekstraksiyon teknikleri genel olarak kati ve siv1 faza dayali teknikler
olmak {izere iki baglik altinda toplanmaktadir. Son zamanlarda literatiirde kurkuminin
ekstraksiyonu i¢in emiilsifikasyon sivi-sivi mikro ekstraksiyonu (ELLME) [33], kat1
faz mikroekstraksiyonu (SPME) [34], dagitict sivi-sivi  mikroekstraksiyonu
(DLLME) [35], bulutlanma noktas1 mikroeksraksiyonu (CPME) [36] gibi farkli
mikroekstraksiyon teknikleri kullanilmaktadir. DLLME, ekstraksiyon ¢oziiciisii ve
dagitict ¢oziiciinin sulu numuneye hizli bir sekilde enjekte edilmesine
dayanmaktadir. Coziicliniin dagilmasiyla hedef analitin temas1 artar ve hizli bir
ekstraksiyon kinetigi saglanir. Sonucta yiiksek ekstraksiyon geri kazanimi ve
zenginlestirme faktorii elde edilir. Ayn1 zamanda bu prosediir diigiik maliyetli ve
basittir [37, 38]. Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarda, sagladig: ¢esitli avantajlar
g6z Oniinde bulundurularak kurkuminin mikroekstraksiyonu i¢cin DLLME teknigi

kullanildi.

1.4. Ornek Hazirlamada Kullanilan Yesil Coziiciiler

DLLME’de ekstraksiyon verimini etkileyen en o©nemli faktorlerden biri
kullanilan ¢oziicii tiiriidiir. Uygun c¢oziiciiniin secilmesiyle analit ve c¢oziicii
molekiilleri arasindaki etkilesim artarak etkin kiitle transferini saglamaktadir. Ayrica
kullanilan ¢6ziicli tiirii yontemin yesil profilini, maliyet-etkinligini ve analitik

ozelliklerini belirlemektedir. Mikroekstraksiyon tekniklerinde bir¢ok yesil ¢oziicii



kullanilmaktadir. Bu ¢dziicliler, diisiik toksisiteli, biyobozunur, diisiik maliyetli,
ayarlanabilir ve iistiin ¢ozme yetenekleriyle oldukca dikkat cekmektedir. Bu pozitif
ozelliklerden faydalanmak icin bir¢ok arastirmact DLLME’de manyetik iyonik
stvilar (MIL) [39], strfaktanlar [40], derin otektik ¢oziiciiler (DES) [41],
supramolekiiler ¢oziiciiler (SUPRAS) [42] gibi farkli mikroekstraksiyon ¢oziiclisii
kullanmaktadir. MIL; iyonik sivilarin manyetik 6zellik kazanmis halidir. Sahip
olduklart manyetik duyarlilik yiiksek spinli gecis metallerinden kaynaklanmaktadir.
fhmal edilebilir buhar basinci ve termal kararliligin yani sira bu ¢dziicii grubu,
ekstraksiyon fazinin ek bir ayirma asamasina gerek olmadan disaridan uygulanan bir
manyetik alan yardimiyla ayrilmasina olanak tanimaktadir. Bu enerji ve maliyetten
tasarruf anlamina gelmektedir. Siirfaktanlar; Hem hidrofilik hem de hidrofobik olma
ozelligini bulundururan molekiilleri (miseller) ihtiva eden c¢oziiciilerdir. Diisiik
maliyetli olup ¢ok sayida analitle etkilesebilme 6zelligine sahiptir. Sodyum dodesil
stilfat (SDS) ve setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) bu gruba aittir. DES; Derin
otektik ¢oziictiler hidrojen bagi alicis1 (HBA, kuaterner amonyum tuzlari) ve hidrojen
bagi vericisi (HBD, aminler, alkoller, karboksilik asitler) olarak adlandirilan
bilesenlerinin belirli bir sicaklikta, uygun bir molar oranda karistirilmasiyla elde
edilmektedirler. Kolay hazirlanis, maliyet etkinligi, diisik toksisite ve
biyobozunurluk gibi 6zelliklere sahiptir. SUPRAS; Amfifillerin kendi kendine
birlesmesiyle olusturduklari nano yapili stvilardir. Ugucu ve alevlenebilir olmayan bu
¢oziicli grubu ayarlanabilir 6zellikte ve diisiik maliyetlidir. Alkoller ve karboksilik
asitler SUPRAS elde etmede siklikla kullanilmaktadir. Deneysel ¢alismalar
kapsaminda, kurkuminin se¢ici ve verimli ekstraksiyonu ic¢in bahsi gecen ¢oziicii
gruplarinin etkinligi test edilmistir.

Analit ve ¢oziicii molekiillerinin temasini artirmak icin ultrasonik ses dalgalarinin
enerjisinden, girdap ve karistirma etkisinden faydalanilmaktadir. Bu tarz fiziksel
etkilesimler analit ve ¢oziicii molekiillerinin kinetik enerjisini artirarak birbirleri
arasinda gerceklesen temasi kolaylastirmaktadir. Bdoylelikle kiitle transferinin
artisiyla iyi bir ekstraksiyon verimi elde edilmektedir. Bu tez kapsaminda yapilan
deneysel calismalarda, kurkuminin ekstraksiyon verimini artirmak i¢in ydriingesel

calkalayicidan faydalanildi.



1.5. Optimizasyon ve Deney Tasarimi

Optimizasyon, analitik siire¢ igerisinde uygulanmasit gereken en Onemli
asamalardan  biridir.  Sonuglarin  giivenilirliginin  ve  tekrarlanabilirliginin
saglanmasinda onemli oldugu gibi, analitik yontemin gecerli olmasi i¢in de gereklidir.
Yontemin optimize edilmesi, en iyi analitik sinyalin elde edilmesi i¢in gerekli
kosullarin en uygun hale getirilmesidir. Analitik kimyada optimizasyon icin farkli
yaklagimlar dikkate alinmaktadir. En yaygin olan yaklagim ise her deneyde yalnizca
bir degiskenin degistirilip diger degiskenlerin sabit tutuldugu tek degiskenli
optimizasyon yaklagimidir. Bu yaklasim her bir degiskenin diger degiskenler iizerine
olan etkisini, karesel etkilesimleri dikkate almaktadir. Gergekte ise tiim degiskenlerin
birbiri iizerine etkisi s6z konusudur. Bu eksiginin yaninda tek degiskenli yaklagimda
yapilacak deney sayisi oldukc¢a fazladir. Bu durumda isleme alinacak numune sayist,
kullanilan kimyasallarin miktarlari ve tiiketilen enerji miktar1 artar. Bu dezavantajlar
ortadan kaldirmak ¢ok degiskenli optimizasyon stratejisinin kullanilmasiyla
miimkiindiir. Yanit yiizeyi metodolojisi bu amacla siklikla kullanilmaktadir [43]. Bu
yontemde model, deneysel degiskenlere bagli tahminler yapar. Tahminler ise ¢ok
terimli bir denklem kullanilarak tanimlanmaktadir. Yanit yiizeyi metodolojisinin
uygulanmasi i¢in ilk olarak 6n deneylerin yorumlanmasiyla bagimsiz degiskenler
belirlenmelidir. Daha sonra uygun bir deney tasarim yontemi segilerek model
tarafindan belirlenen deneyler yapilir. Bu deneyler kapsaminda elde edilen veriler ¢ok
terimli bir denklem tarafindan islenmektedir. Sonug olarak ise degiskenlerin optimum
seviyeleri belirlenir. Burada, secilecek deney tasarim yontemi de oldukg¢a onemlidir.
Birden fazla degiskenin ii¢ seviyeli olarak incelendigi Box-Behnken Tasarimi (BBD),
Merkezi Kompozit Tasarimi (CCD) ve Doehlert Tasarimi gibi deney tasarim
yontemleri aragtirmacilar tarafindan siklikla kullanilmaktadir [44]. Bu yontemler
arasinda secim yapilirken deney sayisi1 ve deneysel faktorlerin seviyelerinin sayisi
dikkate alinir. CCD basit olusuyla oldukc¢a kullanighidir. CCD’de tam veya istege bagh
olarak etkilesim tiirlerinin se¢ilmesiyle fraksiyonlu faktoriyel tasarim yapmak
miimkiindiir. Ayrica CCD faktdrlerin seviyeleri i¢in merkez bir nokta ve deneysel
noktalarin merkezden uzak oldugu ek bir tasarim belirler ve bunu « ile tanimlar. CCD
modelinde yer alan tiim faktorler —a, —1, 0, +1, +a olmak ilizere bes seviyede

incelenmektedir [45].



Bu tez ¢alismasinda kurkuminin ekstraksiyonunda 6nemli degiskenlerin se¢imi ve
bu degiskenlerin seviyeleri belirlendikten sonra optimize edilmesi i¢cin CCD’nin

ozelliklerinden faydalanildu.

Bu mevcut tez ¢alismasi, spektrofotometrik tayini oncesinde ¢esitli gidalarda
ve bitkisel takviye iriinlerinde kurkuminin ekstraksiyonu i¢in farkli ekstraksiyon
coziciilerinin  (DES'ler, MIL'ler, SUPRAS'lar ve ylizey aktif maddeler)
kullanilabilirligini arastirmaya odaklanmaktadir. CCD modellemeye dayali
caligmalar sonucunda bu numunelerdeki kurkumin tayini i¢in se¢ici, hizli ve yesil
yoriinge ¢alkalayici destekli manyetik iyonik sivi bazli dagitict  sivi-sivi
mikroekstraksiyonu (OS-MIL-DLLME) yontemi gelistirildi. MIL ve ydriinge
calkalama sirasiyla ekstraksiyon ¢oziiciisii ve dispersiyon araci olarak kullanildi.
Yontemin analitik yesili AGREE araci kullanilarak 0,77 olarak hesaplandi ve bu
deger yesilligi dogruladi. OS-MIL-DLLME yontemi kurkumin i¢in eser diizeyde
LOD ve LOQ sagladi. Mevcut yontem, kurkumin analizi i¢in farkli ekstraksiyon

coziiciilerinin es zamanli olarak arastirildigi ilk calismadir.

1.6. Geri Kazamim ve Analitik Parametrelerin Hesaplanmasi

Dogruluk: Bir yontemin dogrulugu, yontemin uygulanmasiyla elde edilen sonuglarin
gergek veya gergek kabul edilen degerini ifade eder. Geri kazamim yiizdesi, analitik
yontemin dogrulugunu tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Asagidaki formiile gore

hesaplanmistir;

i Cbulunan
Geri Kazanim, % = C—xlOO
eklenen

Burada, Cexkienen ekstraksiyon 6ncesinde model ¢ozeltiye eklenen kurkum derisimini,
Chbulunan ise Onerilen yontem uygulandiktan sonra tespit edilen kurkumin derisimini
ifade etmektedir.

Kesinlik: Ayni yolla elde edilen tekrarli sonuglarin birbirlerine yakinligini
gostermektedir. Bir analitik yontemin kesinligi ifade etmek i¢in bagil standart sapma
(BSS) hesaplanir. Genel olarak BSS’nin %5’ten daha kii¢iik olmasi istenmektedir.
BSS asagidaki esitlikten hesaplanmustir;

s
BSS,% = —x 100
x
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Esitlikte yer alan s, analitik veri setinin standart sapmasi, x ise bu veri setinin
ortalamasidir.
Zenginlestirme Faktorii (EF): Analit derisiminin gelistirilen yOntemin
uygulanmasiyla ka¢ kat arttirlldigini belirtmektedir. EF, asagidaki esitlikten
hesaplanmustir.
EF — Csigim faz

Chastangug
Verilen esitlikte Cgicim fazi1, ekstraksiyon sonrasi 6l¢iim fazindaki analitin derisimini,
Chraslangic 1s€ analitin baslangi¢ ¢cozeltisindeki derisimidir.
Korelasyon Katsayisi: Analit derisimi ve buna karsilik elde edilen analitik sinyalin
birbirleriyle dogru orantili olup olmadigmi belirtir. Korelasyon katsayisi (R?)
dogrusallig1 belirtmektedir.
Cahisma Arahgi: Kalibrasyon egrisinde analitin tayin edilebilen en kiigiik derisimi
ve dogrusalliktan sapma meydana gelen derisim araligin1 kapsamaktadir.
Se¢me Simir1 (LOD): Analitin kantitatif sinirlar igerisine girmeyen en diisiik derisimi

olup asagidaki esitlikten hesaplanmustir.

Skor

LOD =
Esitlikte yer alan sgsr kor (bos) ¢ozeltinin standart sapmasi iken m ise kalibrasyon

egrisinin egimidir.

Tayin Smmir1 (LOQ): Analitin belirli bir dogruluk ve kesinlikle tayin edilebildigi en
diisiik derisimidir. Asagidaki esitlikten hesaplanmustir.

Duyarhhik: Analitik yontemin duyarlilig1, analitin derisiminde meydana gelen kii¢iik
degisimlerin analitik sinyaldeki degismenin biiyiikligii olarak ifade edilir.
Matriks etkisi: Farkl tiirlerin varliginda analit i¢in analitik yontemin segiciligini

ifade etmek i¢in kullanilir. Bu faktor asagidaki formiile gére hesaplanmistir
. - my
Matriks etkisi = [—] x 100
m;
Burada m; model ¢ozeltilerin kalibrasyon egrisinin egimi, mo ise matriks uyumlu
kalibrasyon ¢dzeltilerinin egimidir.

Dogrusal Aralik (LR): Kalibrasyon egrisinde tayin edilebilecek en diisiik derisim ve

dogrusalliktan sapma goriilen derisim araligini kapsar.
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2. MATERYAL VE METOT
Bu tez kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalarda kullanilan cihazlar, kimyasallar

ve kullanilan yonteme iliskin tiim bilgiler bu kisimda detayli olarak agiklandi.

2.1. Cihazlar

Farkli orneklerden kurkuminin ekstrakte edilmesi igin gelistirilen OS-MIL-
DLLME yonteminde kullanilan cihazlar agagida listelendi. MIL'lerin ve derin 6tektik
¢oziiciilerin hazirlanmasi i¢in sicaklik kontrollii ve degisken frekansli bir ultrasonik
banyo (SK5210LHC modeli, Cin) kullanildi. Ekstraksiyon c¢ozeltilerinin pH ayari,
dijital bir pH metre (Selecta 2001 Sartorius, Kuzey Amerika) kullanilarak saglandi.
Faz ayrimmin ardindan nihai ¢ozeltideki kurkumin miktari, bir UV-Vis
spektrofotometre (UV-1800, Shimadzu, Japonya) kullanilarak belirlendi. MIL'nin
sulu ¢ozeltiden ayrilmasi, gii¢lii bir NdFeB miknatis1 (60 mm x 10 mm x 5 mm)
kullanilarak gerceklestirildi. Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin sulu ¢ozeltide etkili dagilimi
yoriingesel bir ¢alkalayici (Multi Bio RS-24, BioSan, Berlin, Almanya) ile elde edildi.
Deney suyu bir Milli-Q sistemi (ICW-3000, Merck, Darmstadt, Almanya)
kullanilarak saglandi. Numunelerin 6n isleminde Soxhlet cihazi (SZF-06A, Jinglong
Instruments, Shanghai, Cin) kullanildu.

2.2. Reaktifler ve coziiciiler

Ekstraksiyon asamasinda reaktiflerden ve sollisyonlardan kaynaklanan
kontaminasyonu 6nlemek icin analitik saflikta kimyasallar kullanildi ve baska bir
saflastirma islemi uygulanmadi. Kurkumin reaktifi (saflik %98>) Sigma'dan (St.
Louis, MO. ABD) satin alindi. 200 mg L' stok ¢dzeltisi uygun miktarda etanol
(Merck, Darmstadt, Almanya) icerisinde ¢oziilerek hazirlandi ve karanlikta saklandi.
Kurkuminin ekstraksiyon ¢ozeltileri, stok ¢ozeltinin sirali seyreltilmesiyle elde edildi.
Ekstraksiyon ¢ozeltilerinin pH'" sitrat, borat, ftalat ve asetat gibi tampon c¢ozeltiler
kullanilarak ayarlandi. Etanol, metanol (Sigma, MeOH), asetonitril (Merck, ACN),
kloroform (Merck), tetrahidrofuran (Sigma, THF) ve n-oktanol (Merck) geri
ekstraksiyon coziiciileri olarak arastirildi. N-butilimidazol (CgIM)s (Sigma, saflik
%99>), CoCl-6H>O (Merck, saflik %98), triheksil (tetradecyl) fosfonyum kloriir
[Po66,14" J[CI'] (Merck, saflik %95) ve manganez(II) kloriir tetrahidrat (MnCl,-4H,0)
(Merck, saflik %98>) MIL’ leri hazirlamak icin kullanildi. Polioksietilen (7,5)
nonilfenil eter (PONPE 7.5, saflik %96>) ve polietilen glikol tert-oktil fenil eter
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(Triton X-114, saflik %96>) Sigma'dan satin alindi. Tetra-n-butilamonyum bromiir
([N4444]Br) (Sigma, saflik %98>), dekanoik asit (DecA) (Merck, saflik %99,5>), L-
Mentol (Merck, saflik %99>) ve Laktik asit (LacA) (Merck, saflik %98,5>) derin
otektik ¢oziiciileri (DES'ler) hazirlamak i¢in kullanildi. SUPR AS'lar1 hazirlamak i¢in
Heptanol (Merck, saflik %99,5>), THF, sodyum dodesil siilfat (SDS) (Merck, saflik
%98>) ve tetrabutilamonyum bromiir (TBAB) (Merck, saflik %99>) kullanild1.

2.3. Ornek Toplama ve Hazirlama

Bu arastirmada Sivas’taki yerel pazarlardan ve aktarlardan aromatik gida
takviyesi, bitkisel gida takviyesi, zerdegal tozu, zerdecal ekstrakti, zerdegal yagi,
seylan cayi, bitkisel karisim macunu, zerdegal igeren bitki ¢ayi, siyah cay, yesil cay,
tarcin ve kori gibi gercek ornekler toplandi. Numunelerin hazirlanmasi daha 6nce
bildirdigimiz makaleye gore hazirlandi [46]. Numunelerin 6n isleme tabi tutulmasi
asagidaki deneysel adimlar igerir. ilk olarak toplanan katt numuneler laboratuvar
karigtiricist kullanilarak toz haline getirildi. Bu adimin ardindan toz numuneler (10 g)
ve sivi numuneler (10 mL) dikkatlice tartilarak 30 mL metanol i¢eren volumetrik
siselere dokiildii. Daha sonra balon jojeler Soxhlet cihazina yerlestirildi. Berrak bir
cozelti elde edilene kadar sirali ekstraksiyon yapildi. Ortaya ¢ikan berrak ¢ozelti, oda
sicakligina kadar sogutuldu ve 0,45 pm'lik bir membran filtreden siiziildii. Son

asamada filtrelenen ¢ozeltiye OS-MIL-DLLME yontemi uygulandi.

2.4. Ekstraksiyon ¢oziiciilerinin hazirlanmasi

Gergek oOrneklerden kurkuminin ekstraksiyonu i¢in yiizey aktif maddeler,
DES'ler, SUPRAS ve MIL'ler arastirildi.
2.4.1.Yiizey aktif maddeler

Yiizey aktif maddeler olarak TritonX-114 ve PONPE 7,5 kullanild1. Yiizey aktif
maddenin %5,0’lik (agirlik/hacim) ¢ozeltileri, bunlarin 5 graminin 100 mL su i¢inde
¢ozlilmesiyle hazirlandi.
2.4.2.SUPRAS hazirlanmasi

Bu calismada SUPRAS-1 (heptanol/THF/su) ve SUPRAS-2 (SDS/TBAB/su)
asagidaki prosediire gore hazirlandi. SUPRAS-1"1 hazirlamak i¢in 4 mL THF ve 6 mL
su iceren test tiiplerine 0,5 mL heptanol eklendi. SUPRAS-2"yi hazirlamak igin 20
mg SDS ve 10 mL su igeren test tiiplerine 1 mL TBAB eklendi. Elde edilen karisimlar
daha sonra 5 dakika siireyle vortekslendi. Tiipler 4000 rpm'de 5 dakika santrifiijlendi
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ve distik yogunluklu SUPRAS sulu ¢ozelti iizerinde toplandi. SUPRAS'lar bir mikro
siringa ile ¢ekildikten kurkuminin ekstraksiyonu agisindan incelendi.
2.4.3. DES hazirlanmasi

DES hazirlamanin temeli, hidrojen bagi alicis1 (HBA) ve hidrojen bagi vericisi
(HBD) olarak adlandirilan iki veya daha fazla bilesenin belirli bir molar oranda
karigtirilmasi ve daha sonra elde edilen karisimin homojen bir ¢ozelti elde edilinceye
isitilmasina  dayanmaktadir. DES-1, [Na44]Br ve DecA'min 1:1 molar oranda
karistirilmasiyla hazirlandi. DES-2, L-Mentol ve LacA'nmin 1:2 molar oranda
karistirilmasiyla hazirlandi.
2.4.4. MIL hazirlanmasi

[Co(CsIM)4>"]2[CI'] MIL-1 i¢in beherlere 16 mmol N-oktilimidazol ve 4 mmol
CoCl,-6H,0 eklendi. Daha sonra beherler 1sitic1 tablaya yerlestirildi ve reaksiyonun
gerceklesmesi i¢in bir giin boyunca 100°C'de karistirilarak 1sitildi. Elde edilen karisim
daha sonra 10 mL metanol igerisinde ¢0ziildii ve bir giin boyunca 60 ‘C'de geri
sogutucu altinda 1sitildi [47]. [Pe66.14] 2[MnCls*"] MIL-2 igin, diklorometan
icerisinde 10 mL MnCl,-4H2O (1 esdeger) ve 10 mL [Ps6,14 J[CI'] (1 esdeger) bir
kapta karistirildi. Daha sonra elde edilen karisim reaksiyonu tamamlamak i¢in oda
sicakliginda bir giin boyunca manyetik karistirict kullanilarak karistirildi. Son olarak,
elde edilen karisimdaki diklorometan, doner bir buharlastirict kullanilarak

uzaklastirildi [48].

2.5. Deneysel Tasarim

OS-MIL-DLLME yéntemini etkileyen temel faktorlerin optimizasyonu merkezi
kompozit tasarimi (CCD) ile gerceklestirildi. On ¢aligmalardan elde edilen sonuglara
gore temel faktorler MIL miktart (X, mg), pH (Y), geri ekstraksiyon ¢oziicii hacmi
(Z, pL) ve orbital calkalama siiresi (T, dk) olarak belirlendi. X, Y, Z ve T sirastyla
1040 mg, 3,5-7,5 200-800 pL ve 10-90 dakika araliklarinda arastirildu.
Ayrica bir calisma (baslangi¢ noktasi & a) alt ve {ist limitlerde de gerceklestirildi ve
faktorlerin  kapsami arastirildi. Temel faktorlerin  kurkumin ekstraksiyonunu
etkilemesi i¢in CCD modellemesinin asagidaki ikinci dereceden denklem

(denklem-1) ile uyumlu olmasi gerekir.
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Bu denklemde Y, kurkuminin ekstraksiyon geri kazanimini, X; ve X; bagimsiz temel
faktorleri ve Po, Pi, Pii, Pij sirastyla temel faktorlerin dogrusal, ikili ve ikinci dereceden
etkilesimlerini tanimlamaktadir. €, artik degeri, yani deneysel sonug ile tahmin edilen
sonug¢ arasindaki farki ifade eder. OS-MIL-DLLME yontemi i¢in kurulan CCD

modellinin 6zeti Cizelge 2.1'de sunulmustur.

Cizelge 2.1 OS-MIL-DLLME yontemini etkileyen onemli faktorlerin optimizasyonu

icin kurulan CCD modelinin 6zeti

Seviyeler

Faktorler ve birimleri Sembol . - Ta
1 0 T ay a2

MIL-1 miktar1, mg X 10 25 40 7 13

pH Y 3,5 55 7,5 3,1 79

 Gen efggsivon z 200 500 800 140 860

¢Oziiciisiiniin hacmi, pLL

Yoriingesel calkalama siiresi, T 10 50 90 02 98

dk

2.6. OS-MIL-DLLME yo6ntemi

Kurkuminin ¢esitli gidalardan ve bitkisel takviyelerden ekstraksiyonuna yonelik
OS-MIL-DLLME yonteminin alt1 deneysel adimi bu kisimda 6zetlendi. Adim-1, 15
mL 6rnek ¢ozelti, 40 ng mL!' kurkumin iceren konik tiiplere dokiildii. Adim-2,
ekstraksiyon ¢dzeltisinin pH'1, 0,1 mol L' sitrat tampon ¢ozeltisi kullanilarak 6,2'ye
ayarlandi. Adim-3, elde edilen ¢o6zeltiye 12 mg MIL-1 (ekstraksiyon c¢oziiciisii
olarak) 1ilave edildi. Eklenen MIL-1'in numune ¢d6zeltisi i¢inde tamamen
dagildigindan emin olmak icin tiipler 15 dakika boyunca bir yoriingesel c¢alkalayici
kullanilarak karistirildi. Kurkumin daha sonra MIL-1 tarafindan absorbe edildi.
Adim-4: Disaridan giiclii bir NdFeB miknatisi tiiplerin kenarina tutularak MIL fazina
gecen kurkumin 6rnek ¢ozeltiden ayrilarak MIL ile birlikte gli¢lii miknatis iizerinde
toplandi. Adim-5, sulu ¢ozelti bosaltildi ve kurkuminin MIL fazindan geri

ekstraksiyonu i¢in ekstraksiyon fazina 220 pL Etanol ilave edildi ve 10 saniye
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boyunca vorteks uygulandi. Adim-6, miknatis tekrar tiiplerin kenarina tutuldu ve MIL
faz1 kurkumin ¢dzeltisinden ayrildi. Kurkumin ¢ozeltisi mikro kiivetlere aktarildi ve
425 nm'de spektrofotometrik Olctimler yapildi. Ekstraksiyon kosullari altinda
kurkumin i¢in elde edilen UV spektrumu Sekil 2.1'de gdsterilmektedir

0,5
0,45 —— MIL-1, pH=6.2
04 —— pH 6,2'de MIL-1 varliginda 30 ng mL-1 Kurkumin
' —— pH 6,2'de MIL-1 varliginda 90 ng mL-1 Kurkumin
0,35 pH 6,2'de MIL-1 varhginda 180 ng mL-1 Kurkumin
2 03
8
5 0,25
3
< 02
0,15
01 . N
0,05
0
405 425 445 465 485 505

Dalga boyu, nm

Sekil 2.1 Kurkumin derisimine bagli UV spektrumu

-~ .
" e Hazirlanan  Omek
\‘ (15mL)
- . ) . e Kurlumin (40 ng
®  Ormmnek ilavesi mil ')
(10 mI veya 10 g), ® Sitrat tamponu (pH
® ve ardindan 30 mL 6.2) *

metanol ilavesi
e MIL-1 (12 mg)

Yoringesel
calkalayic: (15 dk)

N _%

Faz ayrim

i
A= |

D el L

- E
g Dekantasyon

Yesil profil degerlendirildi  Spektrofotometrik dlgiim Ekstraksiyon fazina
(425 nm) 220 uL EtOH ilavesi
ve vorteks 1slemi

Sekil 2.2 OS-MIL-DLLME yonteminin sematik gosterimi
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3. BULGULAR

3.1 On Denemeler

CCD modellemeden 6nce kurkumin ekstraksiyonunu etkileyen temel faktorleri
belirlemek i¢in bazi 6n deneyler yapildi. On deneyler ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
secimini, karigtirma tipinin se¢imini ve geri ekstraksiyon ¢oziiclisiiniin se¢imini
icermektedir.

3.1.1. Farkh ekstraksiyon coziiciilerinin karsilastirilmasi

DLLME yonteminde hedef analitin ayrilmasi ve zenginlestirilmesi ekstraksiyon
coziiciileri kullanilarak gergeklestirildi. Bu durum DLLME yo6nteminde ekstraksiyon
¢oziicli seciminin Onemini artirmaktadir. Bu ¢alismada siirfaktan, DES, MIL ve
SUPRAS gibi farkli ¢oziiciilerin kurkumin ekstraksiyonuna etkisi test edildi. Her
ekstraksiyon grubundan iki farkli ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin kullanimi arastirildi.
Dolayistyla kurkumini ekstrakte etmek icin sekiz farkli ekstraksiyon ¢oziictisii
kullanildi. Arastirilan ekstraksiyon ¢oziiciilerinin bilesimi ve hazirlanma kosullar
Boliim 2.4'te anlatildi. DLLME calismalarinda arastirilan ekstraksiyon coziiciileri
ornek cozeltiye esit miktarlarda eklendi. DLLME deneyleri sonucunda elde edilen
kurkuminin ekstraksiyon geri kazanim yiizdeleri (E.R%) Sekil 3.1°de verildi.

En iyi faz ayrimi ve en yiiksek ER% [Co(CsIM)4*"]o[Cl'] MIL-1 varliginda elde
edildi. MIL’ nin varligi, gii¢lii manyetik miknatislarin kullanilmasiyla etkin bir faz
ayriminin gerceklesmesi ve harici bir ayirma prosediirii gerektirmemesi acisindan
oldukca avantajlidir. Kurkumin i¢in en diisiik ER% DES (DES-1 i¢in 74,2% ve DES-
2 i¢in 66,3%) varliginda gergeklestirildi. Triton X-114 ve PONPE 7,5 yiizey aktif
maddeleri kullanildiginda kurkuminin E.R%'si %70,6-82,6 araliginda oldugu
gorlildii. Ancak siirfaktanlarin kullanildigi1 ¢calismalarda siirfaktanlarin misellerini
olusturmak i¢in 40°C'de 10 dakika sonikasyon uygulandi. Diger ekstraksiyon
coziciileriyle karsilastirildiginda ytizey aktif maddeler ekstra enerji ve zaman tiiketen
deneysel adimlar icermektedir. SUPRAS-1 ve SUPRAS-2 varliginda kurkuminin
%E.R'si sirastyla %75,9 ve %66,2 idi. Tiim ¢alismalar birlikte degerlendirildiginde,
DLLME yonteminde MIL-1 sahip oldugu istlinliiklerden dolayr ekstraksiyon

¢Oziciisii olarak secildi.
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D [e]
o o

Geri kazanim , %
S
o

20

Extraksiyon ¢oziicii tiirti

mDES-1 mDES-2 mMIL-1 mMIL-2 mTriton X-114 mPONPE 7.5 mSUPRAS-1 mSUPRAS-2

Sekil 3.1 Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin kurkumin geri kazanimai tizerine etkisi

3.1.2. Karistirma tiiriiniin se¢cimi

Etkili faz ayrim1 ve dolayisiyla kabul edilebilir analitik sonuglar saglamak i¢in
ekstraksiyon ¢oziiclisiinlin numune c¢ozeltisine etkili bir sekilde dagitilmasi
gereklidir. Bu olguyu gerceklestirmek i¢in 1sitma, ¢calkalama ve mikrodalga firin gibi
fiziksel etkilesimler uygulanmaktadir. Bu ¢alismada ekstraksiyon ¢dziiciisiiniin
manyetik 6zellikler iceren iyonik bir s1vi olmasi nedeniyle uygun bir karistirma adimi
ile etkin faz ayrimmin saglanmasi amaclandi. Bu kapsamda oOrnek ¢o6zeltiye
[Co(CsIM)4>"To[CI'] MIL-1 eklendikten sonra sonikasyon, elle karistirma, vorteks ve
yoriingesel ¢alkalama uygulanarak kurkuminin E.R%'sine etkileri test edildi. Her
karistirma adimindan elde edilen kurkuminin E.R yiizdesi Sekil 3.2'de verilmistir.

Karsilik gelen sonuglar sonikasyon, yoriingesel calkalama, vorteks ve elle
karistirma i¢in kurkuminin ytizde E.R'si sirastyla %50,9, %97,5, %75,5 ve %83,7°dir.
Bu sonuglara dayanarak, sonraki ¢alismalarda [Co(CsIM)4>",[Cl"] MIL-1'in 6rnek
cozeltide etkili bir sekilde dagilmasmi saglamak icin yoriingesel c¢alkalama

uygulandi.
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Sekil 3.2 Karistirma tiiriiniin kurkumin geri kazanimina etkisi

3.1.3. Geri ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin secimi

Kurkumin igeren [Co(CsIM)4>*12[CI" ] MIL-1 gii¢lii bir miknatis kullamlarak
ornek cozeltiden ayrildiktan sonra, [Co(CsIM)4*>"[ClT MIL-1 igerisinde bir gok
miktarda kabarcik olustu. Bu durum spektrofotometrik dl¢ciimde 1smin kirilmast,
sacilmasi gibi istenmeyen olaylara sebebiyet verdigi i¢in hatali absorbans degerleri
ol¢iiliir. Bu sorunlarm iistesinden gelmek i¢in kurkuminin [Co(CsIM)4**]2[C1] MIL-
1'den geri ekstraksiyonu gereklidir. Bu amagla, [Co(CsIM)4*1o[Cl" ] MIL-1'e EtOH,
MeOH, ACN, THF, kloroform, n-oktanol ve su gibi farkli geri ekstraksiyon
coziciileri ilave edildi ve bu ¢oziiciilerin kurkuminin ekstraksiyon geri kazanimina
etkileri arastirildi. Tiim c¢oziiciiler esit hacimlerde (150uL) test edildi. Her
ekstraksiyon ¢oziiciisii i¢in kurkuminin % E.R'si Sekil 3.3'te sunuldu. Kurkuminin en
yiiksek (%96,8) ve en diisiik (%10,5) E.R %/'si sirasiyla etanol ve su kullanilarak elde
edildi. Su kullanildiginda, kurkuminin [Co(CsIM)4>"][C1] MIL-1'den nicel geri
ekstraksiyonu ger¢eklesmedi. Bu durum beklenen sonuca paraleldi. Eger su kantitatif
E.R%'yi saglamis olsaydi, kurkuminin [Co(CsIM)4s>"]o[Cl"] MIL-1'e ekstraksiyonu
DLLME c¢alismasinin ilk asamasinda gerceklesmezdi. Elde edilen bu sonuclarin

1s181nda, geri ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak etanol secildi.
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mEtOH mMeOH mACN mTHF mKloroform mn-octanol mSu

Sekil 3.3 Geri ekstraksiyon ¢oziicii tiiriiniin kurkuminin ekstraksiyon

geri kazanimina etkisi

3.2. CCD Modelleme

On deneyler sonucunda, MIL-1 miktar, pH, geri ekstraksiyon ¢oziicii hacmi ve
yoriingesel ¢alkalama stiresi gibi se¢ilmis temel faktorlerin optimizasyonu i¢in CCD
modellemesi olusturuldu. CCD modellemenin ekstraksiyon deneyleri Cizelge 3.1°te
verilmistir. Ekstraksiyon deneyleri sonucunda kurkuminin E.R%'si CCD

modellemesine girildi ve istatistiksel degerlendirmeler asagidaki gibi yapildi.
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Cizelge 3.1 CCD’de yer alan deney sayisi ve kurkuminin ekstraksiyon geri kazanimi

Ekstraksiyon X (mQg) Y Z (uL) T (dk) E.R, % E.R, %
sayisi (Deneysel)  (Tahmin)
1 -1 -1 -1 -1 90,10 90,33
2 1 -1 -1 1 84,20 84,58
3 +a 0 0 0 72,60 72,31
4 1 1 1 -1 83,60 83,49
5 0 0 0 0 74,60 75,44
6 0 0 0 0 75,90 75,44
7 0 0 +a 0 92,10 91,95
8 -1 -1 1 1 84,20 84,69
9 1 -1 1 -1 65,90 66,46
10 0 0 0 0 74,90 75,44
11 -1 -1 -1 1 86,30 85,78
12 -1 1 -1 1 73,50 73,54
13 0 +a. 0 0 72,80 72,47
14 -1 1 1 -1 87,30 87,52
15 -0 0 0 0 75,10 75,45
16 0 0 0 0 75,90 75,44
17 0 0 -0 0 93,30 93,52
18 0 0 0 +a 75,10 75,04
19 0 0 0 -0 74,00 74,12
20 0 0 0 0 76,20 75,44
21 -1 1 1 1 81,10 80,92
22 L 1 -1 1 76,00 76,01
23 0 -0l 0 0 69,20 69,59
24 1 -1 1 1 90,20 89,66
25 -1 1 -1 -1 95,30 95,22
26 1 1 -1 -1 84,90 85,01
27 1 -1 -1 -1 76,90 76,45
28 1 1 1 1 89,20 89,57
29 0 0 0 0 75,30 75,44
30 -1 -1 1 -1 74,80 74,16

3.2.1. ANOVA verileri

Faktorlere bagl olarak elde edilen sonuglarin giivenilirligi ve gegerliligi ANOVA
analizi ile degerlendirildi. Oncelikle istatistiksel modellemede, faktorlerin dogrusal,
ikili ve karesel etkilesimleri sonuglara katkida bulundugu i¢in bu faktorlerin sonuglar
iizerindeki etkisinin karesel olmasi istenmektedir. Cizelge 3.2, CCD modelinin
dogrusal, 2FI, karesel ve kiibik etkilesimler arasinda karesel oldugunu gosterdi.
Modelin anlamli olabilmesi igin p-degerinin 0,05’ten kiiciik olmas1 gerekmektedir.
Ayrica belirsiz hatalarin bir 6lgiisii olan Lack of fit p-degerinin 0,05’ten biiyiik olmasi
gerekmektedir. Ciinkii istatistiksel degerlendirmede belirsiz hatalarin sonuglar
lizerindeki  etkisinin  anlamsiz  olmasi  gerekmektedir. Yontemin  kalite

parametrelerinin (R?, diizeltilmis-R? ve tahmin edilen-R?) 1’e yakin olmasi, elde
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edilen sonuglar ile CCD modelinin 6ngdrdiigli degerler arasindaki yiiksek
korelasyonu gosterdi. Kalite parametrelerinin degerlendirilmesinde bir diger 6l¢iit ise
diizeltilmig-R? ile tahmin edilen-R? arasindaki farkin 0,2’den kiiglik olmasidir.
Cizelge 3.2°deki sonuglar, yukaridaki agiklamalarla birlikte degerlendirildiginde
modelin ikinci dereceden uyum sagladigini desteklemektedir. R? degerlerinin kabul
edilebilirligi, Sekil 3.4 ‘deki deneysel E.R% ile CCD ‘nin 6ngordiigii E.R%
arasindaki yiikksek uyumla dogrulandi. Kurkumin ekstraksiyonu i¢in CCD
modellemesi ile optimize edilen OS-MIL-DLLME yoéntemi, CCD'in p-degerinin
0,05'ten kiigiik olmasi nedeniyle O6nemliydi. Ayrica kurkumin ekstraksiyonu
iizerindeki temel faktorlerin dogrusal, ikili ve karesel etkilesimlerinin p-degerleri de
0,05'ten kiiclik olmasi da dikkat c¢ekicidir. Faktorlerin kurkumin ekstraksiyonu
iizerindeki etkisi F-degerleri ile degerlendirilmektedir. F-degeri sayisal olarak
arttikga kurkumin ekstraksiyonuna katkisi da artar. Cizelge 3.3'deki sonuclara gore
kurkumin ekstraksiyonuna en c¢ok katkida bulunan dogrusal, ikili ve karesel
etkilesimler sirastyla X (F-degeri = 102,2), YT (F-degeri = 927,8) ve Z2 (F-degeri =
2364,7) oldu. Sonug olarak, CCD modellemesi, asagidaki ikinci dereceden denkleme

gore kurkuminin E.R% tizerindeki temel faktorlerin etkisini agikladi.

ER %=754-1,3X+1,2Y-0,65Z +0,38T +0,92XY +1,5XZ +3,2XT +2,1YZ -4,3 YT
+3,82T-1,1X?-3,1Y?> +12,17%-0,59T7

Cizelge 3.2 OS-MIL-DLLME yo6nteminde CCD’ nin uyum 6zeti

Kaynak  Swrahp- Lackof Fit Lack of R? Diizeltilmis Tahmini

degeri o-degeri (I;ei;;-i R? R?
Dogrusal 0,8990 <0,0001 207,19 0,0404 0,1132 0,4586
2FI 0,0333 <0,0001 153,25 0,5026 0,2408 0,0012
Karesel <0,0001 0,7198 0,6774 0,9973 0,9947 0,9873
Kiibik 0,9429 0,2461 1,88 0,9980 0,9916 0,7937
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Cizelge 3.3 CCD modelleme i¢in faktorlerin ANOVA sonuglari

Kaynak F-degeri p-degeri
Model 3923 <0,0001
X-MIL miktar1 102,2 <0,0001
Y-pH 85,7 <0,0001
Z- Geri ekstraksiyon ¢6ziicli hacmi 25,5 0,0001
T-Yoriingesel ¢alkalama siiresi 8,7 0,0098
XY 42,7 <0,0001
XZ 120,6 <0,0001
XT 508,3 <0,0001
YZ 2272 <0,0001
YT 927.,8 <0,0001
7T 718,9 <0,0001
X? 19,2 0,0005
Y? 153,6 <0,0001
Z? 2364,7 <0,0001
T? 5,8 0,0294
Tahmim vs. Gercek
o
o
P
g i
. .
= ﬁ/
’/n
-
| 3§
Gergek

Sekil 3.4 CCD’den elde edilen sonuglarin giivenilirligi

23



3.2.2. Yiizey yanit grafikleri

Temel faktorlerin ikili etkilesimlerinin kurkuminin E.R%'si iizerindeki etkileri
yiizey yanit grafikleri ¢izilerek tartisildi. pH ve MIL-1 miktarinin kurkuminin
E.R%'si ilizerindeki etkisi Sekil 3.5 (a)'da verildi. Kurkuminin E.R%'si, MIL-1
miktart 25 mg'n iizerinde oldugunda hemen hemen tiim pH degerlerinde %80'in
altindaydi. Ote yandan, MIL-1 miktarinin 15 mg'm altinda oldugu durumlarda
kurkuminin E.R%'si hemen hemen tiim pH'larda %90 civarindaydi. Bunun olas1
nedeni, MIL-1 miktarmin artmast nedeniyle son hacimdeki kurkumin
konsantrasyonunun azalmasidir. Geri ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin (EtOH) hacmi ile
MIL-1 miktar arasindaki etkilesimin kurkuminin E.R%'si iizerindeki etkisi Sekil 3.5
(b)'de sunuldu. Burada, EtOH, gii¢lii bir miknatis kullanilarak sulu ¢ézeltiden ayrilan
MIL-1'den kurkumini eliie etmek i¢in kullanildi. Kurkuminin kantitatif E.R%'si,
EtOH hacmi ve MIL-1 miktar sirasiyla 140-280 pL ve 10-22 mg araliginda verildi.
Sekil 3.5 (b)'deki sonuglar, EtOH hacmi 250 pL'nin iizerinde oldugunda kurkuminin
E.R%'sinin diisiik veya yiiksek MIL-1 miktarlarinda azaldigin1 gosterdi. Bunun
nedeni, eliient fazdaki kurkumin konsantrasyonunun EtOH hacmindeki artis
nedeniyle azalmasidir. Yoriingesel ¢alkalama siiresi ve MIL-1 miktarinin kurkuminin
E.R%'si tizerindeki etkisi Sekil 3.5 (c)'de verildi. Yoriingesel calkalama, numune
cozeltisine eklenen MIL-1'in kurkumin ile etkilesimini artirmak ve buna bagli olarak
kurkuminin MIL fazina ekstraksiyonunu saglamak icin kullanildi. Sekil 3.5 (c)'deki
sonuglar, kurkuminin kisa yoriinge ¢alkalama siirelerinde (<15 dakika) tiim MIL-1

miktarlari i¢in kantitatif olarak ekstrakte edildigini gosterdi.
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Geri kazanim%

Sekil 3.5 (a-c¢) Kurkuminin CCD yiizey yanit grafikleri: (a) pH-MIL-1 miktar1 (mg);
(b) geri ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin hacmi (uL)-MIL-1 miktar1 (mg);
(c) yoriingesel(orbital) ¢calkalama siiresi (dk)- MIL-1 miktart (mg)

3.2.3. Optimum kosullarin o6zeti

CCD modellemesi, %93,2 kurkumin geri kazanimi i¢in MIL-1 miktar1, pH, EtOH
hacmi ve yoriingesel ¢alkalama siiresi dahil olmak {izere temel faktorlerin optimum
degerlerini sirasiyla 12 mg, 6,2, 220 pL ve 15 dakika olarak tahmin etti (Sekil 3.6).
Bu temel faktor degerleri kullanilarak yapilan ii¢ tekrarli ekstraksiyon deneyinin
sonucunda kurkuminin E.R%'si %92,8 olarak elde edildi. Bu sonug, tahmini E.R%
ile CCD'nin deneysel E.R%'si arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini
gosterdi. Bu nedenlerden dolay1, bu kosullar sonraki ¢aligmalarda temel faktorler i¢in

optimum degerler olarak kullanildi.
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Sekil 3.6 Temel faktorlerin optimum degerleri ve bu degerler i¢in kurkuminin tahmini

geri kazanim yiizdesi

3.3. Yontemin Analitik Ozellikleri
3.3.1 Analitik performans

OS-MIL-DLLME yonteminin analitik performanst hem model ¢ozeltiler hem de
matriks uyumlu ¢ozeltiler i¢in optimum kosullar altinda belirlendi. Model ¢ozeltilere
yonelik ydntemin LR, LOD, LOQ ve EF'si sirastyla 0,5-225 ng mL™!, 0,15 ng mL ™!,
0,5 ng mL™! ve 75 idi. 30 ng mL! kurkuminin bes tekrarli ekstraksiyon ¢alismasindan
elde edilen model ¢ozeltiler icin BSS ve ER sirasiyla %1,6 ve 98 + 1 olarak bulundu.
Matriks uyumlu ¢ozeltiler i¢in OS-MIL-DLLME yonteminin LR, LOD, LOQ, EF,
BSS ve ER'si sirastyla 2-150 ng mL™!, 0,7 ng mL™!, 2,0 ng mL ™!, 116, %1,9 ve %95
+ 3’tiir. Ayrica yontemin matriks etkisi %7,6 olarak hesaplandi. Tiim Cizelge 3.4'te

sunuldu.
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Cizelge 3.4 Farkli kalibrasyon ¢ozeltileri icin OS-MIL-DLLME yonteminin analitik

performansi
Kalibrasyon LR, , LOD LOQ *BSS, o ER, '\é't""ktlrs"l‘s
cozeltileri ng mL? ngmL? ngmL? % % % ’
Model 05-225  0.996 0.15 05 16 135 981
¢ozelti
Matriks 2150  0.993 07 2.0 1.9 116 95+3 7.6
uyumlu

* 30 ng mL! kurkumin igin, N=5

3.3.2. Saglamhk

Saglamlik, analitik yontemde yapilan kiigiik degisikliklerin sonuglar tizerindeki

etkisini degerlendirmek i¢in kullanilan bir dogrulama parametresidir. Bu ¢alismada

temel faktorlerin optimum degerlerinde kiiciik degisiklikler (£%10) yapilarak OS-

MIL-DLLME yo6nteminin saglamligi arastirildi. Saglamlik ¢aligmalarinin sonuglari

Cizelge 3.5'te verildi. Kurkuminin geri kazanimi %93 + 2 ila %97 + 3 arasinda

degisdi. Ek olarak en diisiik ve en yiiksek BSS’ler sirasiyla %1,4 ve %2,2 olarak

hesaplandi. Bu sonuglar, OS-MIL-DLLME y6nteminin kiigiik degisikliklere kars1 1yi

bir direng gosterdigini ve dolayistyla yiiksek saglamliga sahip oldugunu gosterdi.

Cizelge 3.5 Optimum kosullardaki kiiciik farkliliklarin OS-MIL-DLLME y6nteminin

saglamlig lizerindeki etkisi

Faktorler Optimum Degisen deger BSS % Geri kazamim %
deger (£10%)

MIL-1 miktart, 12 14 2,2 94 £3
mg 10 2,1 95 +£2
PH 6,2 6,8 1,6 97 +3
5,6 1,4 97 +4
Geri ekstraksiyon 200 220 1,8 93 +2
¢oziicii hacmi, pL 180 1,7 94 +2
Yoriingesel 15 16,5 2,0 95 +1
calkalama siiresi 13,5 1,9 96 +£3
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3.3.3. Secicilik

Yontemin farkli tiirlerdeki hedef analiti belirleme yetenegi segicilik olarak ifade
edilir. Bu kapsamda model ¢ozeltilere farkli (anyon, katyon ve molekiiler) tiirler
eklendi ve daha sonra bu karisima kurkumin analizi i¢in OS-MIL-DLLME y6ntemi
uygulandi. Kurkuminin BSS'si ve geri kazanimi, kurkuminin analitik sinyalinde +
%S5'lik bir degisiklige neden olan eklenen tiirlerin konsantrasyonunun varliginda
hesaplandi. Segicilik ¢alismasinin sonuglar1 Cizelge 3.6' da sunulmaktadir. Kantitatif
geri kazanimlar (%91,2-99.,5) ve diisiik BSS'ler (%1,2—1,9), optimum kosullarin ve
secilen ekstraksiyon reaktiflerinin kurkumin icin yiiksek segicilige sahip oldugunu
gosterdi. Arastirilan tiirlerin 40 ng mL™!' kurkumin i¢in tolerans derisimleri 15 mg L!

ile 8000 mg L' arasinda degismektedir.

Cizelge 3.6 Farkli tiirlerin varhiginda kurkuminin (40 ng mL") igin OS-MIL-DLLME

yonteminin segiciligi

Tiirler Derisim (mg L) Geri kazamim % BSS %
K() 8000 99,5 1,3
Na(I) 800 99,2 1,2
F() 400 98,4 1,7
SO4(1T) 400 98,6 1,6
Se(I1V) 250 97,2 1,2
Ni(1I) 250 97,1 1,3
Mn(II) 250 96,6 1,9
Zn(1) 175 96,2 1,6
Fe(III) 125 96,7 1,8
Askorbik asit 75 95,2 1,7
Rutin 75 94,0 1,3
Cu(ID) 50 94,8 1,7
Gallik asit 50 93,9 1,5
Kuersetin 25 92,7 1,8
Melamin 15 91,2 1,5
Vanilin 15 91,6 1,9

29



3.3.4. Giin ici/giinlerarasi deneyler

Yontemin kesinligi giin i¢i/giinler arasi caligmalarla test edildi. Bu ¢aligmalarda
matriks uyumlu ¢dzeltilere {i¢ farkli standart derisimlerde (10, 40 ve 120 ng mL™)
kurkumin eklendi. Daha sonra giin i¢i ¢alismada hazirlanan ¢ozeltilere giinde bes kez
OS-MIL-DLLME yo6ntemi uygulandi. Giinler arasi1 ¢alismada OS-MIL-DLLME
yontemi ayni ¢ozeltilere art arda bes giin boyunca bes kez uygulandi. Bu ¢alismalarda
eklenen her kurkumin konsantrasyonu i¢in BSS ve hata hesaplandi. Giin igi
caligmada BSS ve hata sirasiyla %1,4-1,9 ve %-1,5-2,2, giinler aras1 ¢aligsmalarda
ise BSS ve hata sirasiyla %1,7-2,2 ve %2,9—4,3 aralifindaydi. Her iki ¢alismada da
BSS degerlerinin %5'in altinda olmast OS-MIL-DLLME yo6nteminin iyi bir
hassasiyete sahip oldugunu destekledi. Ayrintili sonuglar i¢in liitfen Cizelge 3.7’ye

bakiniz.

Cizelge 3.7 OS-MIL-DLLME yonteminin giin i¢i ve giinler aras1 deneyleri

Test Eklenen ng mL! H;t % BSS,%
0

10 -1.5 1.4

. 40 -1.9 1.9
Gin 1085F5) 120 22 1.6
10 2.9 1.7

Giinler arasi 40 -3.7 2.2
(N=5x5) 120 43 1.9

3.3.5. Geri kazamim testleri

OS-MIL-DLLME yoénteminin dogrulugu geri kazanim testleri ile arastirildi. Bu
caligmada, gidalara ve bitkisel takviye iirlinlerine kurkuminin standart ¢ozeltileri (10
ve 80 ng mL ') ilave edildi. Daha sonra elde edilen karisima OS-MIL-DLLME
yontemi uygulanarak eklenen kurkumin derigimlerinin geri kazanim degerleri
hesaplandi. Elde edilen geri kazanim sonuglar1 Cizelge 3.8’de verildi. Kompleks
matriks i¢eren gida ve bitkisel iirlinlerde kurkuminin geri kazanimi %90 + 5 ila %98
+ 3 arasinda degismektedir. Kantitatif geri kazanim, OS-MIL-DLLME y6nteminin
dogrulugunu ortaya koymaktadir.
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Cizelge 3.8 OS-MIL-DLLME yo6nteminin ger¢ek numuneler iizerindeki geri kazanim

sonuglari

Ornekler Eklenen, ng mL! Geri kazamim, %

Aromatik gida 10 94 +3

takviyesi R0 96 +4

Bitkisel gida takviyesi 10 97 £2

80 98+3

Zerdecgal tozu 10 92 +4

80 952

Zerdecgal 6zii 10 91 +3

80 93 +4

Zerdegal yagi 10 94 +3

80 97 £2

Bitkisel karigim 10 90 £5

macunu R0 03 +4

Zerdecal igeren bitki 10 94 £3

vl 80 97 +1

Siyah cay 10 90 +5

80 92 +4

Yesil cay 10 93 +4

3.3.6. Ger¢cek numunelerin analizi

Kapsamli dogrulama parametrelerinin dogrulanmasi tamamlandiktan sonra
Bolim 2.3'teki prosediire gore hazirlanan gercek oOrneklere OS-MIL-DLLME
yontemi uygulandi. OS-MIL-DLLME yontemi ile elde edilen sonuglarin
giivenilirliginin istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla hazirlanan 6rnekler
referans yontemle es zamanli olarak analiz edildi [49]. Referans yontemi asagidaki
deneysel adimlari icerir. Oncelikle 3x10° mol L' kurkumin igeren 10 mL &rnek
cozelti 50 mL konik tiiplere aktarildi. Daha sonra numune ¢o6zeltisinin pH'1 3'e
ayarlandi ve elde edilen karisima 300 pL sikloheksilamin ve 3 g sodyum klortir ilave
edildi. Elde edilen karisim 3 dakika vortekslendikten ve 10 dakika santrifiij edildikten
sonra ekstraksiyon fazi bir siringa kullanilarak sulu fazdan ayrildi. Son asamada
ekstraksiyon fazinin hacmi metil alkol ile 500 uL'ye tamamlandi ve ¢ozelti UV-vis
spektrofotometre (500 nm'de) kullanilarak analiz edildi. Her iki yontemden elde
edilen sonuglar Cizelge 3.9°da sunuldu. Sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesinde
t-testi kullanildi. Dort serbestlik derecesi i¢in %95 giiven seviyesinde istatistiksel t

degeri 2,78'dir. Her iki yontemden elde edilen analitik sonuclar ve standart sapmalar
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kullanilarak hesaplanan t-deneysel degerin (t-exp), istatistiksel t-degerinden kiiciik

olmasi, sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigim gostermektedir. Orneklerin

analizinden elde edilen t-exp degerleri 0,92 ile 1,62 arasinda degismektedir. Bu

degerler OS-MIL-DLLME yontemiyle elde edilen sonuglarin giivenilirligini

desteklemektedir. Gida ve bitkisel takviye {iriinlerindeki kurkumin seviyeleri 4,8 +

0,7 ng g ' (kori) ila 145,2 + 7,8 pg g ' (zerdecal tozu) arasinda degismektedir. Elde

edilen veriler OS-MIL-DLLME yonteminin karmasik matrikslere basariyla

uygulanabilecegini gosterdi.

Cizelge 3.9 Gergek orneklerin OS-MIL-DLLME yontemi ve referans yontemle
analizi (N=5, p=0,05, t-tablo=2,78).

Ornekler Gelistirilen yontem, Referans yontemi, t-exp

pggt nggt
Zerdegal tozu 145,2 + 7,8 140,4 +£7,6 1,38
Zerdegal 6zii 105,7+ 4,8 108,1 £5,2 1,12
Zerdegal yagi 85,3+49 83,3 +4,6 0,92
Aromatik gida takviyesi 74,1 £3,8 76,0 £3,3 1,19
Bitkisel gida takviyesi 66,3 +£3,1 64,7 £3,8 1,15
Zerdegal iceren bitki 62,9 £33 65,3 +£3,0 1,62

¢ayl

Bitkisel karisim macunu 34,7 +2.4 36,0 £2,2 1,22
Seylan ¢ay1 28,9+2,5 27,8 £2,5 0,99
Yesil cay 21,5+1,7 20,9 +£1,9 0,79
Siyah ¢ay 16,6 +1,2 15,8 £1,4 1,49
Tar¢in 9,4 +1,1 9,9 £1,0 1,02
Kori 4,8 £0,7 5,2+0,9 1,28
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3.4. Analitik verilerin karsilastirilmasi

OS-MIL-DLLME yonteminin 6nemli analitik verileri literatiirde bildirilen farkli
mikroekstraksiyon yontemleriyle karsilastirildi. Karsilastirma sonuglar1 Cizelge
3.10'da sunuldu. Karsilastirilan yontemlerde ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak DES,
SUPRAS ve iyonik sivi, fiziksel karistirma yontemi olarak ise vorteks ve sonikasyon
kullanildi. Yontemin dogrusal araligi diger yontemlerle karsilastirilabilir diizeyde
bulundu. Karsilastirilan yéntemlerin LOD'si 0,51 ng mL ile 2,86 ng mL"! araliginda
degismektedir. LOD sonuglari, OS-MIL-DLLME yonteminin LOD'sinin (0,15 ng
mL") en diisik oldugunu gosterdi. Karsilastirilan yontemlerin EF'si 12,5-167
araligindaydi. Bu baglamda OS-MIL-DLLME yonteminin EF'si (75) tiim yontemler
arasinda ikinci en yliksek degerdir. Karsilastirilan yontemlerin BSS'si %1,8 ile %8,5
araliginda degismektedir. Bu sonuglara gére OS-MIL-DLLME yonteminin BSS'sinin
(%1,6) disiik olmasi dikkat ¢ekicidir. Tiim bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde
OS-MIL-DLLME yonteminin bildirilen yontemlere gore daha iyi analitik veri
sagladigi agikca goriilmektedir.
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Cizelge 3.10 OS-MIL-DLLME yonteminin analitik verilerinin diger yontemlerle

karsilastirilmast.
Analitik Ornek LR,ng LOD, EF RSD, Ref.
metod mL1 ng mL- %
1
1sS- Gidalar 3-300 1,44 20 3,6 [49]
HLPME/UV-
Vis
2/A-DES- Yiyecekler ve bitkisel 9-920 2,86 12,5 1,8 [50]
ELLME/UV- cay ornekleri
Vis
SUA-RAS- Gidalar 0,074- 53 50 2,2 [51]
LPME/UV-Vis 12,5
AUA-IL- Gidalar 0-5000 0,51 167 4,1 [52]
DLLME/UV-
Vis
RS- Su ve yiyecekler 35-500 10 40 6,4 [53]
DES/DLLME/
UV-Vis
8SMS-LLME- Gidalar 0,6-25 0,9 - 8,5 [54]
SDIC
OS-MIL- Gidalar ve bitkisel takviye  0,5-225 0,15 75 1,6 Bu
DLLME/UV- triinleri calisma
Vis

Tuz destekli homojen sivi faz mikroekstraksiyonu, 2Vorteks destekli derin otektik ¢oziicii
emiilsifikasyon sivi-sivi mikroekstraksiyonu, 3Ultrasonik destekli kisithi erisimli supramolekiiler
¢oziicii bazli sivi faz mikroekstraksiyonu, “Ultrason destekli iyonik sivi-dagitici sivi-sivi
mikroekstraksiyonu, >Yeniden kullanilabilir ve degistirilebilir DES bazli dagitict sivi-sivi
mikroekstraksiyonu, ®Akilli telefon dijital goriintii kolorimetrisi ile takip edilen supramolekiiler
¢oziicli-s1vi-s1vi mikroekstraksiyonu.
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3.5. Gelistirilen Yontemin Yesil Profili

OS-MIL-DLLME yo6nteminin yesil profili, Analitik Yesillik Metrigi (AGREE)
kullanilarak  6l¢iilldi. AGREE bu oOlglimde temel olarak 12  kriteri
degerlendirmektedir. Bu kriterler kisaca su sekildedir: (1) analitik tekniklerin
dogrudan kullanilmasi, (2) numune miktar1 ve sayisinin azaltilmasi, (3) yerinde
Olciimiin yapilabilirligi, (4) analitik siireglerin entegrasyonu, (5) yoOntemin
otomasyonu ve minyatiirlestirilmesi. (6) tiirevlendirmenin 6nlenmesi, (7) analitik atik
olusumunun 6nlenmesi, (8) yontem kapsaminda ¢ok sayida analit ve parametrenin
kullanilabilmesi, (9) kullanilan enerjinin en aza indirilmesi, (10) yenilenebilir
kaynakli reaktiflerin kullanilmasi, (11) toksik reaktiflerin azaltilmasi ve (12) operator
giivenliginin saglanmasi. OS-MIL-DLLME ydnteminin ilgili kriterlere gore aldigi
puanlar su sekildedir; ilk kriter 0,3 puana, ikinci kriter 0,32 puana, besinci kriter 0,75
puana, yedinci kriter 0,91 puana, sekizinci kriter 0,68 puana, onuncu kriter 0,5 puana
ve on ikinci kriter 0,8 puana karsilik gelir. Ayrica yontem {igiincii, dordiincii, altinct,
dokuzuncu ve onbirinci kriterlerden 1 ile en yliksek puani aldi. Bu on iki kriterin
birlikte degerlendirilmesiyle elde edilen genel puan OS-MIL-DLLME yo6ntemi i¢in
0,77'dir. Genel kabule gore “yesillik” kriteri olarak genel puanin 0,60'1n lizerinde
olmas1 gerekmektedir. Bu baglamda OS-MIL-DLLME yo6nteminin yesil bir profile
sahip oldugu asikardir. AGREE sonuglar1 Sekil 3.7'de verildi.

Sekil 3.7 Gelistirilen yontemin AGREE puani
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4. SONUCLAR

Bu tez calismasi, bitkisel gida takviyesi, zerdegal tozu, zerdecal ekstrakt,
zerdecal yag, bitkisel karisim macunu, seylan ¢ayi, zerdecal igeren bitkisel ¢ay, siyah
cay, yesil cay, tar¢in ve koriden kurkuminin segici, hassas ve hizli ekstraksiyonu i¢in
farkli ¢oziiciilerin arastirilmasimna odaklanmaktadir. Yiizey aktif maddeler, DES,
SUPRAS ve MIL'ler kurkumin i¢in ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak test edildi. En iyi
ekstraksiyon adimi, [Co(CsIM)4*12[C1] MIL kullanilarak elde edildi. Ekstraksiyona
etki eden temel faktorler merkezi kompozit tasarimi kullanilarak optimize edildi.
Ekstraksiyon fazindaki kurkumin miktari, 425 nm'de bir UV-Vis spektrofotometre
kullanilarak belirlendi. Ekstraksiyon kapsamindaki dispersiyon islemi yoriingesel
calkalama ile gerceklestirildi. Kurkumin igeren MIL'in 6rnek ¢ozeltiden ayrilmasi
icin gii¢lii bir miknatis kullanildi. Yontemin analitik 6zellikleri hem model ¢ozeltiler
hem de matriks uyumlu ¢ozeltiler i¢cin ayr1 ayri incelendi. OS-MIL-DLLME
yonteminin yesil analitik profili AGREE araci kullanilarak 0,77 olarak hesaplandi ve
bu deger yontemin yesilligini dogruladi. OS-MIL-DLLME yontemi kurkumin igin
eser diizeyde LOD ve LOQ sundu. OS-MIL-DLLME yo6ntemi iyi bir dogrusallik
(0,5-225 ng mL™!) ve iyi bir dogrulugun (90 + %5 — %98 + %3 arahiginda geri
kazanimlar) yani sira diisiik hassasiyet (BSS < %1,6) sergiledi. Ayrica gelistirilen
OS-MIL-DLLME yontemi, matriks tiirlerinin etkili bir sekilde ayrilmasi yoluyla
yontemin segiciligini 6nemli 6l¢iide arttirdi. Bu mevcut tez calismasi, kurkumin
analizi i¢in farkli ekstraksiyon ¢oziiciilerinin es zamanli olarak arastirildigr ilk
caligmadir. OS-MIL-DLLME yontemi, c¢esitli numunelerdeki diisiik kurkumin
seviyelerinin ekstraksiyonu ve tayini i¢in c¢esitli 6rneklere yiiksek giivenilirlikle

uygulanabilir.
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