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OZET

GIDA, KOZMETIK VE ILAC ORNEKLERINDEN ERITROSININ
DOGRU VE GUVENILIRTAYINi iCiN KEMOMETRIK
MODELLEME iLE DOGAL DERIN OTEKTIiK COZUCULERIN
KULLANIMININ ARASTIRILMASI

Seckin FESLIYAN

Yuksek Lisans Tezi
Kimya Anabilim Dall
Damisman: Prof. Dr. Adil ELIK
2024, 43+xiii sayfa

Bu tez calismasinda, gida, kozmetik ve ila¢ numunelerinden eser miktarda
Eritrosin’in tayininden 6nce ekstraksiyonu i¢in yesil, basit ve ucuz 6zellikleriyle
yeni bir derin otektik solvent bazli sonikasyon destekli sivi-sivi mikro ekstraksiyon
(DES-SA-LLME) yontemi gelistirildi. Gelistirilen yontemde Eritrosin’in segici ve
verimli ekstraksiyonu i¢in 5 farkli derin 6tektik ¢oziicii (DES) hazirlandi ve test
edildi. Uygun DES olarak 1,2-propandiol ve kolin kloriiriin sirastyla 1:2 molar
oranda karigtirllmasiyla elde edilen DES-1 secildi. Deneysel parametreler (pH,
DES-1 hacmi, sicaklik ve sonikasyon siiresi)’in basit ve hizli optimizasyonu ig¢in,
ylizey yanit metodolojisine dayali merkezi kompozit tasarimi (CCD) kullanildi.
Yontemin analitik parametreleri arastirildiginda, ¢alisma araligi 1-400 ng mL™,
zenginlestirme faktorii 175, tayin smir1 1,0 ng mL™ ve bagil standart sapma % 2,2
olarak hesaplandi. DES-SA-LLME yontemi karmasik numune matrikslerinden
Eritrosin’in ayrilmasi ve tayini igin oldukga tatmin edici sonuglar sagladi. Geri

kazanim degerleri %94,8-102,7 araligindaydi.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE USE OF NATURAL DEEP EUTECTIC
SOLVENTS WITH CHEMOMETRIC MODELING FOR THE
ACCURATE AND RELIABLE DETERMINATION OF ERYTHROSIN
FROM FOOD, COSMETiIC AND PHARMACEUTICAL SAMPLES

Seckin FESLIYAN

Master's Thesis
Department of Chemistry
Advisor: Prof. Dr. Adil ELIK
2024, 43+xiii pages
In this thesis study, a new deep eutectic solvent-based sonication-assisted liquid-
liquid microextraction (DES-SA-LLME) method with green, simple and
inexpensive features was developed for the extraction of trace amounts of
Erythrosine from food, cosmetic and pharmaceutical samples before their
determination. In the developed method, 5 different deep eutectic solvents (DES)
were prepared and tested for the selective and efficient extraction of Erythrosine.
DES-1, obtained by mixing 1,2-propanediol and choline chloride in a 1:2 molar
ratio, respectively, was selected as the suitable DES. For simple and rapid
optimization of experimental parameters (pH, DES-1 volume, temperature and
sonication time), central composite design (CCD) based on surface response
methodology was used. When the analytical parameters of the method were
investigated, the working range was calculated as 1-400 ng mL-%, the enrichment
factor was 175, the detection limit was 1.0 ng mL™ and the relative standard
deviation was 2.2%. The DES-SA-LLME method provided very satisfactory results
for the separation and determination of Erythrosine from complex sample matrices.

Recovery values were in the range of 94.8-102.7%
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1. GIRIS

1.1 Gida Boyalan

Avrtan insan niifusu gidaya olan ihtiyaci beraberinde getirmektedir. Gidaya olan
ihtiyac ise gida endiistrisinin hizla gelismesinin ana nedenidir. Gida katki maddeleri
gelisen gida endiistrisinin yeterli arz1 saglayabilmesinde anahtar bir rol tistlenmistir.
Gida endiistrisinin yani sira ilag, plastik ve kozmetik gibi ¢esitli endiistri alaninda

kullanilan gida boyalari bu katki maddelerinin énemli bir smnifidir.

Gida boyalarmin tarihi oldukga eskiye dayanmaktadir. Eski ¢aglarda Misirlilar
farkl1 sebze ve mineral tiirlerini gida boyas elde etme amach kullanmislardir. M.O
300 yillarinda ise saraplarin yapay olarak renklendirildigi bilinmektedir [1, 2].
Giliniimiizde ise tiiketici tarafindan iirtiniin lezzeti ve kalitesiyle iliskilendirilen gida
boyalari iiriinlin tiikketici goziindeki albenisini artirmak, {iriiniin renk dagilimindaki
farkliliklar1 gidermek ve daha iyi bir gériniim sunmak i¢in mesrubat, recel, sekerleme,

alkollii icecek ve dondurma gibi gesitli endustride kullanilmaktadir [3-5].

Gida boyalar1 dogal ve sentetik gida boyalar1 olmak tizere ikiye ayrilir. Dogal
gida boyalar1 havug, pancar, deniz yosunu, safran, iiziim, kirmizibiber gibi ¢esitli dogal
maddelerden elde edilir [6]. Dogal gida boyalarina riboflavin (E101), klorofiller
(E140), karotenler (E160a), betalain (E162) ve antosiyaninler (E163) 6rnek olarak
verilebilir [7]. Sentetik gida boyalar1 farkli kimyasal teknikler kullanilarak
sentezlenmektedir. Bu boyalar kimyasal yapilarina gore azo boyalar (Tartrazine,
Allura Red, Sunset Yellow, Ponceau 4R ve Carmoisine), kinoftalon tirevi (Kinolin
Saris1), indigo sulfanat (Indigo Carmine) triarilmetan grubu boyalar (Brilliant Blue) ve
ksanten (Erythrosine) seklinde gruplanmustir [8]. Dogal gida boyalar diisiik stabiliteye
sahip olup kolay bozunabilirken sentetik gida boyalar1 dogal gida boyalarina kiyasla
hem daha kararli hem de daha diisiik maliyetlidir [9, 10]. Sagladig1 avantajlar
sayesinde sentetik gida boyalar1 ¢ok sik kullanilmaktadir.



Gida ve gesitli endiistriye sagladiklar: ¢esitli avantajlar gida boyalarini her ne
kadar ilgi cekici kilsa da basta sentetik gida boyalar1 olmak Uizere bir¢ok gida boyasinin
saglik lizerindeki olumsuz etkileri sik¢a tartisilir olmustur. Birgok bilimsel makalede
arastirmacilar bu konuya dikkat ¢ekmistir. Azo boyalarin bagirsak florasinda aromatik
aminlere pargalanmasi sonucu ortaya c¢ikan metabolitlerin karsinojenik ve toksik
etkisi, cilt hastaliklar1, sik gorllen bas agrisi, astim, disleksi, retinopati gibi hastaliklara
sebebiyet vermesi, bagisiklik sistemini zayiflatmasi, dikkat eksikligi ve hiperaktivite
bozukluguna yol agmasi bazi caligmalarda bildirilmistir [11-13]. Ayrica tekstil
endiistrisinde de kullanilan bu boyalar tekstil iiriinleri kaynakli cilt hastaliklarina
sebebiyet verirken su aritiminda da problem teskil etmektedirler [14]. Tartrazinin
strekli alimmin postmenopozal dénemdeki kadinlarda primer biliyer siroz riski
olusturdugu 6ne siiriilmustiir [15]. Tartrazin, Allura Red, Azorubin gibi boyalarin ilag-
boya etkilesimini gundeme getiren insan serum alblminiyle etkilesimleri tespit
edilmistir [7]. Sunset Yellow’un insan ve sigir albiiminiyle etkilesip karmagsik yapilar

olusturdugu bildirilmistir [16].

NAD(P)H NADPY

Ri— N=—N—R »RI—NH,  « HN—R

Azorediiktaz

Sekil 1.1 Azoredlktaz enzimi tarafindan katalize edilen reaksiyonda azo boyalarin
NADPH ile indirgenmesi [12].
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Sekil 1.2 AB (Avrupa Birligi)’de kisith olarak izin verilen gida boyalar1 [4].
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Sekil 1.3 AB’de gidalarda kullanimina izin verilmeyen fakat AB ve diger
tilkelerde kullanimi olas1 gorilen gida boyalari [4].



1.2 Eritrosin
1.2.1 Eritrosinin genel dzellikleri ve biyokimyasal veriler

Eritrosin, molekdl formilu CzoHslsNa2Os ve IUPAC’a gore kimyasal
adlandirmasi 2-(6-Hydroxy-2,4,5,7-tetraiodo-3-oxo-xanthen-9-yl)benzoic acid olan
bir gida boyasidir. Kozmetik Urlnlerinde, toz igeceklerde, mesrubatlarda,

sekerlemelerde, pastane Uruinlerinde ve ilaglarda siklikla kullanilmaktadir [17].

Cizelge 1.1 Eritrosin’in baz1 6zellikleri [18].

Grubu Ksanten

Diger adlar C.l. Acid Red 51, Eritrosin B
Yogunluk 0,625 - 0,731 g/mL (30,1°C)
Molekdl kitlesi 879,6190 g/mol

CAS numarasi 16423-68-0

Fiziksel tanimlamasi Kirmizi1 toz veya granil

Uv spektrumu Suda maksimum, pH 7°de 526 nm
pH 6,4 (Suda, 30,3°C)

Sekil 1.4 Eritrosin’in kimyasal yapisi [18].



1.2.2 Eritrosin’in sentez tepkimesi

Eritrosin, rezorsinolln ftalik anhidrit ile yogunlastirilmasiyla olugan floresinin
saflastirildiktan sonra iyotlanmasi ve en son olusan iirliniin de sodyum hidroksit ile

hidrolizlenmesi yoluyla Uretilebilir (Sekil 1.4) [19].

Q.- O
OH

Rezorsinol Ftalik anhdirit

Floresin

Eritrosin

(Ana tiriin)

Sekil 1.5 Eritrosin’in, rezorsinolun ftalik anhidrit ile birlikte yogunlasmasinin Uriind

olan floresinin iyotlanmasiyla Uretilmesi [19].
1.2.3 Emilim, dagitim, metabolizma ve atilm

Siganlar iizerinde yapilan bir ¢alismada kg olarak sigan agirligi basina 3 mg
Eritrosindamar yoluyla uygulanmistir. Verilen miktarin %55°1 safrada bulunmustur.
Eritrosin’in yaklasik %50-70 kadar1 diskiyla atilmistir [20]. Bir baska ¢alismada 5, 10,
15 ve 50 mg Eritrosin siganlara agiz yoluyla verilmis ve boyanin digki yoluyla,
bagkalagima ugramadan atildigi goriilmiistir. Eritrosinle dozlanan siganlarda kan
proteinine bagli iyotun seviyesi yiikselmis ve bu durumun Eritrosin’in iyot i¢eriginden

kaynaklandig1 Oner siiriilmiistiir [21, 22].

Insan denekler Gzerinde yapilan caligmada, alman eritrosinin ¢ok az bir

kisminin (yaklasik %1) gastrointestinal sistem tarafindan emildigi belirtilmistir [23].
1.2.4 Enzimler ve diger biyokimyasal parametreler tizerindeki etkiler

Insan denekler tizerinde 10 giin boyunca 16 mg Eritrosin oral yolla uygulanmis
ve yaklasik 20 giin sonra kan proteinine bagli iyot seviyesinin 100 mL serum basina 4
ng yikseldigi gdzlemlenmistir. Iyot seviyesinde daha sonra hizli bir diisiis oldugu
tespit edilmistir [24]. Baska bir c¢alismada 200-400 mg/L Eritrosin’in pepsin
inhibisyonuna sebep oldugu bildirilmistir [25].



1.2.5 Toksisite ve Karsinojenite

Farelerde kg fare agirlig1 bagina 100 mg ve 200 mg Eritrosin yiiklemesi sonucu
akcigerde doza bagli DNA hasari tespit edilmistir [26]. Yapilan bir calismada siganlara
kg canli agirlik basma 0,008 g ve 0,4 g Eritrosin verilmis ve 6 saat sonra siganlar
oldirtlmustir. Deney sonucunda karaciger, kemik iligi ve beyinde kromozom
acisindan olagan dist durumlar tespit edilmistir [27]. Fareler Uzerinde baska bir
deneyde 70 adet fareye kg canli agirligi basina 1400 veya 2900 mg Eritrosin
verilmistir. Deneyde farelerin blyUk bir ¢ogunlugu yasamin yitirirken diisiik miktarda
timor olusumu tespit edilmistir [28]. Ayrica Eritrosin’in siganlarda T4’{in (tiroksin
hormonu) T3’e (triiyodotironin hormonu) doniisiimiinii etki ettigi boylece triotropin
salgilanmasindan sorumlu olan hormonun (TRH) hipofizden salinimini uyararak tiroid
timorlerini olusturdugu bulunmustur [29]. Farkli bir ¢alismada Eritrosin’in insan
lenfositleri icin toksik potansiyele sahip oldugu ve DNA’ya baglanabildigi tespit
edilmistir [30].

1.2.6 Kabul edilebilir giinlik alim degeri

Yapilan incelemeler 15181nda 1984 yilinda Gida Bilimsel Komitesi (SCF) ve
1990 yilinda ise Gida Katki Maddeleri Uzman Komitesi (JECFA) tarafindan eritosin
icin kabul edilebilir glinlik alim degerinin (ADI) 0-0,1 mg/kg vicut agirlig araliginda
glivenli oldugu kabul edilmistir. Avrupa’da Eritrosin’in gergek tiiketim degeri tizerine
yapilan bir ¢alismada ortalama giinliik Eritrosin dozunun niifusun %95’inde 0,01
mg/kg viicut agirligina karsilik geldigi tespit edilmistir. Eritrosin’in AB’de sadece az
sayida kirmiz1 gidada kullanildig1 da g6z 6niinde bulundurularak bu degerin kabul

edilebilir gunliik alim degerinin oldukga altinda oldugu sdylenebilir [7].

Eritrosin’in sagladig1 avantajlar onu ¢esitli endiistrilerde oldukea ilgi ¢ekici ve
kullanilir kilmaktadir. Fakat {ist satirlarda bahsedildigi gibi saglik acisindan hem
insanlar hem de hayvanlar tizerinde olumsuz etkiler biraktigi bilimsel ¢evrelerce kabul

edilmis ve yetkili kuruluslar tarafindan kullanim1 sinirlandirilmstir.

Bu olgular g6z 6nilinde bulunduruldugunda saglik tizerindeki negatif etkileri en
aza indirmek, kalite ve tiiketici giivenligi saglamak icin gida, kozmetik, ilag gibi {irlin
guruplarmin Eritrosin igerigi surekli kontrol edilmedilir. Bu amagla yeni, ucuz,

glivenilir ve ulasilabilir analitik yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir.



Yakin zamanlarda, Eritrosinin tayinine iliskin literatlirde farkli analitik
yontemler kullanilmistir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) [31, 32],
Adsorptif diferansiyel puls-katodik siyirma voltametrisi[33], ultra performansh sivi
kromatografisi—elektrosprey iyonizasyon (UPLC-ESI) [34], déngusel voltametri (CV)
[35], lazer kaynakli floresan — kapiler elektroforez [36], ultraviyole gorinur bolge
spektrofotometri (UV-Vis) [37, 38]

1.3 Ayirma ve zenginlestirme yontemleri

Kimyasal analizi yapilacak numuneler genelde kimyasal olarak karmagsik
yaptya sahiplerdir. Ayrica numunede tayin edilmesi istenen analitin derigimi eser
diizeyde olabilecegi gibi analitin tayinine girisim yapabilecek kimyasal tiirler de
numunede yer almaktadir. Bu gibi sebepler ayirma ve zenginlestirme tekniklerini
kimyasal analiz 6ncesinde gerekli kilmaktadir. Ayirma ve zenginlestirme yontemleri
analitik cihazlarda iyi 6l¢iim almak igin de gereklidir. Iyi ¢oziinmiis ve daha diisiik
hacime zenginlestirilmis ©Ornek dogru, guvenilir ve duyarli kimyasal analizler
yapmanin temelini olusturmaktadir. Son yillarda Eritrosin’in tayinini temel alan
caligmalarda farkli ayirma ve zenginlestirme yontemleri kullanilmistir; dagitict
manyetik kati faz ekstraksiyonu [39], bulutlanma noktasi ekstraksiyonu [40],
degistirilebilir hidrofilik solvent sivi-sivi mikroekstraksiyonu [29], ultrasonik destekli
supramolekiler bazli dispersiyon katilastirma sivi-sivi mikro ekstraksiyonu [41],
iyonik sivi bazli dagitict sivi- sivi mikroekstraksiyonu [37], derin 6tektik ¢ozicl bazl

vorteks destekli dagitici sivi- stvi mikroekstraksiyonu [42].

Klasik ekstraksiyon teknikleri zaman alici, fazla enerji tiikketimine sebep olan
ve de saglik ve cevre i¢in risk teskil eden organik ¢oziiclilerden asir1 miktarlarda
gerektiren tekniklerdir [43]. Klasik ekstraksiyon tekniklerinin bu dezavantajlari
arastirmacilarin ilgisini daha minyatiirize edilmis, organik ¢oziicii hacimlerinin mikro
seviyelere indirgendigi, reaktif, numune ve atik miktarmin buytk ol¢ude azaltildig: ve
yesil analitik kimyanin ilkelerini karsilayan yeni mikroekstraksiyon tekniklerinin

lehine ¢evirmistir [44].



Cizelge 1.2 Yesil ekstraksiyon tekniklerinin genel plani [44].

Temel Plan Avantajlar

MinyatUrizasyon Kullanilan reaktiflerin  ve olusan atiklarin

miktarini azaltmak

Otomasyon Cevre Uzerindeki riskleri ve zararli kimyasallara

maruziyeti azaltmak

Enerji tasarrufu Enerjiyi minimize etmek ve verimli kullanmak

Sarf edilebilir malzemelerin tasarrufu  Tek kullanimlik plastik sarf malzemelerinin

kullanimini 6nlemek

Atik aritma faaliyeti Maliyet azalimi ve toksik kalintilarin birikimini
onlemek

1.3.1 Mikroekstraksiyon tekniklerinde kullamilan yesil cozlculer

Bahsi gegen mikroekstraksiyon tekniklerinden sivi faz mikroekstraksiyonu
(LPME) diger tekniklere goére segici, ucuz ve basit olmasiyla istiinliige sahiptir.
LPME’de ¢oziicii onemli bir parametredir. Dogru ¢oziicli se¢imiyle analit-¢OzucU
etkilesimi maksimum diizeyde olabilir ve boylece numuneden ¢oziicuye etkin bir kiitle
transferi gerceklesebilir. Istenen ekstraksiyon verimini saglamak icin LPME’de
amfifilik ¢Ozictler, derin Otektik cozicller (DES) ve iyonik sivilar (IL) siklikla
kullanilmaktadir. DES’ler IL’lerin bazi turlerinin sergiledigi yliksek maliyet, toksisite,
biyobozunurlugun zayiflig1 gibi dezavantajlari ortadan kaldirip, diisiik buhar basinci,
ayarlanabilirlik, kolay hazirlanig ve Ustlin ¢cozme yetenegi gibi avantajlartyla iyonik
sivilara iyi bir alternatiftir [45, 46]. DES’ler hidrojen bagi alicisi(HBA) ve hidrojen bagi
vericisi (HBD) olmak iizere iki bilesenden olusurlar. Bu iki bilesenin uygun sicaklik ve
mol oraninda karistirilmasiyla Otektik karisim olustururlar.Elde edilen bu karisimlar
DES olarak adlandirilir [47]. DES’lerin erime noktalar1 bilesenlerin her birinin erime
noktasindan daha diisiiktiir. Bu durumun baglica sebebi hidrojen bagi olusumundan
dolayr meydana gelen yiikk delokalizasyonudur. Ayrica DES’lerin bilesenlerinden
olusma sirecinde herhangi bir atik olusturan iiriin meydana getirmezler [45, 48, 49].

DES’leri olusturan bilesenlerde genellikle kuaterner amonyum



tuzlar1t HBA olarak, aminler, karboksilik asitler, alkoller ve karbohidratlar ise HBD
olarak kullanilmaktadir. DES’lerin kullanildigi mikroekstraksiyon tekniklerinde
ultrasonik ses dalgalarinin enerjisinden ve molekiillerin hareket hizini1 artirmak adina
vorteks olusumundan faydalanilabilir. Ultrasonik etki ve vorteks etkisi analitle
ekstraksiyon ¢6zicusinin temasini artirmaktadir. Bu durumda etkin kiitle transferi
gerceklesmektedir. DES’lerin bilesenleri degistirilerek farkli kimyasal ve fiziksel
ozelliklere sahip yeni otektik karisimlar olusturulabilir. Bu durum DES’lerin biiyiik

Olcekli analit grubuna etki edebilmesi agisindan oldukga 6nemlidir.
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Sekil 1.6 DES hazirlanmasinda kullanilan baz1 HBA ve HBD’ler [50].

Son donemlerde mikroekstraksiyon teknikleri ekstraksiyon verimini artirmak
icin mekanik etki saglayan cihazlarla kombine edilmektedir. Bu gibi yontemlere
vorteks destekli [51], ultrason (sonikasyon) destekli [52] ve orbital ¢alkalayici [53]
destekli mikroekstraksiyon yontemleri 6rnek verilebilir.  Ultrason destekli
mikroekstraksiyon teknikleri homojenizasyonu ve fazlar arasi1 madde transferini
hizlandirmasiyla diger tekniklere iyi bir alternatiftir [6]. Ayrica ultrasonik etki 1s1l
etkiyle desteklenirse saglanilan avantajlart artirma yoninde iyi bir sinerjik etki

olusturulabilir.
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1.4 Istatistiksel ve matematiksel optimizasyon yéntemleri

Analitik kimyada optimizasyon, en iyi analitik sinyalin elde edilmesi igin
gerekli sartlarin arastirilmasi ve saglanmasi islemidir. Bu sayede yontemin sunacagi
en iyi etki elde edilmis olunur. Klasik olarak deney iizerine etki eden parametrelerden
her defasinda yalnizca birinin degistirilip digerlerinin sabit tutuldugu tek degiskenli
optimizasyon yaklasimi bu amagla kullanilmaktadir. Fakat deneye etki eden her bir
parametrenin diger bir parametre Uzerine etkisi s6z konusudur ve tek degiskenli
optimizasyon parametrelerin birbiri iizerindeki etkilerini icermez. Ayrica iizerinde
calisilmasi gereken deney sayisi ¢ok fazla oldugu icin bu yaklasimda kimyasal madde

tiketimi, maliyet ve harcanan zaman da artmis olur [54].

Sergiledigi dezavantajlardan dolay: tek degiskenli optimizasyon yaklagimina
alternatif olarak cok degiskenli optimizasyon teknikleri arastirmacilar tarafindan
kullanilmaya baglamistir. Bu tekniklerden en ¢ok kullanilant yanit yizeyi
metodolojisidir. Yamit yuzeyi metodolojisinde amag istatistiksel tahminlerde
bulunmaktir. Bu istatistiksel tahminler ise bir sinyal birka¢ degiskenden etkilendiginde
elde edilen verileri tanimlayan bir polinom denkleminin deneysel verilerle
uyumluluguna dayanmaktadir. Yiizey yanit metodolojisinin uygulanmasina dair bazi

adimlar asagidaki gibidir;

e Sistem iizerinde en fazla etkiye sahip olan bagimsiz degiskenlerin se¢imi ve
deney bolgesinin daraltilmasi,

e [llgili deneysel tasarim yonteminin secimi ve deneylerin gergeklestirilmesi,

e Deneysel verilerin ilgili polinom denklemine bagli olarak matematiksel ve
istatistiksel olarak islenmesi,

e Uygunlugun kontrol edilmesi,

e Optimum bélgeye dogru bir kaydirma yapilmasinin gerekliliginin incelenmesi,

e Calisilan degiskenler icin optimum degerlerin elde edilmesidir.

Yiizey yanit metodolojisi uygulanmadan once ¢alisilan deneyle ilgili uygun bir
deneysel tasarim metodu seg¢ilmelidir. Dogrusal etkilesimlerden daha fazlasini ele
almanin s6z konusu oldugu durumlarda deneysel faktorlerin U¢ seviyeli olarak
calisildigi Box-Behnken, merkezi kompozit tasarimi (CCD) ve Doehlert tasarimi gibi
yontemler bu amagcla kullanilabilir. Bahsi gegen yontemlerin birbirinden farki ise

11



deneysel noktalarin se¢imi, yapilan deney sayis1 ve degiskenlerin seviyelerinin
sayisidir. Bu yontemlerden en c¢ok tercih edileni CCD’dir.

CCD asagidakileri icermektedir;

e Tam veya fraksiyonlu faktoriyel tasarim
e Deneysel noktalarin merkez noktadan uzak oldugu bir ek tasarim (a)
e Merkez nokta

Merkezi kompozit tasariminda asagidaki 6zellikler degerlendirilir;

e N; deney sayisi, k; faktor sayisi, ¢p ise merkezi noktanin tekrar sayist olmak
Uzere N = k2 + 2k + cp kadar deney sayisi1 vardir.

e «a degeri degisken sayisina bagli olan bir degerdir ve a = 2(k-p)/4 esitliginden
hesaplanabilir. iki, iic ve dért degisken icin sirasiyla 1.41, 1.68 ve 2.00 olarak
bulunur.

o Tum faktorler —a, —1, 0, +1, +a olmak Uzere bes seviyede incelenir.

Cizelge 1.3 Merkezi kompozit tasarimi igin deneysel matriksler; (a) iki degiskenli ve
(b) Ug degiskenli [55].

(a) X1 X
Faktoriyel tasarim -1 -1
1 -1
-1 1
1 1
Eksen noktalari -0 0
o 0
0 -0,
0 a
Merkezi noktalar 0 0
(b) X1 X2 X3
-1 -1 -1
Faktoriyel tasarim 1 -1 -1
-1 1 -1
1 1 -1
-1 -1 1
1 -1 1
-1 1 1
1 1 1
Eksen noktalari -0 0 0
o 0 0
0 -0 0
0 o 0
0 0 -0
0 0 o
Merkezi noktalar 0 0 0
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Yukarida verilen bilgiler 1s18inda, bu tez c¢alismasinda gida, ilag ve kozmetik
orneklerinden Eritrosin’in UV-Vis ile tayininden 6nce ayrilmasi ve zenginlestirilmesi
icin ultrason destekli sivi-sivi mikroekstraksiyonuna dayali bir analitik yontem
gelistirilmesi amaclanmistir. Ayrica c¢alisma kapsaminda, deneysel parametreler
kemometrik yaklasimla optimize edildikten sonra optimum ydntemin gercek érneklere

uygulanmasi planlanmaistir.

1.5 Geri kazamim ve analitik parametrelerin hesaplanmasi

Dogruluk: Bir yontemin dogrulugu, ilgili yontem kullanildiginda elde edilen
sonuglarin gercek veya gercek kabul edilen degere yakinligiyla dl¢iilmektedir. Yiizde
geri kazanim, analitin yontemin dogrulugunu ifade etmektedir. Asagidaki formile gore

hesaplanmistir;

i Cbulunan
Geri Kazanim, % = C—xlOO
eklenen

Burada, Cexienen ekstraksiyon dncesi model ¢ozeltiye ilave edilen eritrosin derisimini,
Chulunan 1se Onerilen yontem uygulandiktan sonra tayin edilen eritrosin derisimini ifade
etmektedir.

Kesinlik: Ayni yolla elde edilen tekrarli sonuglarin birbirlerine yakinligimi
gOstermektedir. Bir analitik yOntemin kesinligi bagil standart sapma (BSS) ile
verilmektedir. Genel olarak BSS’nin %5’ten daha kiigiik olmasi istenmektedir. BSS

asagidaki esitlikten hesaplanmstir;

s
BSS,% = —x 100
X

Burada s, analitik veri setinin standart sapmasi, x ise bu veri setinin ortalamasidr.
Zenginlestirme Faktorii (EF): Gelistirilen yontemin kullanilmasiyla, analitin
derisiminin kag kat arttirildigin1 belirmektedir. Asagidaki esitlikten hesaplanmastir.
EF — Coigim faz

Chaslanguc
Verilen esitlikte Cosicum fazi, ekstraksiyon sonrasi 6l¢iim fazindaki analitin derigimini,
Choaslangic 1s€ analitin baslangi¢ ¢cozeltisindeki derisimidir.
Dogrusallik: Analit derisimine karsilik elde edilen analitik sinyalin dogru orantil1 bir
sekilde artisini ifade etmektedir. Korelasyon katsayisi1 (R?) dogrusallig belirtmektedir.
Calisma Arahgi: Kalibrasyon egrisinde analitin tayin edilebilen en kii¢iik derisimi ve

dogrusalliktan sapma meydana gelen derisim araligini kapsamaktadir.
13



Secme Smir1 (LOD): Analitin kantitatif simirlar igerisine girmeyen en diisiik

derisimidir. Asagidaki esitlikten hesaplanmistir.

Esitlikte yer alan skor kor ¢ozeltinin standart sapmasi, m ise kalibrasyon egrisinin

egimidir.

Tayin Simir1 (LOQ): Analitin belirli bir dogruluk ve kesinlikle tayin edilebildigi en
diisiik derisimidir. Asagidaki esitlikten hesaplanmigtir.

Duyarhlik: Analitik yontemin duyarlilig1, analitin derisiminde meydana gelen kii¢lik

degisimlere karsilik analitik sinyalin degismesiyle ifade edilir.
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2. MATERYAL VE METOT

Bu tez kapsamindaki deneysel ¢aligsmalarda kullanilan kimyasallar, cihazlar ve
orneklerin toplanmasi, hazirlanmasi gibi adimlar asagida detayli bir sekilde

aciklanmustir.
2.1 Cihazlar

Olgiim asamasinda, Shimadzu marka 1800 UV-Vis spektrofotometre kullanilmistir.
Tez caligmasinda kullanilan tiim ¢ozeltiler Milli-Q su aritma sisteminden (Millipore,
ABD) elde edilen ultra saf su kullanilarak hazirlandi. Ekstraksiyon ve érnek hazirlama
adimlarinda ultrasonik banyo (A SK5210LHC Kudos, Sanghay, Cin) ve dijital pH
metre (Mettler Toledo FE28, Ziirih, Isvigre) kullamlmistir. Kemometrik analiz,
deneysel tasarim ve optimizasyon adimlari i¢in Design-Expert® yazilimi siirim 13

(Stat-Ease Inc., Minneapolis) kullanild:.
2.2 Kimyasallar

Yapilan deneylerde kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir. Bu nedenle ileri bir
saflastirma adimi uygulanmadi. Eritrosin Sigma-Aldrich'ten (Steinheim, Almanya,
saflik > %95) satin alind1 ve stok ¢odzeltisi (104 mol L) 250 mL saf su igerisinde
0.0219 gramlik kisminin ¢ozundurulmesiyle hazirlandi. Eritrosin’in ekstrasiyon ve
kalibrasyon ¢ozeltileri stok ¢ozeltinin saf su ile ardisik seyreltilmesiyle hazirlandi.
Britton-Robinson (BR) tampon ¢ozeltisi %100’liik CHsCOOH (Isolab) ¢6zeltisinden
2.3 mL, % 85°1lik H3PO4 (Merck) ¢ozeltisinden 2.4 mL ve %100 safliktaki HsBO3’ten
(Carlo Erba Reaktifi) 2.47 g alinip 1 L sulu ¢dzeltinin hazirlanmasiyla elde edildi. Elde
edilen ¢ozelti 0.4 M olup farkli pH’lardaki tampon ¢ozeltiler bu ¢ozeltiye 3 M
NaOH’un farkli miktarlar1 ilave edilip pH-metre ile kontrol edilerek hazirlandi. Derin
otektik ¢oziiciilerin hazirlanmasinda etilenglikol (saflik > %99, Isolab), Dekanoik asit
(saflik > %99, Acros Organics), salisilik asit (saflik > %99, Central Drug House), 1,2-
propandiol (%99 saflikta, Sigma-Aldrich), Kolin klorir (saflik > %99, Sigma Aldrich),
Laktik asit (saflik > %85, Sigma Aldrich), L-prolin ( saflik > %99, Sigma Aldrich),
Kaprilik asit (saflik > %99, Sigma Aldrich) kullanildi. Ekstraktin ¢ézilindiiriilmesinde
kullanilan aseton (saflik > %99.5) Isolab’tan temin edilmistir. Deneysel suregte
kullanilan ¢esitli cam, plastik vb. malzemeler kontaminasyonu engellemek amaciyla

deneyden Once deterjanli suyla iyice temizlenmis ve durulanmistir. Durulanan
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malzemeler %5’lik HNOg3 ¢ozeltisinde bekletildikten sonra bol suyla tekrar durulanip

hazir hale getirilmistir.
2.4 Ornek toplama ve hazirlama

Meyveli bitki ¢ayi, yumusak seker, bogiirtlen aromali draje, meyveli toz icecek,
meyveli damla c¢ikolata, dudak kremi, meyveli lokum, cilekli siit, meyveli serbet,
meyve suyu ve meyveli yogurt Sivas’taki yerel marketlerden agri kesici hap ise
eczaneden temin edilmistir. Ornek hazirlama asamasinda kat1 6rneklerden 1 g, sivi
orneklerden ise 5 mL alinip 50 mL’lik santrifiij tiptine aktarildi. TUplere 10 mL etanol
ilave edildikten sonra, tipler ultrasonik banyoya yerlestirildi ve 30°C de 52 kHz'de 1.5
saat sonikasyon uygulandi. Sonikasyonun ardindan, kat1 6rnekler 10-15 um gdzenek
boyutuna sahip filtre kagidi (Isolab marka, boyut 110 mm) kullanilarak siiziildi.

Hazirlanan 6rneklerin 3 mL’ sine gelistirilen yontem uygulandi.
2.5 DES hazirlama

DES’ler hidrojen bagi alicisinin (HBA) ve hidrojen bag1 vericisinin (HBD) belirli bir
mol oraninda ve uygun sicaklikta karistirilmasiyla hazirlandi. Bu amagla literattirdeki
bir calismada yer alan yonteme gore 5 farklt DES hazirlanmistir [53]. Hazirlanan
DES’lerde kolin kloriir, etilen glikol ve dekanoik asit HBA olarak, 1,2-propandiol,
kaprilik asit, laktik asit, L-prolin ve salisilik asit ises HBD olarak kullanilmistir. HBA
ve HBD belirli bir mol oraninda beherde eklendi. Elde edilen karisim, manyetik bir
isiticida berrak sivi elde edilene kadar karistirilarak 1sitildi. Berrak sivi DES’lerin
hazirlandigin1 gostermektedir. Hazirlanan DES’ler oda sicakligina sogutulduktan
sonra mikroekstraksiyon ¢aligsmalarinda test edildi. Test edilen DES’lerin bilesenleri,

molar orani ve kisaltmalar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.

16



Cizelge 2.1 Hazirlanan DES’lerin molar oranlari, bilesenleri ve kisaltmalari

Kisaltmasi Bilesen-1 Bilesen-2 Molar oran Geri
kazanim

(%)

DES-1 1,2-propandiol Kolin klortr 1:2 92,7
DES-2 Kaprilik asit Kolin klorur 1:2 65,2
DES-3 Laktik asit Kolin klortr 1:2 45,8
DES-4 L-proline Ethylene glycol 1:2 25,7
DES-5 Salisilik asit Dekanoik asit 1:2 75,9

2.6 Deneysel modelleme

DES-SA-LLME yonteminin temel mikroekstraksiyon faktorlerinin optimizasyonu
icin kemometrik yaklasima dayali merkezi kompozit tasarimi (CCD) uygulandi. On
deneylerin sonucundan yola ¢ikarak, CCD tarafindan optimizasyon i¢in pH (A) DES-
1 hacmi (B), sicaklik (C) ve sonikasyon siiresi (D) temel mikroekstraksiyon faktorleri
olarak secildi. Bunlara paralel olarak dort degiskenli ve bes seviyeli bir CCD
olusturulmustur. Altis1 merkezi ¢calisma olmak tizere toplam 30 deney yapildi. CCD'nin

faktorleri, seviyeleri, birimleri ve sembolleri Cizelge 2.2'de verilmistir.

Cizelge 2.2 CCD’deki degiskenler, birimleri ve sembolleri

Degiskenler ~ Sembol Birim Diisik Orta Yiksek -al +a
pH A 5,5 8 10,5 4,75 11,25

DES-1 hacmi B uL 200 500 800 110 890
Sicaklik C °C 30 375 45 27,75 47,25

Sonikasyon siresi D dk 3 5 7 2,4 7,6

2.7 DES-SA-LLME Yontemi

Yontemin ilk asamasinda, bolim 2.3’te agiklandigi sekliyle hazirlanan numunenin 3
mL’si, igerisinde 1,2 mg L7 standart Eritrosin bulunan 15 mL’lik falkon santrifiij
tiplerine aktarilmistir. Daha sonra, numunelerin pH’s1 BR tamponundan 250 pL
eklenerek pH=5,8’¢ ayarlandi. Ekstraksiyon ¢6ziictisu olarak 770 pL DES-1 (sirasiyla
1:2 mol oraninda 1,2-propandiol:kolin kloriir) Eritrosin’i numuneden ekstrakte etmek
icin tim tdplere ilave edildikten sonra, Eritrosin ve ekstraksiyon ¢oziclsinin temasini
kolaylastirmak ve etkin bir kiitle transferi saglamak igin tiiplere 33°C’de 6,5dakika

sonikasyon uygulandi. Sonikasyondan sonra Eritrosin’i igeren ekstraksiyon
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fazin1 ayirmak icin tupler 4000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Santrifj islemi
sonrasinda Eritrosin’i iceren ekstraksiyon fazi tiiplin dibinde toplandi. Sulu faz {ist
kisimdan uzaklastirildiktan sonra tiipiin dibinde kalan ekstraksiyon fazina 500 pL
aseton eklendi ve karistirildi. Bu islem sonucunda elde edilen ¢6zelti mikro kuvars
tlplere alinarak 535 nm’de UV-Vis spektrofotometresi kullanilarak absorbans él¢timii

gergeklestirildi.

250 nL pH 5.8 770 pL. DES-1
BR tamponu

S
—y—y =V

(33°C. 6.5 dk)

Santrifiy)
4000 RPM. 5 dk

_ g -

Uv-Vis Su faz1 uzaklastinhip
535 eritrosin fazina Faz ayrinm
235 nm 500 uL aseton eklendi

3 mL ornek i1laves:

Sekil 2.1 DES-SA-LLME yonteminin sematik gosterimi

0,4
0,35
0,3

0,25

o
[ ]

Absorbans

0,15
0,1
0,05

0 —

400 450 500 550 600 650
Dalga Boyu, nm

g\

150 ng mL-1 Eritrosin 300 ng mL-1 Eritrosin

10 ng mL-1 Eritrosin

Sekil 2.2 Eritrosin’in farkli derisimlerinden elde edilen UV spektrumlari
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3. BULGULAR

Eritrosin’in gida, ila¢ ve kozmetik drneklerinden spektrofotometrik tayininden once
ultrason destekli mikroekstraksiyonu icin gelistirilen yontem DES-SA-LLME
kullanilmistir. pH, sicaklik, DES hacmi, sonikasyon siiresi gibi deneysel parametreler
optimize edilmistir. Son asamada, gelistirilen yontem bolim 2.3 de hazirlanan

orneklere standart ekleme-geri kazanma ¢aligmalar1 ile uygulanmustir.
3.1 Yapilan 0n ¢calismalar

Mikroekstraksiyon tekniklerinde ekstraksiyon veriminin yiiksek olmasi i¢in uygun
¢ozucunun segimi oldukga 6nemlidir. Burada ekstraksiyon ¢oziiciisi DES oldugu igin
ekstraksiyon verimi DES’in bilesenlerine ve bilesenlerin molar oranina baglidir. Bu
calismada bes farkli DES, Eritrosin’in ekstraksiyonu i¢in test edilmistir. Test edilen
DES’lerin esit hacimleri bu amacla kullanilmistir. Yapilan uygulama sonucu elde
edilen geri kazanim degerleri Cizelge 2.1 ve Sekil 3.1’de verilmistir. Gortldigi Uzere
en yuksek geri kazanim degeri (%92,7) 1,2-propandiol ve kolin klorirden olusan DES-
1’den elde edilmistir.

100
90
80
70

60
50
40
30
2
1
0

DES-1 DES-2 DES-3 DES-4 DES-5
DES tird

Geri Kazanim, %

o O

Sekil 3.1 DES tirtnin Eritrosin geri kazanimina etkisi

DES-1 bilesenlerinin belirlenmesinin ardindan bu bilesenlerin en etkili molar orani
belirlenmeye calisildi. Bu amaca uygun olarak DES-1’in bilesenleri farkli mol
oraninda karigtirildi ve geri kazanim degerleri kaydedildi (Sekil 3.2). Calismalar
sonucunda en yiiksek geri kazanim degeri olan %95,2 DES-1 bilesenleri olan 1,2-

propandiol ve kolin Kloririn 1:2 molar oraninda elde edilmistir.
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Sekil 3.2 DES-1 bilesenlerinin molar oraninin Eritrosin geri kazanimina etkisi

Ayrica iyonik siddetin ekstraksiyon verimini etkileyebilecegi diistiniilerek, ©n
calismalar kapsaminda farkli derisimlerde (0-%5 (k/h)) KNOs ekstraksiyon ortamina
ilave edildi ve iyonik siddetin faz ayrimi ve Eritrosin’in geri kazanimina olan etkisi
incelendi. Burada herhangi bir etki gézlemlenemedigi igin numune ¢ozeltisinin iyonik
siddetini ayarlamak Uzere herhangi bir tuz ¢ozeltisi eklenmemistir. Eritrosin’in
numune ortaminda ekstraksiyonu asamasinda, sulu kismin uzaklastirilmasiyla elde
edilen ekstraksiyon fazinin spektrofotometrik Olcime hazirlanmasi amaciyla
¢oziindiiriilmesi i¢in uygun ¢dziiciiniin se¢ilmesi amaclandi. Bu dogrultuda 6 farklh

¢oziicii test edildi. En yiiksek Eritrosin geri kazanimi %94,8 ile aseton kullanilarak

elde edilmistir (Sekil 3.3).

100
90
80

70
6
5
4
3
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1
0

Aseton Etanol Metanol Asetonitril Heptanol

Geri Kazanim, %
o O O o o

o

Cozicl tiru

Sekil 3.3 Coziict thrindn Eritrosin geri kazanimina etkisi
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3.2 Kemometrik analiz

Kemometrik analiz, Design-Expert® yaziliminin kullanilmasiyla Cizelge 3.1°de
sunulan verilerin iglenmesi yoluyla ger¢eklestirilmistir. Optimizasyon ¢aligmalarindan
elde edilen ANOVA sonuglari ise Cizelge 3.2°de sunulmustur. ANOVA sonuglarinda
en dnemli parametrelerden biri p degeridir. %95 giiven diizeyinde, CCD modelinin p
degerinin 0,05ten kii¢lik olmas1 modelin anlamli oldugunu ifade etmektedir. Cizelge
3.2’den modelin p degerinin 0,05’ten oldukga kiiglk oldugu gorulmektedir. Buna gore,
olusturulan CCD modelinin Eritrosin’in ekstraksiyonu i¢in anlamli oldugu kanisina
varilmaktadir. Cizelge 3.2’den faktorlerin p degerlerine bakildiginda DES-1 hacmi ve
sicaklik (BC) ikili etkilesimi ile pH (A?) karesel etkilesiminin p degerlerinin 0,05ten
blylk oldugu gorilmektedir. Bahsi gecen etkilesimler hari¢ diger tlim etkilesimlerdeki
CCD faktorleri model igin anlamlidir. ANOVA tablosunda yer alan F degerleri
faktorlerin olusturulan CCD modeline katkisini ifade etmektedir. Bir faktorin F degeri
sayisal olarak ne kadar biyuikse ilgili faktoriin modele katkis1 0 kadar fazladir. Cizelge
3.2’ten gortldigi Uzere 329,13 F degeri ile CCD modeline en fazla katk: yapan faktor
sicaklik-sonikasyon siiresi (CD) ikili etkilesimidir. ANOVA tablosundaki diger bir
onemli parametre lack of fit p-degeridir. Lack of fit p-degeri olusturulan CCD
modelinin tekrarlanabilirligini ifade etmektedir. Yani sonuclara belirsiz hatalarin
etkisinin dnemini agiklamada kullanilir. Bu degerin %95 giiven diizeyinde 0,05'ten
biiyiik olmasi istenmektedir. Cizelge 3.2’den goriilecegi lizere modelin lack of fit p-
degeri 0,0943 olarak istenileni karsilamaktadir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda
yapilan agiklamalardan yola c¢ikilarak gelistirilen CCD modelinin anlamli oldugu
kanisina varilmaktadir. Buna paralel olarak Eritrosin’in geri kazanimi agagidaki ikinci
dereceden denklem ile ifade edilmektedir.

Geri kazamm (%) = +74,84 -1,08A +2,48B +0,9711C +1,14D -2,54AB +3,1AC-
2,31AD+ 0,0063BC +2,32BD -4,48CD -0,7930A? +6,25B2 +4,77C? -5,35D?
Olusturulan CCD modeline ait kalite parametreleri Cizelge 3.3’de verilmistir. Kurulan
CCD modeline iliskin analitik sonuglarin giivenilirligini belirtmek adina R? sayisal
degerlerinin 1’e yakin olmasi istenilir. Ayrica diizeltilmis R? degeri ve tahmini R?
degerlerinin arasindaki farkin 0,2°den az olmasi gerekmektedir. Yapilan bu
aciklamalar Cizelge 3.3’ deki R? degerleri (R?: 0,9906, diizeltilmis R?: 0,9818, tahmini

RZ%: 0,9504) ile uyumludur. Calismadan elde edilen analitik sonuglarin giivenilirligi
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Sekil 3.4’de gorulen gercek ve tahmini

anlasilmaktadir.

degerler arasindaki

Cizelge 3.1 Kurulan modele ait CCD ve sonuglari

uyumdan da

Deney A B C D Deneysel Modelin
o Geri Kazanom  Geri kazanim
pL C dk % %
1 55 200 45 7 69,1 70,24
2 10,5 800 45 7 78,4 79,35
3 8 500 37,5 5 74 74,84
4 8 500 37,5 7,6 67,5 67,27
5 10,5 200 45 7 74,8 74,82
6 10,5 800 30 7 80,2 80,10
7 8 500 37,5 5 74,8 74,84
8 55 800 30 3 78,2 77,73
9 55 200 30 3 72,4 72,32
10 55 800 30 7 97,9 98,21
11 55 200 45 3 77,3 76,95
12 55 800 45 3 81,2 82,38
13 10,5 200 30 3 72,8 73,61
14 8 500 37,5 5 74,2 74,84
15 55 200 30 7 83,8 83,53
16 11,25 500 37,5 5 73,1 72,10
17 10,5 800 45 3 86,2 86,02
18 10,5 800 30 3 69,1 68,84
19 8 500 37,5 5 74,9 74,84
20 8 500 27,75 5 81,2 81,63
21 8 500 47,25 5 85,6 84,16
22 8 110 37,5 5 83,2 82,17
23 8 500 37,5 5 75,2 74,84
24 8 500 37,5 5 73,6 74,84
25 10,5 200 30 7 75,9 75,59
26 8 500 37,5 2,4 65,1 64,32
27 8 890 37,5 5 88,6 88,62
28 4,75 500 37,5 5 74,9 74,89
29 55 800 45 7 86,2 84,94
30 10,5 200 45 3 90,2 90,76
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Cizelge 3.2 Gelistirilen yonteminin ANOVA sonuglari

Kaynak Kareler toplam1 df Ortalama kare F-degeri p-degeri

Model 1540,73 14 110,05 112,73 <0,0001 Anlaml
A 22,41 1 22,41 22,96 0,0002
B 119,48 1 119,48 122,39 <0,0001
C 18,28 1 18,28 18,72  0,0006
D 25,02 1 25,02 25,63 0,0001
AB 103,53 1 103,53 106,05 < 0,0001
AC 156,88 1 156,88 160,70 < 0,0001
AD 85,10 1 85,10 87,17 <0,0001
BC 0,0006 1 0,0006 0,0006 0,9801
BD 86,03 1 86,03 88,12 < 0,0001
CD 321,31 1 321,31 329,13 <0,0001
A2 4,37 1 4,37 4,47 0,0516
B2 271,07 1 271,07 277,67 <0,0001
C? 157,91 1 157,91 161,76 <0,0001
D2 198,67 1 198,67 203,51 <0,0001
Lack of Fit 12,77 10 1,28 3,40 0,0943 Anlamsiz

Cizelge 3.3 CCD modeline ait kalite parametreleri

Standart sapma 0,9880 R?2 0,9906
Ortalama 77,99 Diizeltilmis R2 0,9818
Degisim katsayis1 % 1,27 Tahmini R? 0,9504
s ﬂs :n o
£ -
= ol
e =
Gergek

Sekil 3.4 Tahmini ve gercek degerler arasindaki regresyon

23



3.3 Faktorlerin etkisi

Kemometrik modelde sunulan ikili etkilesimlerin Eritrosin’in geri kazanimina etkileri
3D yuizey yanit grafikleri cizilerek incelendi. Sekil 3.5 (a)’da DES-1 hacmi ve pH ikili
etkilesiminin Eritrosin’in geri kazanimina olan etkisi verilmistir. Buna gore, DES-1
hacminin 760 uL’nin iizerinde oldugu hacimlerde, tiim pH degerlerinde Eritrosin’in
geri kazanimi nicel degerlerdedir. DES-1 hacmi 760 pL’nin altinda iken geri
kazanimin ylksek olabilmesi icin pH’in 8,65’in Uzerinde olmasi gerektigi
gorilmektedir. Sekil 3.5 (b)’de sicaklik ve pH’1n geri kazanima etkisi incelendiginde,
pH 9,5’in Uzerinde ve sicaklik 35,5-44°C araliginda iken Eritrosin’in geri kazaniminin
daha diisiik oldugu goriilmektedir. Fakat sicaklik 35,5°C’nin altinda, pH ise 9,5
seviyelerinin asagilarinda iken ve sicaklik 45°C’nin (zerindeyken tim pH
seviyelerinde Eritrosin’in geri kazanimi yiiksektir. Sicaklik ve DES-1 hacminin geri
kazanima etkisi Sekil 3.5 (c)’de verilmistir. Grafikten anlasilacag iizere, sicaklik 35
°C’in altindayken ve DES-1 hacmi 750 uL’nin iizerindeyken Eritrosin geri kazanimi

niceldir.

Sonikasyon suresi ve DES-1 hacmini Eritrosin geri kazanimina etkisini veren grafige
(Sekil 3.5 (d)) bakildiginda, 5 dk’nin tizerindeki sonikasyon siirelerinde ve DES-1
hacmi 760 uL’den daha fazla oldugunda Eritrosin geri kazanimi niceldi. Sicaklik ve
sonikasyon siresinin Eritrosin geri kazanimima olan etkisi Sekil 3.5 (e)’den
incelendiginde, sicaklik 35,5°C’nin altindayken sonikasyon siiresi 5 dk’nin iizerinde
tutuldugunda ve sicaklik 44°C’nin iizerindeyken sonikasyon siiresinin ise 3,7 ve 7
dakika araliginda oldugunda Eritrosin’in  geri kazanimimin Yyiksek oldugu

gorulmektedir.
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Geri Kazanim (%)

C: Sicaklik (oC)
31,65

D: Sonikasyon stiresi (dk)

24 2175

Sekil 3.5 (a-e) Eritrosin’in CCD igin yanit yuzey grafikleri: (a) pH-DES-1 hacmi (uL);
(b) pH-Sicaklik (°C); (c) DES-1 hacmi (pL)-Sicaklik (°C); (d) DES-1
hacmi (uL)-Sonikasyon suresi (dk); (e) Sicaklik (°C)-Sonikasyon siiresi
(dk)

3.4 Optimum kosullar

ANOVA degerlendirmesi ve faktorlerin etkilesimleri dikkate alinarak, g¢aligilan 4
faktorin CCD’ye gore optimum degerleri 5,8 pH, 770 pL DES-1 hacmi, 33°C
sonikasyon sicaklig1r ve 6 dakika sonikasyon siiresi olarak kaydedilmistir. 1,0 arzu
edilebilirlik katsayisi i¢in bu optimal kosullarda CCD tarafindan tahmin edilen geri
kazanim %90,2 bulunmustur. Ug tekrarli deneysel c¢alismanin sonuglarindan elde
edilen ortalama geri kazanim ise %91,8 olarak hesaplanmistir. CCD modelinin tahmini
ve deneysel sonuclar arasindaki bu uyum ekstraksiyon kosullariin optimum oldugunu

gostermektedir. Bu nedenle yapilan ¢alismalar bu kosullarda kullanilmustir.
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65.1 97.9
Geri Kazamim = 90,2112

Sekil 3.6 CCD modeli tarafindan olusturulan degiskenler igin optimum degerler ve

tahmin edilen geri kazanim
3.5 Yontemin analitik o6zellikleri

Optimizasyon adiminin tamamlanmasinin ardindan yapilan validasyon calismasiyla
onerilen DES-SA-LLME yonteminin analitik parametreleri, matriks uyumlu
kalibrasyon ¢ozeltileri kullanilarak yapilan ¢alismalarla belirlendi (Cizelge 3.4). Bahsi
gecen kalibrasyon c¢ozeltileri secilen numuneler lizerine farkli miktarlarda standart
Eritrosin derisimleri eklenerek yapilmigtir. Ortam benzerligi saglandiktan sonra
potansiyel matriks etkisi sonuclara yansitildi. Deneysel ¢alismalar sonucunda DES-SA-
LLME yo6ntemi icin dinamik lineer aralik 1-400 ng mL™ olarak hesaplandi. LOD, LOQ
ve EF sirastyla 0,33 ng mL, 1,0 ng mL? ve 175 bulundu. Ayrica, 10 ng mL™ Eritrosin
icinsiirtindiiriilen tekrarli ¢aligmalar i¢in bagil standart sapma (%BSS) ve geri kazanim

degerleri sirastyla %2,2 ve %97,8 bulundu.

Cizelge 3.4 DES-SA-LLME yonteminin analitik parametreleri

Analitik 6zellikler Optimum degerler
Caligma araligi, ng mL™* 1-400
Korelasyon katsayist, I 0,994

Seg¢me smnir1, ng mL™* 0,33
Tayin sinir;, ng mL*? 1,0
Zenginlestirme faktorl 175
*Bagil standart sapma, % 2,2

*Geri kazamim, % 97,8

* Optimum kosullarda Eritrosin’in 10 ng mL! derisimi i¢in yapilan tekrarli calisma sonucu
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3.6 GUn icin ve gunler arasi1 ¢calismalar

Onerilen yontemin kesinligi numune ¢ozeltilerine eklenen tig Eritrosin derisimiyle (10,
150 ve 300 ng mL™?) giin igi ve giinler aras1 ¢alismalar yapilarak test edilmistir. Giin
ici calismalarda, eklenen Eritrosin derisimlerinin ekstraksiyonu ve analizi bir giin
icinde ti¢ tekrar halinde gerceklestirilirken, giinler arasi1 ¢alismada, ayn1 derisimlerin
ekstraksiyonu ve analizi birbirini takip eden U¢ gun iginde, U¢ tekrar halinde
gerceklestirilmistir. Eklenen her Eritrosin derisimi icin %BSS ve geri kazanim
degerleri hesaplandi. BSS degerinin gun i¢i ve giin arasi ¢alismalarda sirasiyla %2,1-
2,8 ve %2,7-3,2 araliginda degisim gosterdigi kaydedildi. Geri kazanim degerleri giin
ici caligmalarda %94,2-97,5 araligindayken giinler arasi ¢alismalarda ise %91,7-96,9
araliginda bulundu. Kapsamli veriler Cizelge 3.5de goriilebilir. Elde edilen BSS ve
geri kazanim degerlerine bakildiginda 6nerilen DES-SA-LLME yodnteminin iyi bir

kesinlikve ylksek dogruluk gosterdigi soylenebilir.

Cizelge 3.5 Gelistirilen yontem igin guin ici ve giinler arasi kesinlik ¢calismasi

Calisma Eklenen, Bulunan, BSS, Geri kazanim,
ng mL* ng mL?! % %

Gun ici 10 9,75 2,1 97,5
(N=3) 150 143,7 2,4 95,8
300 282,6 2,8 94,2
Gunler 10 9,69 2,7 96,9
arasi 150 142,2 3,1 94,8
(N=3x5) 300 275,1 3,2 91,7

3.7 Yontemin segiciligi

Sonuglarin giivenilirliginin test edilmesi i¢in optimize edilmis kosullarin seciciligi
incelenmistir. Bu amagla model ¢ozeltilere Cizelge 3.6’deki matriks tirleri ilave edildi
ve olusan karisima Onerilen DES-SA-LLME yontemi uygulandi. Elde edilen
sonuglardan yola ¢ikilarak her tiir i¢in tolere edilebilir limit, BSS ve geri kazanim
degerleri hesaplanmistir. Tolere edilebilir sinirin hesaplanmasinda, Eritrosin’in
absorbansinda +%>5'lik bir degisiklige neden olan iyon miktarinin, eklenen Eritrosin
miktarina oranindan faydalanildi. Cizelge 3.6’daki sonuglar DES-SA-LLME
yonteminin benzer kimyasal tiirlerin varliginda bile yiiksek tolere edilebilir limitler
sergiledigini gdstermektedir. Ayrica yine ayni ¢izelgeden geri kazanim degerlerinin
(%95,2-99,1) nicel diizeyde oldugu ve BSS’lerin (1,7-2,6) istenen sinirin (%5) altinda

oldugu gorulmektedir.
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Cizelge 3.6 Gelistirilen yontemin bazi anyon ve katyonlar varligindaki seciciligi

Kimyasal turler Tolerans limiti Geri kazanim, % BSS, %
As (1) 1500 97,2 1,7
Mg (I1) 1500 98,5 2,3
Al (1) 1500 98,2 2,2
Co (I 1000 99,1 2,5
SCN () 1000 96,4 1,9
Mn (1) 750 96,8 1,8
Cr (1) 750 97,0 2,3
Cu (I 750 97,6 2,1
Cd (1) 500 96,1 2,6
Pb (1) 250 95,2 2,0
Fe (111) 250 96,3 19
Sr (1) 100 96,9 2,4
Ni (1) 100 95,4 2,6

3.8 Cesitli numunelerin analizi

Yontemin gegerlilik ¢alismalari tamamlandiktan sonra, DES-SA-LLME yo6nteminin
farkli Orneklere uygulanabilirligi standart ekleme yaklagimi kullanilarak arastirilmastir.
Bu baglamda gida, ilag ve kozmetik grubundan olugmak suretiyle 12 farkli ornek,
gelistirilen DES-SA-LLME yo6ntemine tabi tutulmustur. Béliim 2.3’de anlatildig: gibi
hazirlanan 6rneklere 100 ng mL™ standart Eritrosin ilavesi yapild: ve daha sonra ilgili
orneklere DES-SA-LLME yontemi uygulandi. Gelistirilen yontem agr1 kesici hap igin
uygulandiginda faz ayrimi elde edilememistir. Cizelge 3.7°de gorildiigi gibi her 6rnek
icin geri kazanim ve BSS degerleri hesaplandi. Buna gore, %94,8-102,7 araliginda
yiksek geri kazanimlar elde edilirken, %1,8-3,4 araliginda elde edilen diisiik bagil
standart sapma degerleri yontemin kesinliginin iyi oldugunu gostermektedir. En
yiiksek Eritrosin miktar1 (234,1 ng mL™) toz icecekte tespit edildi. 70 kg viicut
agirhigindaki bir bireyin giivenli Eritrosin alim araligmin iist siir1 (giinliik) 0,7 mg
olarak ele alindiginda, tespit edilen en yiiksek Eritrosin miktarinin bu sinirin oldukga

altinda oldugu gorulmektedir.
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Cizelge 3.7 Gelistirilen yontemin ¢esitli 6rneklere uygulanmasindan elde edilen

sonuclar
Ornekler Eklenen, Bulunan,  Gerikazanim, BSS,
ng mL2 ng mL* % %
. - T.S.A* - -
Meyveli bitki ¢ay1 100 08.2 98,2 2,2
_ 3,3 - 2,7
Yumusak seker 100 99.4 96,1 2,1
e W ee H - 18’6 i} 3’2
Bogiirten aromali draje 100 116,4 97,8 3,4
- . - - 10’9 ) 2’5
Meyveli jelibon 100 106,4 95,5 2,7
. - 78,1 - 18
eyve suyu 100 175,3 98,2 2,3
o - TSA - -
Meyveli yogurt 100 99.4 99,4 3,4
- T.S. - -
Serbet 100 101,8 101,8 2,6
_— - TS.A - -
Cilekli sut 100 102,7 102,7 2,9
_ ’ 7.2 - 2,0
Meyveli lokum 100 102,3 95,1 2,4
_ - 185,2 - 19
Dudak kremi 100 281.4 96,2 2,3
&» - 234,1 \ 2,8
0z Icece 100 328,9 94,8 3,0

* Tayin sinirinin altinda,

3.9 Diger analitik yontemlerle karsilastirma

Gelistirilen DES-SA-LLME yonteminin ¢alisma araligi, LOD, BSS, EF, geri kazanim

gibi analitik parametreleri literatlirdeki diger yontemlerdeki parametrelerle kiyaslandi.

Ilgili veriler Cizelge 3.8’de sunulmustur. Gelistirilen ydntemin caligma araliginin

literatlirden Ornek verilen caligmalarin ¢cogundan daha genis bir aralifi kapsadigi

gorilmektedir. EF, literatiirde yer alan tekniklerin bildirdigi degerden daha iyidir.

Onerilen yontemin BSS, LOD ve geri kazanim degerlerinin oldukga tatmin edici

oldugu ilgili gizelgeden gortlmektedir.
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Cizelge 3.8 Gelistirilen yontemin literattirdeki diger yontemlerle karsilastiriimasi

Calisma LOD BSS Geri
Analitik Yontem Aralig1 (ng mL'l) (%) EF Kazanim Kaynak
(ng mL™) (%)
DES-UA-LLME 005025 375 <46 40 _ 90-100 [56]
HIH-LLM 30-1400 6 <9 375  95-101 [57]
SHS-LLME 86,3-1000 <259 <41 199 046-1039  [58]
MSPE 100-500 60 <5 67 948976  [59]
UA-SM-
DSLLME 1-100 06 1,4 142 91,7939  [60]
LPME 8.4-8000 3.2 39 - 94-96 [61]
DES-SA-LLME 1-400 10 22 175 9481027 Onerilen
yontem

DES-UA-LLME: Derin 6tektik solvent ultrason destekli sivi-sivi mikroekstraksiyon, HIH-
LLME: Is1 kaynakli homojen sivi-sivi mikroekstraksiyonu, SHS-LLME: Degistirilebilir
hidrofilik solvent sivi-sivi mikroekstraksiyonu, MSPE: Manyetik kati faz ekstraksiyonu, UA-
SM-DSLLME: Ultrason destekli supramolekiiler ¢oziicli bazli dagilma-katilasma sivi-sivi
mikroekstraksiyonu, LPME: Sivi faz mikroekstraksiyonu, , EF: Zenginlestirme faktorii, BSS:
Bagil standart sapma, LOD: segme siniri.

3.10 Gelistirilen yontemin yesil profili

Onerilen DES-SA-LLME yénteminin yesil profili Analitik Yesil Ozellik Hesaplayici
(AGREE) kullanilarak degerlendirilmistir. AGREE, gelistirilen yontemin yesil profili
hakkinda bilgi vermek tizere 12 kriteri degerlendirmektedir. Bu 12 kriter su sekildedir; (1)
numune iglemeden kacinmak i¢in dogrudan analitik tekniklerin uygulanmasi, (2) ornek
miktariin minimum seviyelerde olmasinin hedeflenmesi, (3) yerinde dl¢lim, (4) analitik
slire¢ ve islemlerin entegrasyonu, (5) otomasyona ve minyatiirizasyona uygun yontemlerin
secilmesi, (6) tiirevlendirmeden kacinma, (7) analitik atik olusumunun engellenmesi, (8)
cok analitli veya ¢ok parametreli analitik tekniklerin kullanilmasi, (9) kullanilan enerjinin
en aza indirgenmesi, (10) yenilebilir kaynaklardan elde edilen reaktiflerin kullanilmasi,
(11) toksik reaktiflerin kullaniminin ortadan kaldirilmasi, (12) Operator giivenliginin
saglanmasi. Gelistirilen analitik yontem bu on iki kriter {izerinden degerlendirilir ve
yontem i¢in O ile 1 arasinda genel bir puan belirlenir. Belirlenen bu puan yontemin yesil
profilinin ortaya koymaktadir [62]. Onerilen DES-SA-LLME yontemi igin tim kriterler
degerlendirildiginde 0,75 genel puan elde edilmistir. Genel kabule gore 0.6 ve Uzerindeki
say1 degerleri yontemin yesil karakterde oldugunu belirtmektedir. Elde edilen puan
baglaminda Onerilen DES-SA-LLME yonteminin yesil karakterde oldugunu rahatlikla

soyleyebiliriz.
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4. SONUCLAR

Bu tez kapsaminda yapilan caligmalarda, ¢esitli 6rneklerden Eritrosin’in ayrilmasi,
zenginlestirilmesi ve tayin edilmesi icin yeni bir analitik teknik gelistirilmistir. Bu
baglamda ilk olarak Eritrosin’in ayrilmasi ve zenginlestirilmesi i¢in gelistirilen derin
otektik ¢Oziicii bazli ultrason destekli sivi-sivi mikroekstraksiyonu (DES-SA-LLME)
mor Otesi — gorundr bolge spektrofotometrisi (UV-Vis) ile kombine edilmistir.
Onerilen mikroekstraksiyon tekniginin verimine etki eden deneysel parametreler
kemometrik yaklasimina dayali merkezi kompozit tasarimindan (CCD) faydalanilarak
optimize edilmistir. Etkin bir faz ayrimi1 ve verimli bir ekstraksiyon saglanilmasi igin
bes farkli derin 6tektik ¢oziicli (DES) test edilmistir. Yapilan ¢aligmalar 1s1gimda uygun
DES bilesenlerinin 1,2-propandiol ve kolin kloriir oldugu goriiliirken, bu bilesenler
icin en uygun molar oraninda sirasiyla 1:2 olmasi gerektigine karar verilmistir.
Gelistirilen yontemde ultrasonik ses dalgalarinin enerjisi ve ultrason sicakligi sinerjik
etki olusturarak etkin kiitle transferi saglanmasi yoluyla ekstraksiyon verimini artirdi.
Gelistirilen mikroekstraksiyon teknigiyle kombine edilen mor Gtesi-goriinir bolge
spektrofotometresi, basitligi, cogu laboratuvarda bulunabilir olusu ve uzman kullanici
gerektirmemesi gibi avantajlariyla 6ne ¢ikmaktadir. Kullanilan derin 6tektik ¢ozuculer
diisiik maliyetli, hazirlanmasi kolay, diisiik toksisiteli ve cevreci ¢ozuculer olup
gelistirilen yontemin “’yesil’” karakterini arttirmistir. Ayrica kemometrik yaklagima
dayali olarak uygulanan deneysel tasarim yontemi de zamandan tasarruf saglarken,
ayni1 zamanda deney sayisinin azalmasini ve buna paralel olarak kimyasal madde
maruziyetinin ve maliyetin de azalmasi yoniinde avantaj saglamistir. Gelistirilen
yontem optimum  kosullarda  Eritrosin’in  farkli  Orneklerden  ayrilmasi,
zenginlestirilmesi ve tayini i¢in, basit, duyarli ve se¢ici bir performans sergilemistir.
Bu baglamda, gelistirilen DES-SA-LLME analitik yontemi, Eritrosin’in karmasik
matrikse sahip cesitli 6rneklerden ekstraksiyonu ve tayin edilmesi i¢in, segici, duyarli,

basit, diisiik maliyetli ve gevreci bir alternatif oldugu goriilmiistiir.
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