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OZET

BILIRUBININ SISLENME NOKTASI EKSTRAKSIYONU SONRASI FiBER
OPTIiK SPEKTROFOTOMETRIK TAYINi

Bilirubin hemoglobin metabolizmasimin bir trlinii olarak kanda bulunur. Serumda
anormal bilirubin konsantrasyonlar1 genellikle yeni dogan sariligindan enfeksiyoz
hepatite kadar c¢esitli karaciger bozukluklarinin varligin1 gosterir. Bu yiizden bilirubin
Ol¢timiiniin dogru olarak yapilmasi ¢ok o©nemlidir. Kullanilan bilirubin 6l¢tim
metotlarinin  pek cogu bir hizlandirici varliginda diazolandirilmis  bilirubinin
kolorimetrik 6l¢timiine dayanir. Bilirubin 1s18a duyarlidir ve biyolojik materyalin
transferi ciddi bir problemdir.

Orneklerde bulunan diisiik konsantrasyondaki bircok analiti direkt olarak tayin etmek
miimkiin degildir. Bu yiizden az miktardaki 6rnekleri tayin etmek icin analiz yontemleri
ayirma ve onderistirme teknikleri ile birlikte uygulanmalidir. Ayirma ve onderistirme
temeline dayanan sislenme noktasi ekstraksiyonu (CPE), kullanilan yiizey aktif
maddeler sebebiyle analitik kimyada énemli ve pratik bir uygulama haline gelmektedir.
Sislenme noktas1 olgusu sulu ¢ozeltide noniyonik yiizey aktif maddelerin kritik misel
konsantrasyonlarmin iizerinde, uygun maddelerin eklenmesi veya sicakligin
degistirilmesi tizerine bulaniklik meydana gelmesi olayidir. Yiizey aktif maddece zengin
fazin santrifiij ile ayrilmasiyla hidrofobik tiirler sulu ¢ozeltiden uzaklagtirilir.

Gelistirilen bu yontemde bilirubin asidik ortamda NalO,4 kullanarak yiikseltgendi ve
sulu fazdan uygun yiizey aktif maddelerle ekstrakte edildi. Olusan yiizey aktif maddece
zengin faz fiber optik spektrofotometrik olarak 693 nm’de olgiildii. Deneyler, 1s1k
kaynagi olarak tungsten halojen lamba ve absorbans ol¢timii i¢in “Charge-coupled
devices” (CCD) esaslt bir dedektoér kullanan minyatiirize bir fiber optik spektrometre
kullanilarak yapildi. Uygun reaksiyon ve ekstraksiyon kosullar1 ( asit konsantrasyonu,
cevap siiresi, ylizey aktif konsantrasyonu gibi ) saptandi. Uygun kosullarda bilirubin
icin ¢izilen kalibrasyon grafigi lineer ¢alisma araligi 5.0x107-5.0x10° mol L’ (0.29-
2.92 mg L™ arasinda ve belirtme limiti 1x10® mol L™ (5.8 pg L™) “dir. Bagil standart
sapma (RSD) degeri % 2 ‘den kiicliktiir. Sistemin onderistirme faktorii 20 “dir.
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SUMMARY

DETERMINATION OF BILIRUBIN BY FIBER OPTIC
SPECTROPHOTOMETRY AFTER CLOUD POINT EXTRACTION

Bilirubin is present in the blood as a product of hemoglobin metabolism. Abnormal
serum bilirubin concentrations usually indicate the presence of a variety of liver
dysfunctions, ranging from neonatal jaundice to infectious hepatitis. So the accurate
determination of bilirubin is clinically important. The most widely used bilirubin
methods are based on colorimetric measurement after diazotization of bilirubin in the
presence of an accelerator. Bilirubin is light sensitive and transfer of the biological
material is a serious problem.

The low concentration of many analytes in samples makes direct measurment difficult.
Therefore, the application of determination technique coupled with a separation/
preconcentration technique is necessary for trace analysis. Seperation and
preconcentration based on cloud point extraction (CPE) are becoming important and
practical applications of the using surfactants in analytical chemistry. Cloud point
phenomenon occurs when aqueous solutions of non-ionic surfactants above the critical
micelle concentration become turbid upon modification of temperature or introduction
of a suitable additive. A surfactant-rich phase can then be separated by centrifugation,
removing the hydrophobic species from the aqueous solution.

This method was developed bilirubin was oxidation using NalO4 in acidic media and
aqueous phases were extracted with suitable surface active agents. Rich phase which is
consisting of surface-active substance was measured at 693.4 nm as fiber optic
spectrophotometrically . Experiments was carried out using a miniature fiber optic
based spectrometer which has a small tungsten halogen lamp as a light source and a
Charge-coupled devices (CCD) based detector for absorbance measurements.
Appropriate reaction and extraction conditions (acid concentration, response time, as the
concentration of surfactant) were determined. Under appropriate conditions, linear
range of the calibration graph is drawn for bilirubin between 5.0x107-5.0x10° mol L™
(0.29-2.92 mg L") and limit of dedection is 1x10® mol L' (5.8 pg L") Relative
standard deviation (RSD) value is lower than 2 % . Preconcentration factor of the
system is 20.
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1. GIRIS

Bilirubin; hemoglobin katabolizmas1 (parg¢alanmasi) sonucu olusan insan safrasinin esas
pigmentini olusturan ve altin saris1 rengini veren bir trtindiir [1]. Bilirubin 1sikla

pargalara ayrilir ve kanda iki formda bulunur:

1. Konjuge (direkt bilirubin)

2. Konjuge olmamis (indirekt bilirubin)

Konjuge bilirubin glikoronik aside baglanabilir. Ayrica boyar maddeler (diazo) kana
eklendiginde hizli bir sekilde tepkimeye girer ve azobilirubini olusturur. Buna karsilik
konjuge olmamis bilirubin ¢ozilebilir degildir ve yavas reaksiyona girer yine
azobilirubini olusturur. Konjuge ve konjuge olmamus bilirubinlerin toplami toplam

bilirubindir.

Yeni dogan bebeklerde sik goriilen bir hastalik olan konjuge olmamis
hyperbilirubinamia beynin belli bolgelerinde bilirubin birikimine neden olur. Bunun
sonucunda zeka geriligi ve anormal refleksler olusur. Bu hastaligin yeni doganlarda
olusmasinin sebebi; kan beyin bariyerinin tam olarak gelismemesi ve bilirubinin
kolayca beyindeki kiiclik bosluklara ge¢mesidir. Yetiskinlerde bu durum gergeklesmez
[2,3]. Bu nedenle kan ve idrar gibi biyoloik sivilarda toplam, konjuge ve konjuge
olmamis bilirubinlerin kantitatif olarak ayr1 ayri ol¢timi, cesitli tip sariliklarin erken

tanisinda ve tedavisinde olduk¢a 6nem kazanmaktadir [4].

Guniimiizde kandaki bilirubin miktarinin belirlenmesi deri test cihazlari, fotometrik
cihazlar ve laboratuar analizleri ile yapilmaktadir. Bu cihazlar kandaki bilirubin

miktarini dolayh bir sekilde 6lger ve hatali sonuglar verebilir.

Bilirubin ol¢timiiyle ilgili olarak literatiirde ¢esitli metotlar mevcuttur. Kromatografik

ve spektrofotometrik yontemler bilirubinin yapisini aydinlatmada ve miktar tayininde



kullanilmistir. Onemli analitik metodlar arasmnda voltametri [5], polografi [6],
kemiluminesans [7] ve spektroflorimetri [8,9,10] yontemleri yer alir. Bu metotlar [6,8]
diazolama reaksiyonu [11] ile yapilan spektrofotometrik bilirubin tayin ydntemiyle

kiyaslandiginda, hassasiyet avantajlarinin yaninda selektiftirler.

1981 yilinda ilk kez bilirubin tayini i¢in redoks-enzimatik reaksiyonuyla selektif bir
metot ortaya konulmustur [12]. Bilirubinin redoks-enzimatik reaksiyonlar1 {izerine
arastirmalar, daha sonraki yillarda da artarak devam etmistir [13,14,15,16,17]. CPE ile

ilgili literatiirde yalniz bir ¢alisma mevcuttur [18].

Yeni olusturulacak bilirubin 6l¢tim yontemleri halen yasanmakta olan sorunlara ¢6ziim
olabilir. CPE gibi misel sistemlerin kullanim1 “green kimya ’ prensipleri ile uyustugu
icin son yillarda biiyiik ilgi gormektedir. Elde edilen kiiciik hacimli ylizey aktif maddece
zengin faz ekstraksiyon stratejilerinin dizaynina izin veren yaklasimi ile organik
coziciilerin kullanildigi ekstraksiyonlarla kiyaslandiginda basit, ucuz ve etkili bir
metottur. Tasinabilir cihazlarla 6l¢iim yapmak miimkiindiir. Kalifiye elemanlara ihtiyag

olmadan analizi yapmaya imkan saglar.

Aromatik aldehitler reaktivitesi fazla olan bilesiklerdir ve c¢esitli katilma
(kondensasyon) reaksiyonlart verirler. Bunlardan biri olan p-dimetilaminobenzaldehit
(p-DMABA), kuvvetli hidroklorik asitli ortamda ¢esitli biyolojik orneklerde bulunan
bilirubin 6l¢timiinde halen rutin olarak kullanilmaktadir. Bu bilgiden yararlanarak bu tez
calismasinda bilirubinin, kuvvetli asit (HCI) ve bir yiikseltgen (KIO4) varhiginda yiizey
aktif maddece (TX-114) zengin fazda olusan reaksiyon iriiniiniin konsantrasyonunun
tasinabilir minyatiirize bir fiber optik spektrometresi (FOS) kullanarak o6l¢timii

hedeflenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1.BILIRUBININ KiMYASI

Bilirubin, baslica hemoglobin gibi hemoproteinlerin yikimi sonucu meydana gelen bir
tirtindiir. Bilirubinin % 75’1 dolasimdaki eritrositlerin yikimindan, % 25’1 ise yetersiz
eritropoez ile myoglobin, sitokrom, katalaz, siklooksijenaz, guanilsiklaz, nitrik oksit
sentaz ve peroksidaz gibi diger hemoproteinlerin yikimindan meydana gelir.
Retikiiloendotelyal sistemde toplanan ve parcalanan eritrositlerden 6nce globin
zincirleri ayrilir. Daha sonra hem oksijenaz enzimi araciliiyla hem halkasindaki
x-karbon atomu ayrilir ve karbonmonoksit (CO) olarak akcigerlerden atilir. Demir
tekrar kullanima girerken, hem o©nce biliverdine ve daha sonra biliverdin rediiktaz

enzimi araciligtyla bilirubine doniisiir (Sekil 2.1).



Hem

Hem NADPH+O,

Oksijenaz CO+Fe™ +NADP"

Biliverdin
Biliverdin NADPH
Redﬁktaz N ADP+

Bilirubin

Sekil.2.1.Hem’den bilirubin olusum mekanizmasi [21]

Bilirubin, ti¢ tek karbon kopriisiiyle birbirine baglanmig dort pirol halkasindan olusur.
Ortadaki karbon kopriisii, orta 2 pirol halkasina tek olarak baglanir, yanlardaki 2 karbon
kopriisti ise diger iki pirol halkasia ¢ift bagla baglanir. Bu ¢ift baglarda 2 farkh
konfigiirasyon olabilir. Bunlardan birine Z (Almanca zusammen = beraber), digerine E
(Almanca entgegen = karsilikli) denir. Ana molekiil olan hemde bu ¢ift baglar Z
konumunda oldugu i¢in bilirubin de 4Z, 15Z bilirubin IX a adint alir (Sekil 2.2). Bu
molekiiliin ti¢ boyutlu yapisinda, biitiin polar gruplar molekiil i¢inde bulundugundan

hidrofobik bir 6zellik kazanir. Membranlardan ge¢isi kolaylastiran bu lipofilik 6zellik



molekiil i¢i hidrojen baglar1 sayesinde ortaya ¢ikar. Bilirubin molekiiliine benzer
molekiiller bitkilerde de 15181 algilamak i¢in kullanilmaktadir. Bilirubin de digerleri gibi
1518a duyarlidir ve bu nedenle de 1sikla bilirubin izomerize olur. Bu sayede 151k terapisi
sartlik olan yeni dogmus bebeklerin tedavisinde kullanilir. Isik tedavisi bilirubini

izomerize edip ¢ozlnlrligiini arttirir [19].

E,E-izomer

Sekil.2.2.Bilirubinin 4Z,15Z ve 4E,15E izomerleri

2.2.BILIRUBININ FONKSiYONLARI

Kan dolasiminda bulunan alyuvarlar (kirmizi kan hiicreleri) yaklasik 120 giinliik bir
stire sonunda Omriinii tamamlar ve ¢ogunlugu dalakta olmak iizere retikiiloendotelyal
sistem hiicrelerinde pargalanir ve kirmizi renkli hemoglobin aciga ¢ikar.
Retikiiloendotelyal sistemde meydana gelen bilirubin albumine baglanarak karacigere

tagiir. Her bir albumin molekiiliine 2 bilirubin molekiilii baglanabilir [20]. Konjuge



bilirubin direkt bilirubin olarak ol¢iiliirken, albumine bagli ve serbest olan konjuge

olmamis bilirubinin tamami indirekt bilirubin olarak o6l¢iiliir.

Karacigere gelen albumine bagli bilirubin, karaciger hiicre yiizeyinde albuminden ayrilir
ve membran reseptorlerine baglanir. Karacigerin temel islevsel parenkim hiicresi olan
hepatosit i¢cine gegen bilirubin sitozolde bulunan ligandin veya Y protein (glutatyon S-
transferaz B) adi verilen reseptére baglanarak diiz endoplazmik retikuluma tasinir.
Hepatosit i¢indeki bir diger reseptor olan Z proteininin (yag asidi baglayict protein)
bilirubin afinitesi zayiftir. Bilirubinin bu sitozolik proteinlere baglanmasi bilirubinin
hiicre disina geri ¢ikisin1 Onler. Bilirubinin safra igerisine salgilanmasi ve viicuttan
atitlm1 i¢in suda ¢oziiniir hale gelmesi gerekmektedir. Diiz endoplazmik retikuluma
gelen bilirubin IX o (ZZ) ‘uridildifosfat glukuronil transferaz (UDPGT) enzimi’
yardimiyla suda ¢o6ziinen iki glukuronil grubunun bilirubinin bir veya her iki propiyonik
ucuna eklenmesi ile mono ve diglukuronid sekline doniisiir. Enzim esliginde meydana
gelen bu glukuronidasyon viicuttaki en 6nemli detoksifikasyon mekanizmalarindan

biridir [21].

Glukuronidle konjugasyon, bilirubin atiliminin % 90’1n1 olusturur. Kalan bilirubin ise
glukoz, ksiloz, taurin gibi baska maddelerle konjuge olarak veya oksidasyon,
hidroksilasyon, veya indirgenme reaksiyonlarma girerek suda ¢oziniir hale gelir ve
atilir. Konjuge edilen bilirubin enerji harcayan bir tasiyict sistem araciligiyla kanalikiiler
membrandan safra i¢ine atilir. Safra kanalindaki bilirubin konsantrasyonu hepatosit

i¢indekinin 100 katina kadar ulasir.

Safra kanali araciligiyla bagirsaga gecen konjuge bilirubin tekrar emilemez ancak
konjuge olmamis bilirubin safra, safra tuzlari, fosfolipidler, kolesterol, tiroksin ve diger
bazi maddelerle birlikte enterohepatik dolasima gecer. Bilirubinin monoglukuronid ve
diglukuronid formlar1 stabil molekiiller olmadigi icin bagirsaktaki alkali ortamda
nonenzimatik olarak, mukoza yiizeyindeki B-glukuronidaz ile de enzimatik olarak
hemen konjuge olmamis bilirubin haline doniisiir. Bu bilirubin de enterohepatik

dolasimla karacigere geri doner.



Bagirsaktaki bilirubin en ¢ok duodenum ve kolondan emilir. bagirsaga gegen bilirubinin
yaklasik % 25’inin geri emildigi diistiniilmektedir. Yenidoganda bagirsak florasinin
heniiz gelismemis olmasi, bilirubinin iirobilinojene doniisiimiinii azalttigr icgin
bagirsaktaki bilirubin yiikii artar [19]. Eriskinde ise bagirsaga gelen bilirubinin ¢ogu
bakteriler tarafindan bilirubinoidlere (sterkobilin, tirobilinojen) doniistirler. Sterkobilin
diskiyla, tirobilinojen idrarla atilir. Cok az bir bolim ise hidroliz olarak indirekt

bilirubine doniistiiriiliir ve enterohepatik dolasimla karacigere geri doner [20].

2.3.SISLENME NOKTASI EKSTRAKSIYONU

Ayirma ve Onderistirme igslemleri analitik ve ¢evre kimyasinda olduk¢a 6nemli bir yer
teskil etmektedir. Bu islemler matriks etkisi ve kirleticilerin eliminasyonu ve minimize
edilmesini, farkli teknikler ile bazi maddelerin dedeksiyon limit degerlerinin azalmasini,

bazi maddeler icin analizlenebilirliginin artmasini olasi kilarlar.

CPE islemi birtakim islemleri temel almaktadir. Bunlar; yiizey aktif maddeli sulu
¢ozelti bulaniklagsmaya baslar ve eger sicaklik veya basing degistirilir ya da ¢6zeltiye
uygun bir madde eklenirse iki izotropik faza ayrilir. Yiizey aktif madde ¢ozeltisinin
bulaniklasmaya baslamasinin nedeni sislenme noktasina ulagmasidir. Bu noktada
ayrilan iki fazdan yiizey aktif maddece zengin olup misel yapilar ile yakalanan analit

iceren faz hacimce az olan, seyreltik sulu faz ise hacimce ¢ok olandir [22].

CP-Ekstraksiyonun, solid- faz ekstraksiyonu (SPE) ve likid-likid ekstraksiyonu (LLE)
gibi geleneksel islemlere gore avantaj1 6rnegin az miktarda alinan ilk hacminden yiiksek

onderistirme faktorii elde edilebilmesidir.

CPE, kii¢iik hacimli yiizey aktif madde fazinda (0.2- 0.5ml) madde toplanabildigi i¢in
yiiksek onderistirme faktorleri ve nicel geri alimlar yiiksek kapasitede olabilir. Ilave
reekstraksiyon adimi olmaksizin diger tekniklere benzer sekilde Onderistirme faktorleri

saglar.



Sistenme noktasi ekstraksiyonu organik maddeler ve metal iyonlarinin 6nderisimi ve
ayrilmasi i¢in kullanilabilir. Uygun kosullar altinda reaksiyon sonrasi elde edilen madde

iyonik yapida yada hidrofobik kelatlarla birlikte bulunabilir [23].

2.4.YUZEY AKTIiF MADDELER VE MIiSEL OLUSUMUNUN OZELLIKLERI

Yiizey aktif maddeler ampifilik maddelerdir. Uzun hidrofobik zincir ve kigiik ytikli
grup veya polar hidrofilik molekiillere sahiptir. Tipik yilizey aktif madde R-X
yapisindadir,burada R karbon zinciri (Cg -Cig) , X ise polar veya iyonik bas gruptur.
Yiizey aktif maddelerin en olagan kimyasal siniflandirilmasi yapilarindaki hidrofilik
grup temel almarak yapilir. Yiizey aktif maddeler 4 grupta belirtilmistir: non-iyonik,
katyonik, anyonik, amfoterik (zwitter iyonik) [24]. Tablo 2.1’de bu 4 grubun her biri

orneklenmis ve karakteristikleri verilmistir.

Tablo 2.1.Ylizey aktif maddelerin siniflandirilmasi ve karakteristikleri

Siiflandirma Karakteristik Ozellikleri Ornek
Anyonik Hidrofilik grup olarak karboksil Sodyum dodesil stilfat (SDS)
(RCOOi), siilfonat (RSO37 ), CH3(CH2)1 |SO4ﬁI\IaJr
stilfat (ROSO; ) gibi negatif
yuiklii iyonlar tagirlar.
Katyonik Hidrofilik grup olarak pozitif Setil trimetil amonyum bromiir
yiiklii iyonlar tasirlar. Ornegin (CTAB)
Kuaterner amonyum klortir CH;(CH,),sN"(CH3);Br~
(RN'CI).
Non-iyonik Hidrofilik gruplart ytkstizdiir Polioksietilen(23) dodekanol
fakat suda ¢oziinebilen yiiksek (Brij 35)
polariteye sahip polioksietilen CH;(CH,);;(OCH,CH,),;OH
(—OCH,CH,~) veya polihidrik
alkol gibi gruplardan tirerler.
Amfoterik veya zwitter iyonik Bu molekiiller anyonik ve CH;(CH,);;N'(CHj;), (CH;)COO~
katyonik gruplarin ikisini birden 4—(Dodesildimetil amonyum)
icerebilir ve pH’ a bagl olarak butirat (DAB)
anyonik, katyonik veya notral
tiirlere hakimdirler.




Ayni molekiilde hidrofilik ve hidrofobik gruplarin kombinasyonu yiizey aktif maddeye

su ve diger ¢oziiciilerde ¢coziinme 6zelligi saglar.

Misel yiizey aktif madde molekiilleri ile kollaidal boyutlarda ¢ok molekiillii yapilar
olarak diizenlenmislerdir. Agregatlar kritik misel konsantrasyonu (CMC) elde
edildiginde agregat dogal yoldan sulu ¢ozeltide bulunmaktadir. Yiizey aktif maddenin
kritik misel konsantrasyonu bazi faktorlere baglidir. Molekiiler yapisi ve iyonik kuvvet
,zit yukli iyonlar gibi. Sicaklik CMC’nin altinda ylizey aktif madde birlesmemis
momoner yapisinda iken , CMC’nin {izerinde monemerler ve misel denge halindedir
( Sekil 2.3). Misel kararli yapilar degillerdir. Miselin ¢6ziinmiis ylizey aktif madde
monomerleri ile dinamik dengesi onun onemli bir karakteristikligidir ki CMC’ye
ulasildiktan sonra sabit konsantrasyonda kalir. Misel termodinamik olarak stabillerdir

ve kolayca ¢ogalabilirler [25,26].

) v — : i)
"~ e e ® 0
LY
Balow ihe CM Abose the CWMC
L mOnamieTs | Imanomers and micelles m dynomue eqmbtbrum|

Sekil 2.3.Misel yapinin bir araya gelmesi (aggregate)

Misel gibi diizenli yapinin olusumu sistemin entropisinde azalma anlamina gelmektedir.
Serbest enerji miselin olusumu sirasinda tiiketilecektir. Sulu ¢ozeltide , su molekiilleri
hidrojen baglari ile kendilerini ¢ekerler. Bu yiizden iyonik ve polar maddede ¢oziilme
hidrojen baglarinin kirilmas: i¢in enerji gerektirir. Gerekli olan bu enerji ¢oziinen
tirlerin hidratasyonu ile karsilanir. Buna ragmen yiizey aktif maddelerin alifatik
zincirleri fark edilir oranda hidrate olmazlar. Van der Waals kuvvetleri birbirlerini
karsilikli ¢ekmesi ile yiizey aktif madde molekiilleri ile su arasindaki etkilesim alani
azalir. Yiizey aktif maddelerin hidrofilik bas grubu suda ¢ozlinebilme egilimi gosterir.
Yiizey aktif madde CMC’nin {izerinde sulu ¢6zeltide ¢6ziindiigii zaman hidrofobik yap1

su likid yapisin1 degistirir ve bu olayda serbest enerjinin yiikselmesine neden olur.
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Serbest enerjinin yiikselmesi misel olusumu i¢in ylizey alami yaratmaya gerekli isi

karsilar [24].

Miselin kimyasal tiirlerde ¢oziinebilme yetenegi vardir. Bu olay farkli polariteler ve
boyutlar verebilir. Coziintirliik alani ylizey aktif madde ve ¢6ziinmiis tiirlin yapist ile
degisir. Cozuintirliik alanlart belirtilen sekillerde tanimlanabilir:

a) misel ylizeyi

b) hidrofilik bas gruplar arasi

¢) (non-iyonik yiizey aktif maddeler i¢in) poli oksi etilen gruplari arast

d) cekirdek ve bas gruplar arasindaki araytizey

e) hidrofobik ¢ekirdek
yiiklii kimyasal tiirler (a) , (b) ve (¢) alanlarinda tutulur, (d) alaninda ampifilik tiirler ve
hidrofobik tiirler ¢cekirdekte (e) ekstrakte olur [26].

Miseldeki baglanma alani olan hidrofobik ¢ekirdek CP-Ekstraksiyonunda yaygin olarak
kullanilir. Bu yiizden gelistirilmis metodlarin ¢ogu i¢in ana adim stabil kelat meydana

getirilmesidir.

Non-iyonik veya amfoterik ylizey aktif maddeler kritik misel sicaklikliklarinin {izerinde
olduklar1 zaman sislenme noktasi olayr meydana gelir. Uygun sicaklikta 1sitma islemi
orjinal ¢ozeltinin iki faza ayrilmasina yardimci olur. Diger bir sislenme noktas yiiksek
asid konsantrasyonunda calisildigi zaman metal 6nderisimi ile alakali anyonik yiizey

aktif maddeler i¢in olasidir [27].

Sislenme noktasini temel alan ayirim ilk kez Watanabe ve arkadaslar1 [28] tarafindan
sulu ¢ozeltiden ¢oziinebilen metalik kelatlarin ekstrakte edilebilmesi i¢in uygulanmistir.
CP-ekstraksiyonunda sulu ¢6zeltiye yiizey aktif madde ¢ozeltisi eklenir. Gerekli oldugu
zaman ylizey aktif madde ¢ozeltisi ¢ozliniirligline bagli olarak organik ¢oziicii veya
direk olarak suda ¢oziiliir. Bu ¢ozelti sislenme noktasi tizerine kadar 1sitilir ve faz ayrimi
meydana gelir, santrifijleme ile bu islem hizlandirilabilir. Buz banyosundan

faydalanarak misel fazin ayrimi saglanarak hacimli sulu faz atilir.
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Analiz islemi 6ncesi, sulu faz atildiktan sonra gerekli ise az miktarda ¢6zme ajani (alkol

gibi) eklenebilir.

Misel
I: o Sulu Fazin
. & |~Eh | Sancifj | bsrcmiees
. " ﬂl ) sitma ve o . sdmesi
v —te- ., | w—t [r— “d
Kelatlayic "':%1 iF“ Faz aynimi - 'f:;:r
j L] o w2 @ |
| * ajan j. .' olugumu %}%’ 2] * faziren %g&ﬁ.‘;
- -lﬂ-:a' izohe . .
. edilmes: \""—t’/
Kompleks olugumu ve
Analir misellerin buyumesi
iyonlarn

Sekil 2.4. Geleneksel CP-Ekstraksiyonun sistematik ifadesi.

Bircok denemede sislenme noktasina ulasilmasinda yaygin kosul sicakligin
degistirilmesidir. Faz ayrimmin meydana geldigi sicaklik yiizey aktif madde
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olup, sicakligin degismesine bagli olarak grafigi
cizilebilir. Sekil 2.5° de sulu cozeltideki sislenme noktasi ekstraksiyonunda yaygin

olarak kullanilan Triton X-114° {in faz diyagrami goriilmektedir.

40

2L
30 -

T(°C)

201 L

1 u T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
Triton X-114 (wiw)

Sekil 2.5.Sulu ¢ozeltideki Triton X-114 non-iyonik ylizey aktif maddenin faz diyagramu.
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Sekil 2.5 iki alana ayrilmistir. L ile tanimlanan kisimda sulu ¢6zelti tek izotropik faz
sunarken 2L ile belirtilen alanda sulu fazdan misel faz ayrilir. Boylece anizotropik
karisim olusur ve daha sonra kendi arasinda iki izotropik faza ayrilir. Yiizey aktif

maddece fakir faz kritik misel konsantrasyonunun (CMC) altindadir.

90 a0
(a) ) “ | o A
wid G // 751

— e
il 1
M1 CuEsr CiEa

- T 65—
el 80{ C.E,
C.E e R
N N 55 |

Temperature [°C)
8
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n (’
Temperature (°C)

Bk
501 ““m_: a___,r’
45
30—
404
20 L 26 | L
10 . : : 30 r . :
] 0.1 0.2 0.3 0.4 1] .4 0.2 0.3 0.4
% Surfactant % Surfactant

Sekil 2.6.Monoeter glikol polioksietilen yiizey aktif maddeleri i¢in faz diagramlart.
a-) serideki oksietilen birimlerinin etkisi: Ci4Es, C14E¢, C14E7, C14Eg

b-) serideki karbon zinciri uzunlugunun etkisi: CoEq, C2Eq, Ci4Es

Sekil 2.6°da oksietillenmis non-iyonik yiizey aktif madde (C;E;) ¢6zeltilerinin homolog
serileri i¢in faz diyagramlari verilmistir. Grafiklerde sislenme noktasi sicakliginin non-
iyonik yiizey aktif madde yapisina baglh oldugu goriilmektedir. Bu ylizey aktif
maddelerin homolog serileri i¢in karbonik zincirin azaldig1 veya oksietilen tinite
numarasinin artmasi ile sislenme noktasi yiikselir. Eger oksietilen iinite numaralari

degismez ise karbonik zincir uzunlugunun artmasi ile sislenme noktasi azalir [29].

Yapilan caligmalarda ylizey aktif madde yapilar ile onlarin sislenme noktasi arasinda
bazi deneysel iliskiler bulunmustur. Gu ve Sjobom, [30] sislenme noktasi ve yiizey aktif
maddenin oksietilen {inite numaralarinin logaritmasi arasindaki lineer iligskiye ek olarak
sislenme noktas1 ve hidrofobik zincirdeki karbon numarasi arasinda da lineer bir iliski
oldugunu bulmuglardir. Schott, [31] suda ¢oziinebilen polioksietillenmis non-iyonik

yiizey aktif maddelerin sislenme noktas1 ile molekiil basina oksietilen tiniteleri ortalama
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sayisinin lineer iliskide oldugunu bulmustur. Poli dagitici yiizey aktif maddelerin
sislenme noktas: hidrofilik ve lipofilik dengesi ile alakali olabilir [32]. Huibers ve
digerleri [33] alkiletoksilat simifi saf non-iyonik yiizey aktif maddelerin sislenme

noktasini degerlendirmek i¢in deneysel calismalar yapmislardir.

Kjellander ve arkadaslari non-iyonik yiizey aktif maddeler ve su ile bicimlenmis
sistemlerdeki fazlarin ayrimini agiklamak tizere bir model gelistirmislerdir [34,35,36].
Kjellander ve digerlerine gore daha diisiik sicakliklarda her bir yiizey aktif maddenin
molekiilleri oldukga iyi diizenlenmis su tabakasi (hidrojen baglari ile polar bas gruplari
ve non-iyonik yiizey aktif maddelerin polioksietilen {initeleri ile diizenlenmistir)
tarafindan gelistirilmistir. Sicaklik yiikseldigi zaman, entropide yiikselme meydana gelir
bu da polioksietilen zincirlerinin dehidrasyonuna ve su molekiilleri tabakasinin hasar
gormesine neden olur. Bu noktada, molekiiller arasindaki zayif Van der Waals
kuvvetleri misel yigisimlarina énemli yardimlarda bulunurlar ve sonug olarak faz ayrimi

olay1 meydana gelir.

Misel ¢ozeltilerin sislenme noktasi; tuz ilavesi, alkol varligi, diger yiizey aktif maddeler,
polimerler ve bazi organik veya inorganik bilesikler ile diisiiriilebilir. Gu ve Galera-
Gomez [37], Triton X-100’tin sulu ¢ozeltilerinin sislenme noktasina polar organik
stvilarin (alkoller, asitler, eterler, ketonlar, esterler vs) etkilerini ¢alismislardir. Sonugta,
suda kismen c¢oziinebilen polar organik sivilarin eklenmesi ytizey aktif maddenin
sislenme noktasinda diismeye neden olurken, suda ¢ok ¢oziinen polar organik sivilarin

eklenmesi ile yiizey aktif maddenin sislenme noktasini arttirdigin1 gostermislerdir.

Diger bir uygulama da Triton X-114’{in sislenme noktasina Triton X-100 (non-iyonik),
SDS (anyonik), CTAB (katyonik) gibi yiizey aktif maddelerin eklenmesinin neden
oldugu degisiklikler ve misel karigiminin sislenme noktasina bazi elektrolitlerin
etkisidir. Misel fazin hidrofilik karakterinin artmasi su sekilde agiklanabilir ; eklenen
iyonik yiizey aktif madde molekiillerinin non-iyonik misel ile birlesmesi yiizey yiikiinii
degistirir ve misel arasindaki itmeyi artirir, bu da onlar1 daha hidrofilik yapar. Diger
taraftan ilave edilen diger elektrolitler yiizey aktif madde sislenme noktasini azaltir

veya artirir. Bu etkiler sirasi ile ‘salting-in’ ve ‘salting-out’ olarak bilinir [38].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CIHAZLAR

Absorbans ol¢iimleri i¢in kullanilan cihaz Sekil 3.1°de gosterilmistir. Olgiimler,
piyasadan temin edilen, 151k kaynagi olarak tungsten lamba (Ocean Optics Inc.) ve
absorbans oOl¢iimleri icin CCD temelli dedektdre sahip olan minyatiir fiber optik
spektrofotometre ~ (Ocean  Optics  Inc., HR4000CG-UV-NIR)  kullanilarak
gergeklestirildi.

Tartim icin RADWAG AS 220/C/2 analitik terazi, pH 6l¢timleri igin HANNA HI 221
Calibration Check Microprocessor pH metre, santrifiij islemleri i¢in Electromag M
4812P santrifiij cihazi, sicaklik islemleri i¢in su banyosu, distile su iiretimi i¢in GFL

distile su sistemi cihazi kullanildi.

3.2. KIMYASAL MADDELER

Kullanilan kimyasal maddeler; Bilirubin (Cs3 H3s O¢ N4) (Sigma-Aldrich), Sodyum
periyodat (NalO4) (Merck), Triton X-114 (TX-114) (Sigma Aldrich), Sodyum Dodesil
Stilfat (SDS) (Merck), Hidroklorik asit (HCl) ( J. T. Baker ), Teknik alkol % 96, L-
Askorbik asit (AA) (Merck), Salisilik asit (SA) (Merck), D-Tryptophan, minimum 98
% TLC (Triptofan) (Sigma-Aldrich), Indoxyl B-D-glucoside (Indican) (Sigma-Aldrich)
, Sodyum kloriir (NaCl) (Merck), Potasyum kloriir (KCl) (Merck), Sodyum nitrat
(NaNOs) (Merck), Sodyum hidroksit (NaOH) (Rield-de Haen).

3.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Biitiin kimyasallar analitik saflikta olup ¢ozelti hazirlanmasinda distile su kullanildi.

Bilirubin suda ve asitlerde ¢oziinmez alkali ¢ozeltilerde ¢oziintir. Bilirubinin kapali
formulii Cs3 Hss Og Ny “dir. Stok bilirubin ¢ozeltisi (1.0x107 mol L™), 146 mg bilirubin
tartim alinarak 1.0 mL 1.0 mol L' NaOH ile ¢oziildii ve distile su ile 25 mL’ye
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tamamlandi. Hazirlanan Bilirubin stok ¢o6zeltisi dayaniksizdir ve buzdolabinda 2 giin

saklanabilir. Seyreltik ¢ozeltileri giinliik olarak hazirlandi.

NalOy ¢ozeltisi ( 5.0x10~ mol L™ ), 106.9 mg NalOy tartim alinarak distile su ile 100

mL’ye tamamlandi.

Triton X-114 ¢ozeltisi (% 5.0 (v/v)), 5.0 mL derisik Triton X-114 distile su ile 100

mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

SDS ¢ozeltisi (% 2.0 (w/v)), 2 g SDS tartim alinarak distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

HCI ¢ozeltisi ( ~ 6.0 mol L™ ), 50 mL derisik HCI ¢ozeltisi ( ~ 12.0 mol L™ ) distile su

ile 100 mL’ye tamamlandi.

NaOH ¢ozeltisi ( 1.0 mol L ), 4 g¢ NaOH tartim almarak distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

Stok Askorbik asit (AA) ¢ozeltisi ( 1.0x10? mol L™ ), 44 mg AA tartim alinarak distile

su ile 25 mL’ye tamamlandi. Cozelti giinliik olarak hazirlandi.

Stok Salisilik asit (SA) ¢ozeltisi ( 1.0x10? mol L™ ), 34.5 mg SA tartim alinarak 1.0 mL

1 mol L' NaOH ile ¢oziildiikten sonra distile su ile 25 mL’ye tamamlandi.

Stok Triptofan ¢ozeltisi ( 1.0x10%2 mol L), 51.1 mg Triptofan tartim alinarak 1 mL 1

mol L NaOH ile ¢oziildiikten sonra distile su ile 25 mL’ye tamamland.

Stok indican ¢ozeltisi ( 1.0x10% mol L™ ), 73.8 mg Indican tartim almarak 1 mL 1 mol

L NaOH ile ¢oziildiikten sonra distile su ile 25 mL’ye tamamlandi.

Calisma ¢ozeltileri stok ¢ozeltiden gerekli seyreltmeler yapilarak hazirlandi. Cozeltiler
(Askorbik asit, Salisilik asit, Triptofan ve Indican) koyu renkli balon jojede
buzdolabinda saklandi.



16

3.3. UYGULANAN YONTEMLER

3.3.1. Calisma Metodu

Santrifiij tiiplerine 1 mL (5.0x107 - 6.0x10® mol L) Bilirubin, 0.1 mL % 2 sodyum
dodesil siilfat (SDS), 0.5 mL 6.0 mol L™ HCI ve 5.0x10™ mol L' NalO4’ten 1.5 mL
ilave edilip 9.5 mL’ye seyreltildi. 50 °C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra ortama 0.5
mL %5 TX-114 (v/v) ilave edildi. Tupler karistiritlip 4000 devirde 5 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda dipteki viskoz mavi TX-114 fazinin tizerinde kalan sulu faz dikkatlice
bir pipet yardimiyla ayrildi. Viskoz TX-114 faz1 ¢ozmek i¢in son hacim 0.5 mL olacak
sekilde etil alkol ile seyreltildi. Fiber optik spektrofotometresiyle ¢ozeltinin absorbansi

A=693 nm’de reaktif koriine kars1 okundu.

3.3.2. Absorbans Olciimii

Absorbans oOl¢timleri ticari, minyatiir fiber optik esasli (Ocean Optics PC 4000)
spektrometre ile gerceklestirildi. Isik kaynagi olarak Tungsten halojen lamba (Ocean
Optics) ve CCD (charge-coupled-device) esasli dedektor kullanildi. CP-Ekstraksiyonu
sonrasinda yiizey aktif maddece zengin fazin absorbansinin 6l¢giilmesi i¢in dizayn edilen

model Sekil 3.1°de gosterilmistir. Olgiimler kuvartz kiivetlerde yapildi.

Isik kaynag@

!

Yiizey aktif madde (analit)

Sekil 3.1.Absorbans 6l¢tim diizenegi
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3.3.3. Sislenme Noktas1 Ekstraksiyonunun Optimizasyonu

Sicakliga bagli reaksiyon siiresi, NalO4 ve tuz etkisiy, HCl ve Triton X-114

konsantrasyonu gibi farkli degiskenlerin ekstraksiyon islemi {izerindeki etkileri calisildi.

3.3.3.1. Sicakhk Etkisi

Ekstraksiyon islemi tizerinde degiskenlerin etkilerinden biri sicakliktir. Sicakliga bagh
olarak reaksiyon siiresi belirlendi. Sicaklik etkisini belirlemek i¢in 25 ile 60 °C
araliginda calisildi. Uygun sicaklik ve reaksiyon siiresi belirlendi. Denemelerde
kullanilan bilirubin konsantrasyonu 1.17 mg L™ olup A=693 nm’de absorbans degerleri

okundu.

3.3.3.2. HCI Konsantrasyonunun Etkisi

Reaksiyonun 6nemli degiskenlerinden biri olan HCI konsantrasyonunu belirlemek i¢in
0-0.9 mol L™ konsantrasyonlar1 arasinda calisildi. Denemelerde kullanilan bilirubin
konsantrasyonu 1.17 mg L' olup A=693 nm’de absorbans degerleri okunarak en uygun

HCI konsantrasyonu se¢ildi.

3.3.3.3. Triton X-114 Konsantrasyonunun Etkisi

Caligsmalarda farkli miktarlarda (% 0.05 - % 1 (v/v)) Triton X-114 kullanilarak
ekstraksiyon islemi gergeklestirildi. Denemelerde kullanilan bilirubin konsantrasyonu
1.17 mg L olup A=693 nm’de absorbans degerleri okunarak en uygun Triton X-114

konsantrasyonu seg¢ildi.

3.3.3.4. NalOy etkisi

Bilirubinin yiikseltgenmesi i¢in ¢esitli ylikseltgen maddeler denendi ve en uygun madde
olarak NalOy secildi. 5.0x10°-5.0x10™ mol L konsantrasyonlar1 arasinda g¢alisildi.
Denemelerde kullanilan bilirubin konsantrasyonu 1.17 mg L™ olup A=693 nm’de

absorbans degerleri okunarak en uygun NalO4 konsantrasyonu belirlendi.

3.3.3.5. Sodyum Dodesil Siilfat Konsantrasyonunun Etkisi
Yapilan ¢alismalarda Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)’1in CP-Ekstraksiyon sistemi {izerine
etkisine test edildi Denemelerde kullanilan bilirubin konsantrasyonu 1.17 mg L™ olup

A=693 nm’de absorbans degerleri okunarak SDS etkisi incelendi.
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3.3.3.6. Tuz Konsantrasyonunun Etkisi
Yapilan calismalarda cesitli inert tuzlar denenerek tuzun CP-Ekstraksiyon sistemi
iizerine etkisi arastirildi. Denemelerde kullanilan bilirubin konsantrasyonu 1.17 mg L™

olup A=693 nm’de absorbans degerleri okunarak tuz etkisi incelendi.

3.3.3.7. Analitik parametreler
CP-Ekstraksiyon sistemi optimize edildikten sonra metodun analitik parametreleri
degerlendirildi. Kalibrasyon grafigi farkli konsantrasyonlardaki bilirubin ¢ozeltileri ile

elde edildi.
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4. BULGULAR

4.1. BILIRUBININ ABSORPSiYON SPEKTRUMU

CP-Ekstraksiyon sonrasi ve ekstrakte etmeden bilirubinin absorpsiyon spektrumlari
incelendi. Ortamda NalO, varliginda renk saridan Once yesile sonra maviye

donmektedir. Maksimum absorpsiyon spektrumu A=693 nm’de verdi.

Bilirubinin (1.17 mg L) sulu ¢dzelti (a), CPE sonrasi (b) ve asidik ortamda NalO,
varliginda CPE sonrasi (c) absorbans spektrumlari Sekil 4.1°de gosterilmistir.

0.67

Absorbance (000

400 SO0 600 700 GO0 a0
Weavelength (nm)

Sekil 4.1. 1.17 mg L-1 Bilirubin (a), Bilirubinin CPE sonrasi (NalO, ilavesiz) (b) ve NalO,
varliginda CPE sonrasi (c) absorpsiyon spektrumlari.

Ekstraksiyon sartlart: 1.17 mg L™ Bilirubin , % 0.02 SDS (w/v),%0.25 TX-114, 7.5x10” mol L™
NalO,, 0.3 mol L™ HCL.
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4.2. DEGISKENLERIN ETKiSi

4.2.1. Sicakhik Etkisi

CP-Ekstraksiyon metodunda ¢6zeltinin inkiibasyon zamani ve inkiibasyon sicakligi
extraksiyon isleminin basaris1 agisindan 6nemli bir analitik parametredir. inkiibasyon
sicakliginin diisiik, stiresinin kisa olmasit ve bunlara bagl olarak etkin ayirma arzulanan
bir durumdur. Inkiibasyon zamanindaki artis ortamda bulunan tiirlerin etkilesim siiresini
artirmaktadir ve bu durum CPE isleminin basarisina pozitif bir katki saglamaktadir.
Bundan dolay1 inkiibasyon zamani ve inkiibasyon sicakligi arastirildi. Inkiibasyon
sicakligr 25 ile 60 °C arasinda arastirildi. Etkin inkiibasyon sicakligimin 50 °C oldugu
bulundu. Inkiibasyon zamani 5-30 dakika arasinda arastirildi. Oda sicakliginda (25 °C)
maksimum absorbansa 30 dakika sonunda ulasildig1r Sekil 4.2.1°de gosterilmistir. Bu
reaksiyon siiresinin sicakliga bagl olarak azaldigi ve 50 °C’de 2 dakikada maksimum
absorbansa ulasildigi gozlendi. Grafikte B-25 °C, C-40°C, D-50°C, E-60°C’yi

gostermektedir.

0,4-
0,29
0,26
0,24
0,22
0,21
0,19
0,17
0,10
0,05

Absorbance

Time (min)

Sekil 4.2. Bilirubinin CPE {izerine sicaklik ve zaman etkisi grafigi

Ekstraksiyon sartlari: 1.17 mg L™ Bilirubin , % 0.02 SDS (w/v),%0.25 TX-114, 7.5x10” mol L™
NalO,, 0.3 mol L' HCI.
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4.2.2. HCI Konsantrasyonunun Etkisi

Organik ve inorganik maddelerin misel ortam igerisine cekilerek uygun verime
ulagilabilmesi i¢in ortamin pH’1 6nemli bir parametredir. Calisma ortami asidik bolgeye
kaydike¢a ortamdaki (+) yiiklii iyon miktar1 artmakta ve bu durum ytizey aktif maddenin
hidrofilik bas kismimin ¢o6zelti ortami igerisinde aktivitesini engelleyici etki

gostermektedir. Ancak bu etki ylizey aktif maddeye gore degisiklik gostermektedir.

HCI konsantrasyonunun Bilirubinin (1.17 mg L) CP-Ekstraksiyonu iizerine etkisi
arastirldi. Deneylerde 0-0.9 mol L™ HCI ¢ozeltileri kullanilip sonuglar Sekil 4.3’de
gosterildi. Bilirubinin oksidasyonu asit konsantrasyonuna baghdir. Sekil 4.2.2°de de
gortildiigii gibi HCI konsantrasyonunun artmasiyla absorbans artmis ve 0.25 - 0.35 mol
L' HCl konsantrasyonu araliginda sabit kalmistir. Daha yiiksek HCI
konsantrasyonlarinda ise absorbans kademeli olarak azalmistir. Bu ¢alismada 0.3 mol
L' HCI konsantrasyonu se¢ildi ve bundan sonraki deneysel ¢aligsmalarda 0.3 mol L'

HCI konsantrasyonu kullanildi.

0,4 1 | T

1/ \

0,1

Absorbance

0’0 T T T T T T T T
0.2 0,4 0.6 08 1,0

Concentration of HCI (mol L™

Sekil 4.3. Bilirubinin CPE tizerine HCI etkisinin grafigi

Ekstraksiyon sartlart: 1.17 mg L™ Bilirubin , % 0.02 SDS (w/v), %0.25 TX-114, 7.5x10 mol
L' NalO,.
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4.2.3. TX-114 Konsantrasyonunun EtKkisi

Yiizey aktif madde konsantrasyonu CP-Ekstraksiyonunu etkileyen Onemli
parametrelerden biridir. Yapilacak ayirma islemleri i¢in en verimli yiizey aktif madde
konsantrasyonu degeri genellikle dar bir aralikta gozlenir. Yiizey aktif madde
konsantrasyonu onderistirme faktorii ile yakindan iliskilidir. Yiizey aktif madde hacmi
ve onderistirme faktorii ylizey aktif maddenin yapisina ve konsantrasyonuna baglidir.
Artan oOnderistirme faktorii; islemin uygulanabilirligini, tekrarlanabilirligini ve
verimliligini ters yonde etkilemektedir. Onderistirme faktorii artisma bagli olarak
tekrarlanabilirlik azalmaktadir. Bilirubinin CP-Ekstraksiyonu tizerine non-iyonik yiizey
aktif TX-114 etkisi arastirildi. TX-114 konsantrasyonu 0.05-1 % (v/v) araliginda
denendi. Maksimum absorbans degerine % 0.1 TX-114 konsantrasyonunda ulasildi.
Absorbansin % 0.1-0.25 TX-114 konsantrasyon araliginda sabit oldugu ve daha yiiksek
TX-114 konsantrasyonlarinda yiizey aktif maddece zengin fazin hacminin arttig1 buna
bagli olarak absorbansin kademeli olarak diistiigli gozlendi. Bu ¢alismada onderistirme

faktoriintin biiytik olmasi i¢in % 0.1 TX-114 (v/v) secildi.

0,368 - /I—I—I—I
o 0,284 [ ]
(%)
c
©
T 0,266 b
(7]
!
< \
0,216 I\
0,154 [ |
T T T T T T T
0,1 0,2 0,5 1

Concentration of TX-114 (% v/v)

Sekil 4.4. Bilirubinin CPE tizerine TX-114 etkisinin grafigi

Ekstraksiyon sartlart: 1.17 mg L™ Bilirubin , % 0.02 SDS (w/v), 7.5x10” mol L' NalO,, 0.3
mol L™ HCI.
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4.2.4. NalO4 Konsantrasyonunun Etkisi

Bilirubin havayla temas ettiginde havanin oksijeni ile kendiliginden yiikseltgenir.
Ancak bu yiikseltgenme hiz1 yavastir ve tamamen ylikseltgenmesi i¢in hava oksijeni
yeterli degildir. Bu calismada Bilirubinin yiikseltgenmesi i¢in ¢esitli ylikseltgen
maddeler 6rnegin Na,S;0g, H,O, ve NalO4 denendi. Bu yiikseltgenler arasinda
bilirubinin ekstraksiyonu i¢in maksimum performansi NalO4 ‘in verdigi goézlendi.
Bundan dolay1 bu ¢alismada yiikseltgen olarak NalO4 ¢ozeltisi kullanildi. NalOy etkisi
5.0x10°-5.0x10* mol L' konsantrasyon arahiginda calsildi. Elde edilen deneysel
sonuglar Sekil.4’de gosterildi. Sekil.4’de gortildiiga gibi NalO4 konsantrasyonun
artmasiyla birlikte absorbans degerinin arttigi ve 7.5x10*-1.5x10* mol L
konsantrasyon araliginda sabit kaldigi ve daha yiiksek NalO4 konsantrasyonlarinda
absorbans degerlerinin kademeli olarak azaldig1 gozlendi. Bu ¢alismada 7.5x10™ mol
L' NalO, optimum olarak bulundu ve bundan sonraki deneysel ¢alismalarda da bu

konsantrasyon kullanildi.

0,40 E—E—n
0,36 |
0,35 [ ] \
0,34 /

0,33 1 | [ ]

Absorbance
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Concentration of NalO4 ( mol L'1)

Sekil 4.5. Bilirubinin CPE {izerine NalO, etkisinin grafigi

Ekstraksiyon sartlari: 1.17 mg L™ Bilirubin , % 0.02 SDS (w/v), 0.3 mol L™ HCI, %0.25
TX-114.
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4.2.5. Sodyum Dodesil Siilfat Konsantrasyonunun Etkisi

CP-Ekstraksiyonu 6zel amagli uygulamalari i¢in yilizey aktif madde karisimlari
(noniyonik, katyonik, anyonik v.s) ya da ortama kimyasal madde ilavesi yapilarak yeni
modifiye ¢ozelti sistemleri olusturulabilir. Bu islem sonucunda CPE sicakligi ve CPE
verimi lizerinde oynamalar yapilarak ekstraksiyonun verimi artirilabilir. Bu ¢aligmada
biliribinin maksimum verimle ekstraksiyonu i¢in sodyum dodesil siilfat kullanildi. Tuz
ilavesiz ve SDS varliginda CPE sicaklig1 artarken az miktarda tuz varliginda CPE
sicakligr diiser. Bu deneyde % 2.0 (w/v) SDS nin 1 mL’si maksimum ekstraksiyon i¢in

yeterli oldu.

4.2.6. Tuz Konsantrasyonunun EtKisi

Yiizey aktif madde iceren bir ¢ozelti ortamina elektrolit tuz ilavesi sonucu faz ayirma
isleminin kolaylastig1 tespit edilmistir. Ortama tuz ilave edildigi zaman veya tuz
konsantrasyonu artirildigi zaman misel boyutu ve toplanma katsayisi artmaktadir.
Bundan dolay1 bu calismada cesitli inert tuzlarin CPE tizerine etkisi arastirildi. NaCl,
KCI ve NaNOs gibi tuzlarin iyonik siddetleri aynidir. Bundan dolay: tuz olarak NaCl
secildi ve CPE iizerine etkisi % 0-2 (w/v) NaCl arasinda arastirildi. Yapilan deneysel
calismalarda tuz konsantrasyonun CPE {izerine etkisi olmadig1 gozlendi. Dolayisiyla

bundan sonraki ¢alismalarda tuz ilavesiz ¢alisildi.

4.2.7. Analitik Parametreler

CP-Ekstraksiyon sistemi optimize edildikten sonra metodun degerlendirilen analitik
parametrelerine gore sistemin kalibrayon dogrusu 10 mL standart ¢ozeltiler kullanilarak
optimum reaksiyon kosullarinda elde edildi. Calisma arahig1 5.0x107-6.0x10° mol L’
olarak secilen bilirubinin dogru denklemi A=0,193C + 0,032 ve korrelasyon katsayisi
r=0,9994 olarak bulundu. Metodun relatif standard sapmasi (RSD) 2x10° mol L ve
8x10® mol L™ bilirubin kullamlarak ve Sl¢iim 5 kez tekrarlanarak strastyla % 1,78 ve
% 0.78 olarak bulundu. Metodun belirtme smir1 Cp:3Sy/m ifadesinden hesaplandi ve
1.0x10™® mol L™ bulundu (Bu denklemde C;=tayin sinir1, Sg=Blankin standart sapmasi,

m=dogru denkleminin kayim degeri).

Sistemin Onderistirme faktérli PF=Vy,/Vs denkleminden hesaplandi, 20 bulundu.

(Burada Vy,=ylizey aktif madde son hacmi, Vg=sulu faz hacmi).
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Sekil 4.6. Optimum kosullar altinda Bilirubin analizi i¢in 0.29-2.92 mg L™ Bilirubin
konsantrasyonlar1 arasindaki lineerlik egrisi

4.2.8.Coziicii Etkisi

Viskoz yiizey aktif maddece zengin TX-114 fazin1 ¢ozerek absorbans dlgiimiine hazir
hale getirmek i¢in Asetonitril, Tetrahidrofuran (THF), Aseton, Metanol, Etanol gibi

cesitli ¢oziiciiler denenmistir. En uygun ¢6ziicii etanol olarak se¢ilmistir.



4.3. GIRISIM YAPAN MADDELERIN ETKISI

Optimum kosullar altinda 1.17 mg L™ Bilirubin analizinde girisim yapan maddelerin

etkileri ayr1 ayr1 incelendi. Sonuglar Tablo 4.1°de gosterildi.

Tablo 4.1. 1.17 mg L™ Bilirubin tayininde girisim yapan maddelerin etkileri (n=3)

Girisim yapan

(Girisim yapan
Girisim yapan maddelerin
madde/Analit)* Hata (%)
maddeler konsantrasyonu
| Kiitle oram
(mg L)
Askorbik Asit 7.04 0.6 -1
Indican 59.1 5 -5
Salisilik Asit 27.6 2.5 -4
Triptofan 40.8 4 -1

*Bilirubinin baslangi¢ konsantrasyonu 11.7 mg L™, son konsantrasyonu 1.17 mg L™
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5. TARTISMA VE SONUC

Serum ve idrarda en ¢ok kullanilan Bilirubin tayin yontemi kuvvetli asidik ortamda
Bilirubinin p-dimetilaminobenzaldehid (p-DMABA) ile vermis oldugu Ehrlich aldehid
reaksiyonudur [39]. Literatiirde bilirubin tayini ile ilgili ¢esitli spektrofotometrik
analitik yontemler mevcuttur. Bilirubinin spektrofotometrik tayin yontemleri genellikle
kuvvetli asidik ortamda diazo-coupling diazo boyar maddesi reaksiyonu {izerine
kurulmus olan yontemler olup reaktif olarak diazolanmis siilfanilik asit [40], 2,5-
diklorobenzendiazonyum [41], 3-nitroanilin ve 2,4-diklorofenildiazonyum (2,4-DCPD)
[42] gibi reaktifler kullanilir. Diazo-coupling reaksiyonu iizerine kurulmus olan bu

yontemler zahmetli ve zaman alic1 yontemlerdir.
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Sekil 5.1. Bilirubinin Tiedemann & Gmelin tarafindan 6nerilen reaksiyonlari [43]
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Bu ¢alismada bilirubin daha basit bir yontemle spektrofotometrik olarak tayin edildi. Bu
tez calismasinda kuvvetli asidik ortamda (0.6 mol L™ HCI) kuvvetli bir yiikseltgen
(NalOy4) varliginda Bilirubinin yiikseltgenmesiyle olusan mavi renkli {irliniin sislenme
noktas1 ekstraksiyonu (CPE) sonrasi fiber optik spektrofotometrik olarak ol¢iilmesi
esasina dayanan bir yontem gelistirildi. Bilirubinin sislenme noktasi ekstraksiyonu
Tiedemann & Gmelin [43] tarafindan Onerilen reaksiyon baz alinarak gerceklestirildi.
Yontem serum ve idrar orneklerine kolaylikla uygulanabilecek bir yontemdir. Idrar
orneklerinde bulunabilecek bilirubinin 6nderistirme sonrasi tayini miimkiin olacaktir.
Reaksiyonun yiiriiytisii Sekil 5.1°de gosterildigi gibidir. Bilirubinin yiikseltgenme iiriinii
sulu ortamda kararli olmamasina karsilik yiizey aktif madde fazinda son derece

stabildir.
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OZGECMIS

09.02.1984 tarihinde Mersin‘de dogdum. 1990 yilinda basladigim ilkdgretimimi Mersin
Ileri Ilkokulu’nda tamamladim. Mersin Orta Okulu‘ndaki ortadgretiminim ardindan
basladigim Cemile-Hamdi Ongun Y.D.A Lisesi‘nden 2002 yilinda mezun oldum. 2004
yilinda Mustafa Kemal Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimiinii kazandim.
2006 yili yaz déneminde Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya laboratuvarinda,
2007 yili yaz déneminde Coca-Cola Mersin fabrikasinda {iretim departmaninda kalite ve
kontrol laboratuvarinda stajimi yaptim. 2008 yilinda lisans egitimimi tamamlayarak 1.U.
Fen Bilimleri Enstitiisii Analitik Kimya Programi‘nda yiiksek lisans 6grenimine hak
kazandim. Ekim 2010-Aralik 2011 tarihleri arasinda “Kolorimetrik kat1 faz ekstraksiyonu-
fiber optik reflektans spektroskopisiyle biyolojik sivilarda yeni bir bilirubin 6l¢iim
yonteminin  gelistirilmesi” bashikli TUBITAK projesinde proje asistan1 olarak galistim.



