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OZET

CESITLI GIDA ORNEKLERINDE 5-HIDROKSIMETILFURFURUAL (5-
HMF) VE PROLININ ULTRASONIK DESTEKLI BULUTLANMA NOKTASI
EKTRAKSIYONU ILE ZENGINLESTIRILME SONRASI
SPEKTROFOTOMETRIK (UV-VIS) BELIRLENME OLANAKLARININ
ARASTIRILMASI

Semahat DAGDEVIREN BAS
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Ramazan GURKAN

2019, 64+ xvii sayfa

Bu tez ¢calismasinda, ultrasonik destekli bulutlanma nokta ekstraksiyonu (UA-CPE) ve
spektrofotometre kullanilarak bal, sarap ve meyve suyunda prolin ve 5-HMF tayini
icin iki farkli yontem gelistirilmistir. Prolin icin gelistirilen ydntemde, prolin,
histamin, Cu(II) ve floresein iceren pH'1 5.5 olan bir kuarterner kompleks olusturuldu.
Numuneler, ekstraksiyondan ve 6n deristirmeden Once etanol-su karigimi ile 40 °© C'
de 10 dakika boyunca bir ultrasonik banyo kullanilarak (40 kHz, 300 W) hazirlandi.
Ekstraksiyon verimini etkileyen degiskenlerin optimizasyonundan sonra, 105
duyarlilik arttirma faktorii ile 15 ila 600 pg L™! arasinda iyi bir dogrusallik elde edildi.
Se¢me ve tayin sinirlari sirastyla 5.7 ve 19.0 pg L™ idi. Geri kazanim yiizdesi ve yiizde
standart sapmalar (% BSS), sirastyla % 95.3 ile % 103.3 ve % 2.5 ile % 4.2 arasindadr.
Yontemin dogrulugu standart bir referans maddenin (SRM 2389a) analizi ile test
edildi. 5-HMF i¢in gelistirilen yontemde ise 5S-HMF, SDS ( Sodyum Dodesil Sulfat )
ve fenosafranin iceren pH 5.5 ortaminda iyon ¢ifti olusumuna dayanan ekstrakte
edilebilir hidrofobik imin tiirevi lriin elde edilmistir. UA-CPE verimini etkileyen
parametrelerin optimizasyonu sonrasi, ornekler, sonikasyonlu ve sonikasyonsuz, 40-
45° C'de 5 ve 15 dakika siire icin HC1O4-Carrez I, 11 ¢ozeltilerinin karigimiyla 6n islem
sonras1 Orneklerin 5-HMF igerikleri 532 nm’de spektrofotometre ile belirlenmistir.
UA-CPE sonrasi, 60 (65) katlik duyarlik iyilestirme faktorii ile kalibrasyon egrisinin
SDS derisimine bagli olarak 2-200 ve 2-100 pg L' arasinda dogrusal oldugu
gbzlenmistir. Diisiik ve yliksek SDS hacimleri varliginda, segme ve tayin sinirlari

sirastyla 0.75/2.51 ve 0.53/1.76 pug L! idi. Ug derisim diizeyinde standart eklenmis
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ornekler icin (10.25 ve 75 pg L1, n: 5) yiizde geri kazanim ve bagil standart sapmalar,
strastyla % 97.5-102.3/ %2.6-3.7 ve % 97.3-101.6/ % 2.5-3.8 arasinda idi. Yontemin
dogrulugu, analiz sonuglarimin modifiye spektrofotometrik White yontemi ile
karsilastirilmasi ile test edilmistir. Yontem, daha sonra segili 6rneklerin analizine

basartyla uygulanmistir.

Anahtar kelimeler: Ultrasonik destekli bulut noktasi ¢ikarimi, spektrofotometre,

prolin, bal, sarap, meyve suyu, S-HMF, Fenosafranin
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF SPECTROPHOTOMETRIC (UV-VIS)
DETERMINATION POSSIBILITIES OF 5-
HYDROXYMETHYLFURFURUAL (5-HMF) AND PROLINE IN VARIOUS
FOOD SAMPLES AFTER PRECONCENTRATION WITH ULTRASOUND
ASSISTED-CLOUD POINT EXTRACTION

Semahat DAGDEVIREN BAS
Master of Science Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Ramazan GURKAN
2019, 64+xvii pages

In this study we devolopet two different methods for determination of rolme and 5-
HMF in honey winc and fruit juice spectrophotometry. Initially for determination of
proline, a quaternary complex was built, containing proline, histamine, Cu(II), and
fluorescein at pH 5.5. Samples were pre-treated with ethanol-water mixture before
extraction and preconcentration, by using an ultrasonic bath for 10 min at 40 °C (40
kHz, 300 W). After the optimization of variables affecting extraction efficiency, good
linearity was obtained between 15 and 600 ug L! with sensitivity enhancement factor
of 105. The limits of detection and quantification were 5.7 and 19.0 pg L,
respectively. The recovery percentage and relative standard deviations (RSD %) were
between 95.3 and 103.3%, and 2.5 and 4.2%, respectively. The accuracy of the method
was verified by the analysis of a standard reference material (SRM 2389a). For
determination of 5-HMF, an extractable hydrophobic imine adducts, based on ion-pair
formation in pH 5.5 medium containing 5-HMF, SDS and phenosafranine, was
obtained. After optimization of the parameters affecting the UA-CPE efficiency, 5-
HMF contents of the samples were determined after pretreatment with mixture of
HCIO4-Carrez I, II solutions with and without sonication for 5 and 15 min at 40-45 °C
by spectrophotometry at 532 nm. After UA-CPE, with the sensitivity improvement of
60 (65) folds, the calibration curves were linear between 2-200 and 2-100 pg L
depending on the SDS concentration. In the presence of low and high SDS volumes,
the limits of detection and quantification (LODs and LOQs) were 0.75/2.51 to 0.53 /

1.76 ng L', respectively. For samples with spiking at three concentration levels (10,



25 and 75 pg L1, n: 5), the percent recovery rates and relative standard deviations ware
in the rangas of 97.5-102.3 / 2.6-3.7%, and 97.3-101.6 / 2.5-3.8%, respectively. The
accuracy of the method was tested by comparing the analysis results with the modified
spectrophotometric White method. Then, the method was successfully applied to the

analysis of selected samples.

Keywords: Ultrasound assisted-cloud point extraction, spectrophotometry, proline,

honeys, wines, fruit juices, S-HMF, Phenosafranine,
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1.GIRiS

1.1 Amag¢ ve Kapsam

Bal yiizyillardir insanlar tarafindan tiiketilen bir gida maddesidir. Ulkemizin
cografyasi, iklimi ve bitki florasi bakimindan zengin bir yapist vardir. Bu zenginlik
aricilik ve bal iiretiminde iilke kalkinmasina katkida bulunmaktadir. Her yil 80 bin
tonun iizerinde bal {iretimi ile diinyada ilk siralarda yer almaktadir. Bu potansiyelini
hem i¢ hem de dis satimda artirabilmesi i¢in baldaki kalite standartlarini iyilestirmesi

olduk¢a 6nemli bir konudur [1].

Tiirk Gida Kodeksi 2005/49 sayil1 Bal Tebliginde "bal, bitki nektarlarinin, bitkilerin
canli kisimlarinin salgilarinin veya bitkilerin canli kisimlar1 {izerinde yasayan bitki
emici boceklerin salgilarinin bal aris1 ( Apis Mellifera ) tarafindan toplandiktan sonra
kendine 6zgii maddelerle birlestirerek degisiklige ugrattigi, su igerigini diislirdiigii ve
petekte depolayarak olgunlastirdigi dogal iiriinii olarak tanimlanmistir [2]. Tiirkiye
sahip oldugu bitki oOrtiisii ve ekolojik kosullar1 bakimindan diinyanin en kaliteli
ballarinin {iretilebilecegi bir {ilke olup 2013 yilindaki bal tiretimi 102 bin 486 tondur
[3]. Tirkiye’de mevcut standart ve tiiziiklerle dogal ve sahte bal ayrimi
yapilmamaktadir. Cok miktarda {iretilen ve sahte/suni ballar, i¢ pazarlarda genel bal
kalitesini diisiirmekte, hem gergek bal {ireticisi iirliniinii iyi fiyata satamamakta hem
de tiiketici kandirilmaktadir [4]. Bal {iretiminde diinya ikincisi olmamiza ragmen dis
pazarda (ihracat konusunda) ilk on igerisinde degiliz. Bunun temel nedeni kalitesiz
ballarin ihracat kapasitemizi diisiirmesidir [5]. Yapilan c¢aligmalar, balin protein
igerigini saptamak i¢in prolin miktar1 (K/Na) ve balin kimyasal kalitesini belirlemek

icin 5-HMF miktar1 en 6nemli parametrelerdir [6].

Prolin, balda en ¢ok bulunan serbest aminoasit olup, nektarda ve 6zellikle polende
bulunur [7]. Prolin miktar1 6zellikle dogal bal ve surup (sahte) ballarin birbirinden
ayrilmasinda, balin tipinin ve olgunlugunun belirlenmesinde kullanilan 6nemli
kriterdir. Yapilan ¢aligmalarda saf balin, sahte baldan daha fazla prolin icerdigi tespit
edilmistir [8]. Ayrica saf balda prolin igerigindeki potasyumun daha yiiksek sahte
balda ise sodyum degerinin daha yiliksek oldugu tespit edilmistir. Prolin miktar1
cicegin kaynagina bagl olarak farklilik gostermektedir. Tiirk Gida Kodeksine gore

baldaki prolin miktarinin en az 180 mg kg™ olmasi gerektigi rapor edilmistir [9].



Balin kimyasal kalitesini belirleyen en onemli etmenlerden biri de 5-HMF (5-
hidroksimetilfurfural) miktaridir. 5-HMF pisirme ya da sterilizasyon esnasinda
gidalara uygulanan 1s1l islemler sonucu, indirgen sekerlerin aminoasitlerle olusturdugu
enzimatik olmayan esmerlesme (Maillard) tepkimesi ya da heksozlarin asit
katalizorliigiinde dehidrasyonu sonucunda olusan istenmeyen bir kimyasal tiirtidiir
[10]. Karbonhidrat igeren birgok gida maddesinde asir1 1s1l islem uygulamasini
onlemek icin miktar1 yonetmelikler ile siirlanmistir. Icerigindeki yiiksek orandaki
basit sekerlerin (glukoz ve fruktoz) varligi ve bir¢ok asit nedeniyle bal, 5S-HMF
olusumu i¢in ¢ok uygun kosullar saglamaktadir [11]. Balda, 5-HMF miktarinin
artmasina, 1s1l igsleminin derecesi ve siiresi, saklama kosullar1 (1518a maruz kalma gibi)
ve metal kaplarin muhafazada kullanilmasi sebep olabilmektedir [12-13]. Yapilan bir
calismada 15 ile 20 °C’de muhafaza edilen ballarda 5-HMF miktar1 6 ayda 1.10 kat
artarken 1 yilda 2 katina ¢ikmistir [14]. Tiirk Gida Kodeksi balda 5-HMF miktarini 40
mg kg! ile sirlamustir [15].

Tim bu bilgiler ballarin kalitesi i¢in énemli parametreler olan prolin ve 5-HMF
miktarlariin analitik olarak belirlenmesinin 6nemli bir konu oldugunu agiga
cikarmaktadir. Literatiirde bu tiirlerin analizi 6ncesi kati faz ekstraksiyon [16], kati-faz
mikroekstraksiyon [17], vorteks destekli sivi-sivi mikroekstraksiyon [18] ve
bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu [19] gibi ayrima ve zenginlestirme teknikleri
uygulanmistir. Belirleme yontemi olarak ise sivi ve gaz kromatografisi ile ayrima
sonrast (LC- ve GC-) UV dedeksiyonu [20,21], misel elektrokinetik kromatografi
(MEKC) [22] ve iyon disarilama kromatografisi (IEC) [23] gibi bir¢ok kromatografik,
elektroanalitik ve spektrofotometrik teknik kullanilmistir. Calismamizda ilgili
analitlerin matriksten ayrilmast ve zenginlestirilmesi i¢in ultrasonik destekli
bulutlanma noktast ekstraksiyonu (UA-CPE) kullanilacaktir. Bu zenginlestime
yonteminde kullanilacak surfaktanlarin misel olusturmasi i¢in ana parametreler
bulutlanma noktas1 sicakligi ve kritik misel derisimidir. Bir surfaktan ¢ozeltisi belirli
bir sicakliga kadar isitildiginda, kismi ¢oziiniirlesme nedeniyle bulaniklasacaktir.
Bulanikligin gozlendigi bu sicakliga bulutlanma noktasi sicakligi denir. Bulutlanma
noktasi sicakliginin iizerinde ve surfaktan derisiminin kritik misel derisimine (CMC)
yakin oldugu yerde diisiik hacimli surfaktanca zengin faz ve seyreltik sulu faz
santrifiijleme ile birbirinden ayrilir. UA-CPE, ¢evre dostu (kirletici olmayan) ve

organik toksik ¢6ziicli igermeyen bir yontemdir. Bu yontem, karmagsik matriks yapili
2



cevresel ve biyolojik drneklerin ayrilmasinda basari ile uygulanmaktadir [24,25]. UA-
CPE, FAAS ve UV-VIS gibi hemen hemen her aragtirma laboratuvarinda bulunabilen
basit, se¢imli ve dogru atomik ve molekiiler spektroskopi ile birlestirildiginde daha da

etkili bir analitik teknik olabilir.

Baldaki kalite standartlarinin belirlenmesinde fiziksel ve kimyasal bazi analizler
yapilmaktadir. Her balin bu 6zellikleri birbirinden farklidir. Bu farklili§in nedeni;
tiretilen bolgenin cografyasi iklimi bitki florasinin farkliligi polenin rengi, seker ve

protein igerigidir [26].

Balin paketleme agsamasinda fermantasyon olugsmamasi ve sekerlenmenin onlenmesi
icin 1s1l islem uygulanmak zorundadir. Bu 1sil islem uygun zaman ve siirede
yapilmadiginda baldaki diastaz enzimi diismekte ve 5S-HMF degeri artmaktadir. Bu
durum balin besin degerini biiylik Ol¢lide diistirmektedir. 5S-HMF’nin genotoksik
etkileri tespit edilmistir. Yiiksek derisimi ise iist solunum, g6z ve deriyi tahris etmeye

neden olmaktadir [27].

Insan saglig1 ve iiriin kalitesi acisindan 5-HMF’nin éneminin goz ard1 edilemeyecegi

hususunda yeterli miktarda litaratiir bilgisi vardir.

Baldaki 5-HMF olusum siireci; Balin kimyasal 6zelliklerine ( asitlik, mineral miktari,
glukoz ve fruktoz) balin paketlenme siirecine, depolama sartlarindaki sicaklik ve

stireye baglidir [28].

5-HMF balin yapisinda bulunmayan bazi asitler nedeniyle fruktozun pargalanmasi
sonucu meydana gelen toksik bir bilesiktir. Bala 1s1l islem uygulandiginda 5S-HMF nin
olusum hiz1 artmaktadir [28].

5-HMF aromatik alkol, aromatik aldehit ve furan halkasindan olusmaktadir.

/ N\ J

H.C o

Sekil 1.1 5-Hidroksimetilfurfuralin kimyasal yapist
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Baldaki diger bir besin parametresi ise prolindir. Bal protein kaynagi olarak goriilmez
ama baldaki aminoasitler balin orijini agisindan olduk¢a Onemlidir. Prolin, lisin,
fenilalanin, gama-aminoiitirik asit, beta-alanin, arjinin, glutamin, serin, glutamik asit

ve aspartik asit balda bulunan bazi amino asitlerdendir [1].

Miktar olarak diger aminoasitlere oranla en yiiksek miktarda prolin bulunur. Bunun
nedeni prolinin bazi bitkilerde bulunuyor olmasidir. Ornegin akasya, kekik vs. Bu
bitkilerden nektar alan arilarin iirettikleri ballarda prolin daha ¢ok bulunmaktadir.
Balin gergek bal m1 yoksa seker surubu ile beslenen aridan elde edilen bal m1 oldugu

prolin tayini ile kolayca ayirt edilebilir [1].

1.1.1 5-HMF’nin kimyasal ozellikleri

5-HMF, aromatik alkol, aromatik aldehit ve furan halkasindan olusmaktadir. 5-
Hidroksimetil furfuralin kimyasal formiilii CsHsO3 ,molekiil agirligi 126.11 g/mol,
yogunlugu 1.29 g/cm® diir. 5-Hidroksimetilfurfural, asitli ortamda hegsozun
parcalanmast ya da Maillard reaksiyonu ile olusmaktadir. Monosakkaritlerin
dehidrasyonu yani yogun asit ortamlarda kaynatilmakla monosakkarit molekiiliiniin ti¢
molekiil su kaybetmesi olay1r sonucunda pentozlardan furfural, heksozlardan 5-

hidroksimetil furfural meydana gelmektedir [29].

Bagka bir deyisle sekerli gidalarin, uygun olmayan sicakliklarda saklanmasi ve
tiretimleri sirasinda uygulanan 1s1l islemden dolayr meydana gelmektedir.5- HMF
tirinlerde kalite kriteri olarak da goriilmektedir. 5-HMF balin 1sitilmasiyla olustugu
gibi, uzun siire bekletilmesiyle de olusabilmektedir. Uygun olmayan sartlarda
depolanan ballarda 5-HMF miktar1 ciddi oranda artmaktadir. Isik, depo sicakligr ve
nem baldaki 5- HMF miktarini etkileyen faktorler arasindadir [29].

1.1.2 5-HMF’nin insan saghgi iizerine etkileri

Hayvanlar {izerine yapilmis calismalarda toksik etkileri bulunmus olan 5-HMF
kanserojenik etkiye sahip oldugu, bu nedenle de bu bilesigin insanlarda da kanserojen
etkiye sahip olabilecegi belirtilmistir. 5S-HMF ile ilgili literatiirde ¢ok fazla kaynak
olmakla beraber yapilan genotoksik caligmalarda bu maddeyle ilgili ¢alisiimistir.
Halen baz1 gidalar fazla pismis ve kavrulmus olarak yemeyi seven bir tiiketici kitlesi

bulunmakta olup, bu siifa giren gidalarin ne kadar gida giivenligi riski tasidigi



bilinmemektedir [30]. Fakat bu tiir gidalar insanlar tarafindan ¢ok uzun yillardir

tiuketilmektedirler.

5-HMF’nin bir¢cok ¢esit gida {lriiniinde tespiti insan sagligi iizerine olan risk
faktorlinlin de belirginlesmesine yol gostermistir. S-HMF’nin in vitro genotoksisite
testlerinde negatif sonu¢ verdigi, ancak insanlarda bulunan SULT 1Al
(stlfotransferaz) enzimini eksprese eden genetigi degistirilmis bakteriler ve memeli

hiicrelerde mutajenik olabildigi bildirilmistir [31].

5-HMF’nin yiiksek derisiminde sitotoksisiteye, gozlerde irritasyona (tahris), st
solunum yolu rahatsizliklarina, cilt ve mukoza membran rahatsizliklarina neden
olabildigi bildirilmektedir. Epidemiyolojik c¢aligmalarda, 5-HMF’nin insanlarda
kanser riski ya da kronik kanser ile iligkili bir veriye ulasilmamistir. Ancak ratlarda ve
farelerde tlimorojenik  aktiviteler gozlenmistir.  Giinlimiizde genotoksisite
caligmalarinda birgok yontem kullanilmaktadir. Bunlarin basit, ucuz ve tekrarlanabilir

olanlar1 mevcuttur [32].

Elde edilen bu bulgular, 5-HMF’nin baslica biyoaktivasyon dongiisiinde
siilfotransferazlarin siilfonasyonu ile siilfooksimetilfurfural (SMF)’in olustugunu
ortaya koymustur. Bu bilesigin, Ames testi (bakterilerin kullanildig1 mutajenite testi)
ile mutajenik oldugu belirlenmis ve farelerde cilt tiimdriiniin Onciilii oldugu

bildirilmistir.



1.1.3 Prolin’in kimyasal ozellikleri

2

NH

Sekil 1.2 Prolin'in kimyasal yapisi
Kimyasal yapist sekil 1.2 ‘de gosterildigi gibi Prolin proteinleri olusturan 20
aminoasitten biridir. Diger tiim aminoasitler birincil amin grubu tasimalarina ragmen,
prolin, yan zincirindeki ii¢ karbon atomu bir halka olusturarak tekrar peptid bagindaki

nitrojen atomuna baglandigi i¢in, birincil amin grubundan yoksundur [33].

Bal, ¢ok az da olsa protein i¢cermektedir ve genellikle % 0.5 ten diisiiktiir. Protein
igerigi, balin dogal veya yapay olup olmadiginin saptanmasi agisindan oldugu kadar
beslenme yoniinden de 6nemlidir.

Baldaki protein aridan veya bitkiden kaynaklanmaktadir ve miktar balin cinsine bagh
olarak degismektedir. Protein ve aminoasitlerin baglica kaynagi polen olmakla birlikte,
hayvansal veya bitkisel kaynakli da olabilmektedir.

Balin protein igerigi genellikle prolin miktart ile belirtilmektedir. Ciinkii
aminoasitlerin % 50-85’ini prolin olusturmaktadir ve prolin igerigi bal cesitleri
arasinda oldukga farklilik géstermektedir [33].

Prolin, nektarin bala doniismesi sirasinda ari1 tarafindan bala katilan tek aminoasittir.
Baldaki prolin miktar1 ariya bagli olan diger bilesenlerle birlikte, sakkaraz ve
glikozoksidaz aktiviteleri gibi balin olgunluk diizeyini yansitan bir indikatordiir. Prolin
ayrica balda gerceklik kriteri olarak da 6nemlidir. Amino asitlerinin esas kaynagi polen
oldugu i¢in, balin aminoasit profili botanik kaynaginin da bir karakteristigidir. Balda,
prolin disinda 26 amino asit daha saptanmistir ve bunlarin oranm1 balin kaynagina

(nektar ya da salg1) gore degismektedir [33].



1.2-Ayirma ve Zenginlestirme Yontemleri

Son yillarda fizik, kimya, biyoloji, farmakoloji, ¢evre, tekstil, gida, boya, metalurji,
biyokimya, tip ve teknolojik alanlarda elementlerin eser diizeydeki miktarlarinin
onemi artmaktadir. Bu durum eser diizeydeki elementlerin nitel ve nicel tayinlerine
olan ihtiyact1 da artirmaktadir. Eser elementlerin tayininde kirlenme, aletsel
problemler, saf madde ihtiyaci gibi pek ¢ok giicliikler vardir. Bu problemler sebebiyle,
eser element ve kimyasal tiirlerin analizinde tayin dncesi bir ayirma ve zenginlestirme
basamaginin uygulanmasi mecburi hale gelmistir. Bu amacla kat1 faz ekstraksiyonu
(SPE), stvi-sivi mikro ekstraksiyonu (LLME), super kritik akigkan ekstraksiyonu
(SCFE), membrane ekstraksiyonu (ME), ultrasonic destekli bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu (UA-CPE), birlikte c¢oktiirme ve iyon degistirme yontemleri
kullanilmaktadir [34]. Eser elementin i¢inde bulundugu ortamin tayin teknigine uygun
olmamasi, yani ortamin bozucu etki goOstermesi ve bu ortamda eser element
derisiminin aletin tayin sinirinin altinda olmasi halinde zenginlestirme islemi

kaginilmazdir.
Ekstraksiyon yontemleri

e Sivi-sivi ekstraksiyon yontemi
o Kati-faz ekstraksiyonu yontemi
e Birlikte ¢oktiirme yontemi

e Ucuculastirma yontemi
Ultrasonik etki

Analitik kimyada yasanan son gelismelerle ultrasonik uygulamalarin 6nemi artmistir.
Ekstraksiyon yontemlerine yardimci bir yaklasim olarak goriilen ultrasonik etki
geleneksel ekstraksiyon siiresini kisaltmis ve verimi artirmistir. Ozellikle baz1 gida
maddelerinin 1511 yonden kararsiz olduklarindan dolay1 1sitma siirecinde bozunmasi
hizlanmaktadir. Bu bozunma hizinin azaltilmasi i¢in ultrasonik etki biliyiik 6nem
tagimaktadir. Ultrasonigin mekanik etkisi hiicre duvarlarinin bozunmasini artirmakta
ve boylece kiitle transferini hizlandirmaktadir. Laboratuvarda en ¢ok kullanilan
ultrasonik cihazlar iki cesittir. Ilki ultrasonik banyosu ikincisi ise ultrasonik probdur.

Bu tez de ultrasonik banyo kullanilmistir.

Bilim laboratuvarlarinda kullanilan ultrasonik banyolar genellikle tabani
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donistiirticiiler ile baglanmis paslanmaz c¢elik bir tabandan olugmaktadir. Bu
banyolar piezoelektrik dedektér ile 1-5 Watt cm™ gii¢ yogunlugu ile 35-60 kHz’lik
bir frekans araligina esittir. Ultrasonik etki tepkime ortaminin 6zelliklerine (buhar
basinci, ylizey gerilimi, viskozite, dogal ve ¢ozlinmiis gaz derisimi, kat1 parcaciklarin
varlig1 vs), islem paremetreleri (sicaklik, basing), ultrasonik gii¢ performansi (gii¢ ve

frekans), ultrasonik banyonun boyutu ve tankin geometrisine baglidir [35].

Ultrasonik etki ile yapilan ¢alismalarda daha diisiik sicakliklar ve daha seyreltik
¢ozme yetenefine sahip indirgen/yiikseltgen kimyasallar kullanilmaktadir.
Ultrasonik dalgalar banyo boyunca esit sekilde aktarilir. Ultrasonik etkide tepkime
daha kisa siirede dengeye gelmektedir ve diger yontemler ile karsilagtirildiginda

cevreye daha duyarlidir [35].
1.3 Surfaktanlar

Suda veya sulu bir ¢ozeltide ¢oziindiigiinde yiizey gerilimini etkileyen kimyasallara
surfaktan denir. Surfaktanlar ayn1 zamanda iki siv1 arasindaki yiizeyler aras1 gerilimi
de etkiler. Surfaktan kelimesi yerine ylizey aktif madde kullanilir. Bulutlanma noktasi
ekstraksiyonunda kullaninlan surfaktanlar genellikle noniyoniktir. Sebebi ise iyonik
surfaktanlarin bulutlanma noktas1 sicakligi genellikle 100°C* nin istiindedir.

Sicakligin yiliksek olmast analiz sartlarin1 zorlamaktadir [36].

1.3.1 Miseller
Surfaktan molekiillerinin kritik misel derisimi (CMC) ad1 verilen belli bir derigimin
iistiinde kendi aralarinda olusturduklar1 kiimelere misel denir. Sekil olarak asagida

gosterilmistir [37].

Cozehitiden Gelen
“’Jp Monomerier
Monomerler ’L‘.]b
[hauva-siuw yiizeyi)

Misel
(hacimli gozeHi)

Sekil 1.3 Misel olusumunun gdsterimi


http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%87%C3%B6zelti

1.3.2 Kritik misel derisimi

Miseller belirli bir derisim ve sicakliktan sonra olugsmaya baslar. Miseli olugturan bu
derisime kritik misel derisimi (cmc) , sicakliga ise krafft sicaklig1 adi verilir. Misel
olusumu ¢ok sayida molekiiliin ¢6ziicliniin 6zelligine gore hidrofobik ya da hidrofilik
gruplarin bir araya gelerek diizenlenmesiyle olusur. Asagidaki sekilde misel olusumu
gosterilmistir. Surfaktanlar sulu c¢ozeltilerde polar kisimlar1 disarida hidrokarbon
kuyruk kisimlari igerde kalacak sekilde misel ad1 verilen kiiresel bir yap1 olustururlar.
Olusan misel kitleleri kiiresel oldugu gibi silindirik, ¢ift tabakali ve elipsoidik sekilde
olabilir. Genel yapilari, miselin boyutlar1 ve sekilleri; surfaktan molekiillerinin
geometrisine, surfaktanin derisimine, sicaklik, pH, iyonik siddet gibi ortam kosullarina

baghdir [37].

1.4 Ultrasonik Destekli Bulutlanma Noktasi Ekstraksiyon Yonteminin Deneysel

Asamalari.

Ultrasonik destekli bulutlanma noktas1 ekstraksiyon (UA-CPE) yontemi uygulanig

acgisindan birkag basit basamaktan olusmaktadir. Bunlar;
v’ Analit-ligant kompleksinin uygun sartlarda olusumu,
v" Ortama iyonik giddet ayarlayici ve uygun surfaktanin eklenmesi,
v' Ultrasonik gii¢ altinda surfaktanin CPT’ya kadar ¢6zeltinin 1sitilmasi,
v

Faz ayrimimi kolaylastirmak i¢in karisimin santrifiijlenmesi ve

sogutulmasi,

v' Surfaktanca zengin faz ve sulu fazin dekantasyonla birbirinden

ayrilmasi,

v’ Surfaktanca zengin fazin uygun bir ¢6ziicii ile ¢oziiliip tayine hazir hale

getirilmesinden olugmaktadir.

Burada dikkat edilmesi gereken onemli parametre ilave edilen surfaktan miktarinin
sulu cozelti igerisinde misel sekillerinin olusumunu saglayabilecek miktarda

olmasidir. UA-CPE’nin deneysel basamaklar1 Sekil 1.4’te gosterilmistir.
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Sekil 1.4 UA-CPE yonteminin deneysel basamaklari.

1.5 UA-CPE Yontemleri Etki Eden Faktorler

UA-CPE yontemi ile etkin ayrima ve zenginlestirme elde edebilmek i¢in parametreler
sunlardir; surfaktan derisimi ve kimyasal yapisi, komplekslestirici madde derigimi
(gerekli ise), pH, tampon derisimi, elektrolitik siddet, kompleks kararliligi, tepkime
stiresi, ultrasonik kosullar, santrifiij kosullari,surfaktanca zengin fazin seyreltilmesi

ve girisimlerin etkisidir.
1.5.1 pH etKkisi

Organik ve inorganik molekiillerin misel ortam icerisine ¢ekilerek istenilen verime
ulasilmasinda ortam pH‘1 biiyilkk 6nem tasir. Bu nedenle pH'in duyarlik ve
ekstraksiyon parametreleri iizerindeki etkisi arastirilmalidir. Analit iceren selatlarin
olusumu durumunda, en uygun pH kompleks olusumunun oldugu aralik ile sik sik

eslesmektedir.
1.5.2 Ligant tiirii ve derisimi

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyon analizlerinde kullanlan ligantlar, analit ile kararl
kompleks olusturabilen analite karst secici davranan hidrofobik karakterli
reaktiflerdir. Secilen ligantin hidrofobik o6zellikte olmasi olusan kompleksin
bulutlanma noktas1 sonrasinda surfaktan faza gecisini kolaylastirir. Ligant
seciminden sonra derisiminin optimize edilmesi gerekir. Komplekslestirici derisimi
yeterli olmadiginda ekstraksiyon etkinligi diiserken, gereginden fazla oldugunda ise

bulutlanma noktasi sicakligi degiseceginden faz ayrimi zorlasir.
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1.5.3 Surfaktan tiirii ve derisimi

Surfaktanlarin ~ derisimi  UA-CPE’nin {izerine etkisi Onemlidir. Yapilacak
zenginlestirme islemleri i¢in en verimli surfaktan derisim degeri dar bir aralikta
gozlemlenir. Eger surfaktan derisimi olmasi gerekenden daha diisiik ise misel olusumu

yeterince gerceklesmez ve elde edilecek verim degeri diiser [38].
1.5.4 Tyonik siddet

Surfaktan kiimeleri ve analit arasinda hidrofobik etkilesimleri artirarak misel fazinin

sulu fazdan daha kolay ayrilmasini olumlu bigimde etkilemektedir [39].
1.5.5 Denge sicakhig: ve siiresi

UA-CPE yonteminde en iyi zenginlestirme faktorii denge sicakligit CPT nin iistiinde
oldugu durumlarda elde edilir. Ciinkii ortam sicaklig1 yeterince yiiksek olmazsa
bulutlanma noktas1 ve faz ayirimi gozlenmez. Sicaklik ¢ok yiiksek olmasi durumunda
ise faz ayrimi gozlenir fakat yiliksek sicaklikta analit-ligant kompleksinin bozulma

ihtimali artar [40].
1.5.6 Fazlarin birbirinden ayrilmasi

Surfaktanca zengin fazi sulu fazdan ayirmak i¢in farkli yontemler uygulanmaktadir.
En sik kullanilan yontem santrifiijleme isleminden sonra surfaktanca zengin fazin
viskozitesini artirmak i¢in deney tiiplerinin - 4°C ‘de sogutularak surfaktanca zengin
fazin jelimsi bir kat1 haline getirdikten sonra basit bir dekantasyon islemiyle sulu faz

kolayca ayrilir.
1.6 UA-CPE Yonteminin Avantajlar:
v UA-CPE yonteminin uygulandigi ¢aligmalarda yiiksek verim elde edilmesi.
v Kiigiik orneklerle diisiik derisimlerde dogrudan analize izin vermesi.
v Diger birgok ekstraksiyon yontemine gore gevreye daha duyarli olmasi.
v

Deneysel yontemin basit ve kullanigh olmasi.

<\

UA-CPE yontemiyle elde edilen fazlarda tayin yapabilmek igin bir¢ok

spektroskopik metodun kullanilabilmesi.

v" Organik yapilarin ayrilmasi ve tayini i¢in klasik sivi-sivi ekstraksiyon

metoduna bir alternatif olmasi.
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v Elde edilen sonuglarin giivenilirligi ve ekstraksiyon isleminin maliyetinin

diisiikliigli bu yontemi cazip kilan bir baska faktordiir.

v" Biyolojik ve gevresel numunelere rahatlikla uygulanabilir olusu kullanim

alani genisletmektedir.
v' Klasik yontemlere gore yiiksek zenginlestirme faktorii elde edilmesi.

v' Islem sirasinda en yiiksek harcamanin sadece 1sitma sirasinda gergeklesmesi

enerji tasarrufu saglamas.

v Surfaktan kullanimi hem ¢evreye karsi sorun olmamasi hemde ticari yonden

kolay bulunmasi.
1.7 UA-CPE Metodunun Dezavantajlari

v' Yapilacak calismada en uygun deneysel kosullar1 belirlemek igin genis

kapsamli arastirmalar (optmizasyon) yapilmaktadir.

v' En iyi deneysel sartlar i¢in yiiksek sicaklik gerekiyorsa bu durumlarda

komplekslestirici maddeler i¢in dayaniklilik sorunu ortaya ¢ikmaktadir.

v Santrifiijleme yaparken optimum sicaklik degeri azda olsa diiser ve bu
durum ekstraksiyon verimini azaltir. Bu nedenle surfaktan se¢imi esnasinda
CPT degeri goz Oniinde bulundurulmali ve muhtemel verim kayiplarimi
engelleme icin diigiik CP degerine sahip olan surfaktan tercih edilmelidir

[41].

v’ Santrifiijleme sonrasinda elde edilen surfaktanca zengin faz oldukga viskoz
oldugunda c¢ogu tayin yontemi dncesinde seyreltilmesi gerekir. Bu nedenle

zenginlestirme faktorii diiger.
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1.8 Analitik Yontemlerin Performans Kriterleri

Deneysel c¢alismalarin  sonucu elde edilen degerler yontemin dogrulugunu,
giivenilirligini belirtecek sekilde olmalidir. Gerekli olan analitik paremetreler asagida

acgiklanmustir.

Dogruluk: Olgiilen degerin dogru ya da dogru kabul edilen degere yakinligim gosterir.
Uluslararasi1 bagimsiz laboratuvarlar tarafindan tayin edilmis degerleri dogru deger
olarak kabul edilen standart referans maddelerin tayininden elde edilen sonug ile ayni
maddenin kullanilan yontemle elde edilen sonuglar1 karsilastirilir. Dogruluk, mutlak

hata ya da bagil hata terimleri ile agiklanir.

Mutlak hata: Olgiilen degerle gercek deger arasindaki farktir.
Bagil hata: Mutlak hatanin gergcek degere oranidir.
Duyarhik: Bir cihazin veya bir yontemin duyarligi, bir analit derisimindeki en diisiik

farklar1 ayirt edebilme yeteneginin bir dl¢tistidiir. Duyarlig iki faktor etkiler:

e Kalibrasyon egrisinin egimi (kesinligi ayni olan iki yontemden kalibrasyon
egrisi daha dik olan tercih edilir).

e Olgiim aracinin kesinligi veya tekrarlanabilirligidir.

Secicilik: Bir yontemin seciciligi, numunedeki diger maddelerden etkilenmeden

sadece ilgilenilen maddeyi 6lgebilme 6zelligidir.

Kesinlik: Ayni yolla elde edilen deney verilerinin arasindaki uyum derecesine analitik
verilerin kesinligi denir. Rastgele veya belirsiz hatalarin bir dlgiisiidiir. Asagidaki

terimler kesinligi ifade etmek i¢in kullanilir:
e Dagilim,
e Sapma,
e Standart sapma,
e Varyans,
e Bagil standart sapma.

Gozlenebilme sinir1 (GS): Belirli bir giiven seviyesinde tayin edilebilen en diisiik

derisimdir.
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Tayin sinir1: Gozlenebilme sinirinda tekrarlanabilirlik ¢ok diisiik oldugundan gercek
tayinler icin genellikle gozlenebilme sinirinin ii¢ kat1 alinir bu degere de tayin sinir1
denir. Bu sinir i¢in 6nemli olan 6l¢iit kabul edilebilir bagil standart sapma degerine

sahip olmasidir [42].

Giiriiltii: Yapilan bir analizde, analiz ile ilgisi olmayan, yabanci ve istenmeyen
sinyallere giirtiltii denir. Giiriiltii sinyalleri analitik sinyaller ile ¢akistig1 i¢in analitik

yontemin dogrulugunu ve duyarlhigini sinirlar [42].

Sinyal/giiriiltii oram: Giiriiltiiniin etkisi 6l¢iilen miktar azaldik¢a biiylir. Giirtlti

kaynaklart:
e Kimyasal giirtilti,
o Aletsel giiriilti,
o Kesikli giiriilti,
e Titresimsel giiriiltii,
e (evresel giirtltii.

Dogrusal aralik: Tayin siniri ile dogrusalligin sapmaya basladigi aralik olarak kabul
edilir. Ayrica nicel analiz igin elverisli, yiiksek kesinlik ve dogrulukta sonuglar veren

derisim araligi olarak da tanimlanabilir [42].

Geri kazanim: Bilesimi bilinen bir maddenin analizi sonucunda elde edilen degerin
baslangic degerine orani olarak tanimlanir. Geri kazanim verimi, yOntemin
optimizasyonu i¢in incelenen faktorlerin degerlendirilmesinde 6lgiit olarak kullanilir

[42].
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2. MATERYAL VE METOD

Bu tez ¢alismasinda gesitli gida 6rneklerinde bulunabilecek eser diizeylerde prolin ve
5- HMF tayini i¢in iki farkli ultsonik destekli bulutlanma noktasi ekstraskiyon (UA-
CPE) yontemi gelistirildi.

2.1. Kullanilan Cihazlar

Absorpsiyon spektrumlart ve absorbans olgiimleri 480 nm'de ¢ift 151 yollu UV-vis
spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800 PC modeli, Kyoto, Japonya) okundu.
Ornekleri homojenlestirmek icin 300 W' ta sabit frekansta 40 kHz ile calisan bir
ultrasonik banyo (UCS-10 modeli, Seul, Kore) kullanildi. Faz ayrilmasini
kolaylastirmak i¢in Hettich santrifiij kullanildi (Universal-320 model, Almanya).
Numune c¢ozeltilerinin pH' 11 ayarlamak icin bir dijital pH metre (JP Selecta,
Barcelona, Ispanya) kullanildi. Ultra saf su elde etmek i¢in Labconco su aritma sistemi
(Kansas City, ABD) kullanilmistir. Surfaktanca zengin fazin viskozitesini az reaktif
tilkketimiyle azaltmak icin VM-96B model vorteks karistirict da kullanilmistir. Tez
calismasi siiresince hazirlanan tiim ¢ozeltiler ve analiz edilen 6rnekler buzdolabinda 4

°C’de saklanmustir.
2.2. Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde kullanilan tiim reaktifler analitik safliktaydi ve Sigma-Aldrich'ten (St.
Louis, MO, ABD) satin alinmistir. Standart bir amino asit referansi olan SRM 2389a,
Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiisii'nden (Gaithersburg, MD, ABD) elde edildi.
Stok prolin (1000 mg L) ¢dzeltileri suda hazirlandi, mikrobiyal biiyiimeyi 6énlemek
icin 20 mg L' NaNj ile stabilize edildi ve 4 °C ' de sakland1. Calismadan dnce standart
¢ozeltiler, asidik su (0.1 mol L'! HC1) ile asamali seyreltme ile kullanimdan &nce
hazirlandi. Iyon eslestirme reaktifi, floresein (1.0 x 10 mol L) etanol-su karisiminda
(1:1, h/h) hazirland1. Cu(Il) (Cu (NOs)2 - 3H,0) stok standart ¢ozeltisi (1000 mg L)
su iginde hazirlandi. Calisma standart1 Cu(Il) ¢dzeltisi (5 mg L), kullanimdan 6nce
suyla asama asama seyreltilerek hazirland1. Histamin (1.0 x 10 mol L"), sekonder
selat ligand su i¢inde hazirland1. % 1.0 (a/h), Tween 80' in 6ziitleme ¢ozeltisi su i¢inde
hazirland1. Cézeltilerin pH" fosfat tamponu ile (96.4 mL 0.1 mol L' KH,PO4 ve 3.6
mL 0.25 mol L' Na,HPOy) ile 5.5' e ayarlandi. Cam malzemeler: Deney baslamadan

once tlim cam malzemeler dnce deterjanli suda yikanip, sonra bol su ile durulanmistir.
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Sonrasinda % 10’luk (h/h) HNOj ¢ozeltisi ve seyreltilmis HCI ¢ozeltisinde bes dakika

bekletildikten sonra de iyonize su ile yikanip kurutulmustur.

Ikinci galisma olan 5-HMF ‘nin tayininde; 100 mg L 5-HMF: 100 mg 5-HMF bir
miktar etanolde ¢6zlilmiis ve damitik suyla 100 mL’ye tamamlanmistir. Gerektiginde
homojen ¢ozelti elde etmek icin ¢ozelti etkin bigimde vorteksle karistirilmistir.
Hazirlanip ardigik seyreltme ile 1 ve 10 mg L lik seyreltik calisma ¢ozeltileri
hazirlanmustir. 3.0x10° mol L' Fenosafranin: 0.121 g %80 saflikta fenosafranin
duyar bir terazide tartilmis ve etanolde ¢6zme sonrasi hacmi saf suyla 100 mL’ye
tamamlanmistir. Sodyum dodesil siilfat ¢dzeltisi (SDS), 1.0x10 mol L!: Analitik
safliktaki SDS’den uygun miktari tartilarak suda ¢6ziilmiis ve suyla hacmi 100 mL’ye
tamamlanmistir. 5 mL Triton X-114 alinmis vorteksle karistirilarak hacmi saf su ile
100 mL’ye tamamlanmistir. pH 5.5 sitrat tamponu: 21.01g CcHgO7xH>O (sitrik asit
mono hidrat) duyar terazide tartildi pH’1n1 ayarlamak i¢in 0.1 mol L' 200 mL NaOH
cozeltisi ve pH metre yardimiyla pH 5,5 a getirilip hacmi 1 L’ ye saf su ile

tamamlanmustir.
2.3 Ornek Toplama ve Analize Hazirlama

Prolin i¢in 6rnek hazirlama adimlari; Ug farkli 6rneklem grubu kullanilmistir. Bal
ornekleri 5.0 g (cam, c¢icek ve kestane bal1) sirastyla Mugla, Sivas ve Artvin'den
toplandi. Ev yapimi sarap numuneleri 3.0 mL, Kapadokya' dan toplandi, meyve suyu
numuneleri yerel siipermarketlerden satin alindi. Kopiiklenmeyi onlemek icin, sarap
ve meyve suyu numunelerine 1.0 mL 1-oktanol, %0.5(h/h) ilave edildi. Sonikasyondan
sonra, fenolik igerigin prolin spektrometrik kaydi ile olasi1 girisimini ortadan kaldirmak
i¢in numunelere 0.025 g polivinilpirolidon (PVP) ilave edildi. Bu 6rneklerden prolinin
ekstraksiyonu asagidaki gibi gerceklerstirildi. Ultrasonik ekstraksiyon kosullar1 [35].
SRM 2389a, 0.2 g sertifikali numune, 10 mL etanol-su karigimi (1.3, h/h) icinde
¢oziildii ve daha sonra asitlestirilmis su icinde 20 kat seyreltildi. Bulunan en uygun
sonikasyon kosullar1 asagidaki gibidir: Su i¢inde % 25 (h / h) etanol, 40 °C' de 10
dakika ve % 80 sonikasyon genligi. Ayn1 kosullar, numunelerin ¢ikarilmasi i¢in de
kabul edildi. Sonikasyondan sonra elde edilen berrak numune ¢ozeltileri, 5 dakika
boyunca 3500 rpm' de santrifiijlendi ve daha sonra 0.22 pm'lik membran filtre ile
siiziildii. Son olarak, numuneler 2.0 mol L' HC1 ile asitlestirildi ve son numune hacmi

su ile 100 mL'ye ayarlandi.
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5-HMF i¢in 6rnek hazirlama adimlari; Analiz i¢in kullanilan ballar (¢icek ve ¢am)
Sivas ve Mugla yorelerinden toplandi, regel 6rnekleri ise Sivas’taki yerel marketlerden
alinmistir. 2 g Ornek tartildi ve proteinlerin ¢okmesi icin lizerine 1ml asetik asit
eklendi. Daha sonra 6rneklerde bulunan inert sekerlerin( glukoz ve fruktoz) ¢cokmesi
i¢in iizerine 2,0 mL 0,25 mol L' Carrez I ( 15 g K4Fe(CN)6.3H20 / 100 mL su)
cozeltisi ve 2,0 mL Carrez II ¢ozeltisi ( 30 g Zn(CH3C0O0),.2H20 / 100 mL su)
eklenerek su ile hacmi 50 mL’ ye tamamlandi. Sonrasinda 6rnegin homojen olmasi
i¢in ultrafonik su banyosunda 45 °C’ de 15 dk isitilmaya birakildi. Bal ve regel
ornekleri asidik oldugundan pH'1 1,5 mol L'! NaOH ile 7 ‘ye ayarlandi. 3500 rpm’
de 10 dk santrifiijlendi ve siizge¢ kagidiyla siiziilerek sivi kismi kullanilmak iizere

siiziildii. Ornek analize hazir hale getirildi.
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3. BULGULAR

3.1 Prolin icin UA-CPE Yontemi

On derisim prosediirii aslinda (i) kromojenik reaksiyon ve (ii) UA-CPE'yi igeren iki
asamal1 bir prosediirdiir. ilk adimda, 6nceden islemden gecirilmis, ekstrakte edilmis
ve seyreltilmis 6rnek ¢ozeltilerindeki lineer ¢alisma araliginda belirli miktarda standart
prolin ¢dzeltisi, 50 mL'lik bir santrifiij tiipiine aktarildi. Daha sonra prolin selat
kompleksi olusturmak i¢in sirasiyla 1.5 mL pH 5.5 fosfat tampon ¢ozeltisi, 1.5 mL 5
mg L Cu (II) ¢dzeltisi ve 0.60 mL 1.0 x 10~} mol L! histamin ¢dzeltisi ilave edildi.
Bu asamada, ekstrakte edilemeyen bir [Cu(Pro)2(Him),] 2" katyonik kompleks
meydana geldi. Bu nedenle, bu karisima ekstrakte edilebilir bir hidrofobik iyon ¢ifti
kompleksi olusturmak i¢in 1.8 mL 1.0 x 10" mol L™! floresein ilave edildi ve dengeye
gelmesi i¢in 2 dakika oda sicakliginda bekletildi. Hidrofobik iyon ¢ifti kompleksinin
olusumundan sonra, ikinci asamada, bu kompleksi daha diisiik bir hacme ¢ekmek i¢in
1.5 mL % 1.0 (a/ h) Tween 80 ilave edildi ve son hacim su ile 75 mL' ye tamamlandi.
Iyon ¢ifti kompleksini kantitatif olarak ¢ikarmak icin, santrifiij tiipii 50 °C' de 10
dakika boyunca ultrasonik etki altinda tutuldu. Iyon ¢ifti kompleksinin, Tween 80' in
surfaktan bakimindan zengin fazina ekstraksiyonundan sonra, fazlari ayrilmasi, 3000
rpm' de 5 dakika santrifiijleme ile gerceklestirildi. Surfaktan bakimindan zengin fazin
viskozitesini arttirmak i¢in bir buz banyosunda 5 dakika sogutuldu. Sulu fazin
¢ikarilmasindan sonra, misel fazinin hacmi, viskozitesini azaltmak ve analizden 6nce
numune muamelesini desteklemek icin asetonitril ile 400 pL'ye seyreltildi. Ayni
prosediir numune bosu i¢inde tekrarlandi ve numune bosuna karsi diizeltilmis
absorbans dl¢timleri 480 nm' de yapildi. Optimum deney kosullari altinda, 6n islemden
gecirilmis ve ekstrakte edilmis 6rnek ¢ozeltiler, matris etkisini azaltmak ve lineer
caligma araliginda analit derisimini diisiirmek i¢in su ile 30-150 kat uygun oranlarda

seyreltildi.
3.1.1. Deney basamaklarinin optimizasyonu

Onerilen ydntemin optimizasyon siirecinde, prolin geri kazamim degeri veya
ekstraksiyon etkinligi her parametre i¢in referans olarak alinmistir. Asagidaki denklem

kullanilarak her degisken i¢in geri kazanim (% R) hesaplandi;
R% =[Cs*x V¢/ Ci x Vi] x 100
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Ci, baslangictaki numune hacmindeki Vi (50 mL) prolin ve 5-HMF derisimi ve Cy,
yiizey aktif madde bakimindan zengin faz hacmi V¢ deki (0.4 mL) prolin ve 5S-HMF
derisimi. pH, metal miktari, selatlanma ve iyon eslestirme derisimleri, surfaktanin tipi
ve derisimi, numune hacmi, ultrasonik zaman ve sicaklik gibi deneysel degiskenlerin
optimal degerini belirlemek icin adim adim optimizasyon semasi tasarlanmistir.
Optimizasyon calismalari, 50 mL'lik bir santrifiij tiipiinde 75 pug L' prolin igeren
calisma ¢ozeltileri kullanilarak gerceklestirildi. Her degiskenin optimizasyonu igin

ticlii deneyler yapildi ve sonuglarin ortalamasi egrilerin ¢izilmesinde kullanildi.
3.1.2 iyon eslestirme kompleksinin spektral 6zellikleri

Baglangicta, Sekil 3.1' deki (a-b) absorpsiyon spektrumlari ve kalibrasyon
verilerinden goriilebilecegi gibi, prolin' in pH 5.5' te histamin ve floresein varliginda
Cu(Il) ile ekstrakte edilebilir bir stabil iyon eslestirme kompleksi olusturdugu
gdzlenmistir. Prolinin bes noktali derisimlerine bagl olarak 25-300 pg L' araliginda
prolin kompleksinin olusmasi ile, surfaktan bakimindan zengin fazin 380 nm’de,
karakteristik absorpsiyon dalga boylarinda, belirgin bir duyarlilik farkina sahip olan
lineer artiglar gozlemlendi. 480 nm' de bos analite kars1 diizeltilmis emilimdeki artis
(prolin hari¢ kalan tiim reaktifleri iceren) 480 nm' de prolin derisimiyle orantilidir.
Burada 380, 440 ve 480 nm'de bosluklarin emiciligi Cu(II) i¢in 0.05, 0.04 ve 0.15'tir.
Histamin-floresan, Cu(Il) -histamin i¢in 0.30, 0.05 ve 0.02 ve pH 5.5'te floresans icin
0.06, 0.08 ve 0.18, ancak pH 5.5' te herhangi bir fazda sadece Cu(Il) veya histamin
varliginda ayrilma ger¢eklesmedi. Bu nedenle, iiretilen iyon eslestirme kompleksi UA-
CPE ile kolayca ekstrakte edilebilir ve spektrofotometre ile tespit edilebilir. Sonug
olarak, metot numune matriksinden prolin ekstraksiyonu ve 6n derisiminden sonra,
diger zirve maksimumlara gére daha duyarli olmasi nedeniyle, spektrofotometre ile

480 nm'de saptanmasi i¢in son derece uygundur.
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Sekil 3.1 Kompleksin {i¢ farkl1 dalgaboyunda optimum kosullarda derisime bagimli
(a) spektrumu ve (b) kalibrasyon egrileri
3.1.2.1 pH etkisi

Bu caligmadaki temel mantik, ekstraktan, Tween 80'in ultrasonik enerjisi ile hizli bir
sekilde ve kolayca cikarilabilen derisime bagli bir iyon ¢ifti kompleksi olusturmaktir.
Calisma ortamimin pH' 1, komplekslesme, hidroliz, protonasyon, deprotonasyon ve
dimerizasyon gibi birgok kimyasal olguyu miimkiin kilan en onemli faktordiir. Ek
olarak, Cu (II) iceren reaktiflerin (histamin ve floresein) mevcut oldugu form, pH ile
yakindan iligkilidir. Bu nedenlerden dolayi, reaktifler arasinda uygun etkilesimi
saglamak i¢in pH kontrol edilmelidir. pH' in prolin geri kazanimi iizerindeki etkisi,
2.5-9.5 pH araliginda incelenmistir. Sonuglar her bir noktanin {i¢lii 6l¢iimlerine
dayanan hata cubuklar1 (% BSS olarak % 3.3 ile % 3.8 arasinda degisen bir
hassasiyetle) ile Sekil 3.2'de gosterilmektedir. Baslangigta, geri kazanim yaklagik %
60' t1, pH 5.5' te maksimum degere ulasirken, pH 5.5-7.5 araliginda azalan egim ile
kismen azaldi1 ve daha sonra artan pH' I1 Cu(II) iyonlarinin hidrolizi nedeniyle keskin
sekilde azaldi. Secicilik ve duyarlilik agisindan pH 5.5' te en iyi analitik sinyali veren
tamponu olusturmak igin, esit molar derisimlerde (0.05 mol L) asetat, ftalat, fosfat ve
fosfat-sitrat gibi farkli tampon sistemleri kullanilmistir. Bununla birlikte, prolin 75 pg
L' igin fosfat> fosfat-sitrat> asetat> ftalat tampon dizisindeki artan absorbans ile
fosfat tampon ¢ozeltisinde maksimum duyarlilik (0.175 absorbans ile) elde edildi. Bu
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gerceklere dayanarak, pH 5.5' teki fosfat tampon ¢ozeltisi, ileriki ¢caligsmalar i¢in en

uygun tampon sistemi olarak kabul edildi.
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Sekil 3.2 pH etkisi
3.1.2.2 Cu(II) derisiminin etkisi

Calisma, bir metal, histamin ve prolin arasinda koordineli olarak doymus bir selat
kompleksi olusturmay1 ve daha sonra bu kompleksi goriiniir bolgede kuvvetlice emen
iyon eslestirme reaktifi olan floreseine elektrostatik olarak baglamayi amagliyordu. Bu
amaca ulagsmak i¢in, 6n deneyler, Cu(Il), Ni(Il), Co(Il) ve Zn(II) gibi baz1 gecis
metallerinin varliginda, 1.5 mL 5 mg L™ seviyelerinde gerceklestirildi. Daha stabil bir
kompleks olusumun bir sonucu olarak, Cu(Il)> Ni(Il)> Co(II) > Zn(II) sekansinda
artan absorbans ile en iyi analitik sinyal Cu(Il) varliginda (0.185 absorbans ile) elde
edildi. Metal tipi belirlendikten sonra, prolin geri kazanimi iizerindeki Cu(lIl)
miktarmin etkisi, 5 mg L™! sabit derisimde 0.0-3.0 mL arali§inda incelenmistir. Sekil
3.3" te goriilebildigi gibi, artan Cu(Il) miktar1 ile geri kazanim arttirilmis ve en iyi
degere 1.5 mL Cu(Il) ¢ozeltisi kullanilarak ulagilmigtir. Ancak, 1.5 mL' den daha
yiiksek hacimlerde 6nemli bir degisiklik gézlenmemistir. Ayrica, literatiirde Cu(II)
iyonlarinin, ortamin pH' ina bagh olarak farkli bilesimlerde bagimsiz olarak hem
prolin hem de histamin ile bagimsiz olarak diger ge¢is metali iyonlarindan daha stabil
selat kompleksleri verdigi belirtilmektedir [43]. Histaminin ortam pH' ina bagl olarak
hem monodentat hem de bidentat ligant olarak etki ettigi ilk ¢aligmada, hem amin

grubunun hem de imidazol halkasinin Cu(Il) koordinasyonunda IR' den 6.0' ya gore
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daha diisiik pH' larda yer aldiklari ve Raman, CuL?*" monomerik kompleksinin
olusumuna yol acan ¢alismalari inceler. ikinci ¢alismada pKa ve pKb degerleri 2.6 ve
11.2 (veya 2.01 ve 11.4) olan prolin (2-pirolidinkarboksilik asit) 2.6 ve 11.2 (veya
2.01 ve 11.4)" te kuvvetli Cu(Il) iyonlarin1 Ni(II) ve Co(II) iyonlarina gore, 6.31 X
10'%' da sabit bir sekilde sabitledigi agiklanmaktadir. Potansiyometrik titrasyonla pH
aralig1 5.0-9.0. Benzer bir sekilde, Cu(Il) iyonlar1 gibi metal iyonlarina bidentat ligand
gorevi goren ve aynmi zamanda pH ve sulu / misel ortamina baglh olarak
tautomerlestirme davranist sergileyen ve ayrica pKa degerlerine sahip bir
tautomerlestirme  davranist  sergileyen  histamin  (1H-imidazol-4-etanamin)
aciklanmaktadir. 6.09 ve 9.88, CuL (logB: 10.20) ve Cul, (logP: 17.53) seklinde
Cu(Il) iyonlari ile stabil selat kompleksleri olusturur. Biitiin bu ger¢eklere dayanarak,

1.5 mL 5mg L', daha ileri ¢alismalar i¢in optimum Cu(II) miktar1 olarak kabul edildi.
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Sekil 3.3 Cu(Il) derisiminin etkisi
3.1.2.3 Histamin derisiminin etkisi

Bakir ve prolin arasinda primer ligant olarak olusan kompleks, bakirin
koordinasyonunu tamamlamadi, bu nedenle selatlama amin ve imidazol-N atomlari
nedeniyle histamin (2-aminetilimidazol, Him), sekonder yardimc1 selat ligand olarak
kullanildi. pH 5.5' te, histamin, bir monodentat ligand olarak gérev yapar, ¢iinkii amin
grubu protonlanir. -420 mV'de Cu(Il) iyonlarinin varlifinda olusan stabil selat
kompleksin katodik siyirma tepesine dayanarak, histamin herhangi bir matris etkisi
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olmadan bakir numunelerinde 1-8 ve 30-90 umol L araliginda giivenilir bir sekilde
belirlenebilir. Diger metal gecis iyonlarindan kare dalga siyirma voltametrisi ile
yapilmistir. Bakir koordinasyonunu tamamlamak i¢in histamin, bakirdan daha fazla
miktarda kullanilmistir. Calismanin sonuglari Sekil 3.4' de verilmistir. Histamin
yoklugunda iyilesme % 45 idi. Geri kazanimm, 0.0-2.5 mL 1.0 x 10 mol L
araliginda artan histamin miktar ile arttig1 agik¢a goriilmiistiir. Bu durumda, {glii
kompleksin de histamin miktarina bagl oldugu agiktir. Sonug¢lardan goriilebilecegi
gibi, en iyi geri kazanim, 0.60 mL 1.0x10™ mol L histamin kullanildiginda elde
edildi. 0.6 mL' den daha yiiksek hacimlerde, derisime bagli olarak ikili ligantlarin yer
degistirmesinin bir sonucu olarak karmasik bilesimdeki degisim nedeniyle geri
kazanim kademeli olarak azalmistir. Bu gergeklere dayanarak, 0.60 mL 1.0 x 107 mol

L !" in kantitatif iyon eslestirme kompleksi olusumu i¢in yeterli oldugu bulundu.
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Sekil 3.4 Histamin derisiminin etkisi

3.1.2.4 Floresein derisiminin etKisi

Kanisik selat kompleksi dogasi katyonik oldugundan, elektrostatik etkilesimle
hidrofobik bir iyon ¢ifti kompleksi olusturmak i¢in pH' a baglh iyonlastirilabilir bir
ligant eklenebilir. Bu baglamda, pKa degeri 2.08, 4.31 ve 6.48 (HsF', HoF, HF ve F*
) olan floresein, farkli ortamlarda farkli absorpsiyon ve floresans 6zelliklerini gosteren
iyonize edilebilir bir ksantan grubu boyasidir [44]. Sadece bir hidrofobik kompleks
olusturmak degil, ayn1 zamanda hassas ve secici spektrofotometrik analizler i¢in stabil
ve ¢ok renkli bir hidrofobik kompleks elde etmek de dnemlidir. Bu nedenlerden dolay,
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pH 5.5' te HF veya F» seklinde baskin olan floresein, bu calismada yiiksek emme
katsayis1 ve iyl metal baglama 6zelligi nedeniyle iyon eslestirme reaktifi olarak kabul
edildi ve secildi. Iyon eslestirici reaktif miktarmnin prolin geri kazanim iizerindeki
etkisi 0.0-2.5 mL 1.0x10™* mol L' araliginda ¢ahisilmistir. Sonuglar, Sekil 3.5' de
verilmigtir. Geri kazanimin floresein miktarina baglilig1 su sekilde agiklanabilir: geri
kazanim siirekli olarak 1.4 mL hacme yiikseltildi, neredeyse 1.4-1.8 mL hacim
araliginda sabit tutuldu ve 1.8 mL'den daha yiiksek hacimlerde hizl bir diisiis gézlendi.
Yiiksek hacimlerde, geri kazanimdaki azalma ya boya molekiillerinin derisimine baglh
topaklanmasindan ya da serbest boya molekiillerinin kompleks ile birlikte misel fazina
aktarilmasinin bir sonucu olarak bos sinyalde artistan kaynaklanabilir. Bu gerceklere
dayanarak, asagidaki deneylerde 1,8 mL 1,0x10* mol L' optimum floresein miktar:

olarak kabul edilmistir.
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Sekil 3.5 Floresein derisiminin etkisi

3.1.2.5 Noniyonik yiizey aktif madde tiirii ve miktarmin etkisi

Hidrofobik iyon ¢ifti kompleksinin olusumundan sonra, kompleksi sulu fazdan diisiik
hacimli misel fazina ¢ikarmak i¢in iyonik olmayan surfaktan kullanildi. Noniyonik
surfaktanin se¢imi kantitatif ekstraksiyon i¢in 6nemlidir. Bu nedenlerden dolayi, farkli
alkil yapilar1 ve farkli etoksi gruplari igeren noniyonik surfaktanlar ile 6n ¢aligmalar
yapilmigtir. Ug farkli noniyonik surfaktan icin elde edilen sonuglar, Sekil 3.6' da

verilmistir. Farkli ekstraksiyon yetenekleriyle, her bir surfaktan miktarinin geri
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kazanim iizerindeki etkisi, 0.0-3.0 mL araliginda sabit derisimde (% 1.0, a/h)
arastirildi. En iyi geri kazanim degeri 1.5 mL Tween 80' de elde edildi. Ayrica, 0.228
mmol L derisimine esdeger olan bu deger, 0.012 mmol L'" CMC' den 19 kat daha
yiiksektir. Geri kazanimda 1,5 mL'den yiiksek hacimlerde azalma sebebi, daha fazla
surfaktanin sediment fazina gecisi idi. Bu gerceklere dayanarak, daha fazla ¢aligma

icin % 1.0 (a/h) 1.5 mL, optimum Tween 80 miktar1 olarak kabul edildi.
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Sekil 3.6 Noniyonik surfaktan tiirii ve miktarinin etkisi

3.1.2.6 Denge sicakhi@inin etkisi

Sicaklik, hem surfaktanin bulanikligin1 etkileyen hem de iyon c¢ifti kompleks
olusumunun denge siiresini kontrol eden Onemli bir parametredir. Bu etkiyi
degerlendirmek icin sicakligin geri kazanim tizerindeki etkisi oda sicakligindan 80 °C'
ye ¢ikarildi. Oda sicakligindan 40 ° C' ye faz ayrimi yoktu. Muhtemel sebep, Tween
80 i¢in gerekli olan bulutlanma sicakligina ulagilmamis olabilir. 40 °C' den 60 °C' ye
faz ayrimi vardi, ancak faz ayrimi 60 °C' den yiiksek sicakliklarda azaldi. Bu,
kompleksin sulu ¢ozeltiye yiiksek sicaklikta yeniden dagitilmasindan kaynaklanabilir.
Bu gerceklere dayanarak, daha ileri ¢aligmalar i¢in en uygun denge sicakligi olarak 50

°C' lik bir sicaklik kabul edildi.
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3.1.2.7 Sonikasyon zamaninin etkisi

Sonikasyon etkisi, sulu ¢ozeltide, surfaktanin misel kiirelerinin stabil dagilimini
saglayan ve kiitle transferini hizlandiran 6nemli bir faktordiir. Sonikasyon siiresinin
tyilesme tlizerindeki etkisi optimal reaktif kosullarinda 1-20 dakika arasinda calisildi
ve sonuglar iyilesmenin ilk 10 dakikada dogrusal olarak arttigini ve ardindan azaldigini
ortaya koydu. Ozellikle 10 dakika sonra geri kazamim, ¢dzeltinin asiri 1simmasi,
kararsiz hale gelmesi ve / veya iyon cifti kompleksinin misel fazdan yogun sulu faza
geri doniigiimlii ayrismasi nedeniyle 6nemli 6l¢iide azaldi. Belki de geri kazanimdaki
bu diisiis, prolin reaktif hidroksil radikalleri ile oksidasyonu veya bozunmasi, longer
OH, ultrasonik gli¢ ve termal enerjinin daha uzun zaman periyotlarinda
birlestirilmesiyle iiretilir [45]. Bu gerceklere dayanarak, 10 dakika ileriki ¢alismalar

i¢in en uygun sonikasyon siiresi olarak kabul edildi.
3.1.2.8 Ornek hacminin etkisi

Prolin, secilen 6rnek matrikslerinde bulunan engelleyici tiirlerle birlikte potansiyel
olarak bulundugundan, 6rnek hacminin belirlenmesi hem derisim 6ncesi faktorii (PF)
arttirmak hem de olas1 matris etkisini azaltmak i¢in 6nemli bir degiskendir. UA-CPE
sisteminin 6n derigim kabiliyeti, sulu numune hacminin, farkli numune hacimlerinden
(5-200 mL) prolin (25 pg) geri kazanimi tizerindeki etkisinin incelenmesiyle de
diistiniilmiistiir. Sonugclar, ekstraksiyonun sulu faz hacminde 75 mL' ye kadar nicel
oldugunu ve daha sonra numune hacmindeki artigla azaldigin1 gosterdi. Boylece, 0.4
mL nihai ekstrakt hacmine ve ekstraksiyonun nicel oldugu maksimum 75 mL numune

hacmine dayanarak, 187.5' lik bir 6n-derisim faktorii belirlendi.
3.1.3 Yontemin analitik paremetreleri

Yontemin analitik 6zellikleri, olas1 matris etkisini kontrol etmek i¢in iki farkli ¢alisma
ile test edilmistir. Ik olarak, model ¢ozeltiler kullanilarak, yontem optimum deney
kosullar1 altinda prolin igin 1-1000 pg L' derisim aralifinda kullanilmis ve
kalibrasyon grafigi elde edilmeye calisilmistir. Tekrarlanan deneyler sonucunda,
model ¢dzeltiler icin kalibrasyon grafigi 15-600 pg L' araliginda dogrusaldi. Model
coziimlerinden elde edilen analitik 6zelliklerden bazilar1 asagida verilmistir. Tespit
(LOD) ve tayin (LOQ) limitleri, bos sinyalin standart sapmasinin kalibrasyon egrisinin
egimine ii¢ veya on katinin orani olarak hesaplandi. Tespit ve tayin sinir1 sirasiyla 5.7

pg L ve 19.0 ng L' idi. Kalibrasyon egrilerinin egim egrisinin 6n derisimi olan ve
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olmayan derisim orani olarak tanimlanan duyarlik iyilestirme faktorii (EF) 105 idi.
Ikincisi, numune hazirlama asamasinda prolin, farkli derisim araliginda numunelere
ilave edildi. Ekstraksiyondan ve on derisimden énce -1000 mg L' ve kalibrasyon
grafigi elde edilmeye c¢alisildi. Bu ¢alismada asil amacimiz model ¢ozlimlerine gore
matris eslesmesine gore matris etkisinin olup olmadigini1 belirlemektir. Matris
eslestirmesinden elde edilen analitik sonucglarin bazilar1 asagidaki gibidir. Lineer
aralik, tespit sinir1 ( LOD), tayin sinir1 ( LOQ) ve EF degerleri sirasiyla 25-550 pg L
1,82 ug Lt 27.3 ug L' ve 96 idi. Her iki kalibrasyon egrisinin egimleri, herhangi bir
matris efekti gostermemek icin % 5.6' lik hassasiyet farkiyla birbirine yakindir. Her

iki ¢alisma i¢in daha kapsamli sonuglar Cizelge 3.1' de verilmistir.
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Cizelge 3.1 Onerilen yonteminin analitik performans kriterleri

Analitik 6zellikler Model sulu standart ¢dzeltilerden kalibrasyonla Matriks uyumlu ¢ozeltilerden kalibrasyonla
Regresyon denklemi A=1.95%103 C (ug L") +0.0291 A=1.84x103 C (ug L") +0.0305
Korelasyon katsayisi, r 0.9949 0.9925
Dogrusal galigma araligi, ug L™ 15-600 25-550
*LOD, pg L 5.7 8.2
*LOQ, pg L 19.0 273

% Gerikazamm (30, 100 ve 250 pg L', n: 5) 95.3,97.5ve 103.3

% Bagil standart sapma (30, 100 ve 250 pug L%, n: 5) 2.5,3.6,4.3
“Duyarlik iyilestirme faktorii 105
Onderistirme faktorii 187.5
Ornek hacmi, mL 75
Olgiim dalgaboyu, nm 480

92.7,98.3, 104.7

2.8,3.8,5.1

96
187.5
75
480

*On iki tekrarli bos analizin standart sapmasinin ii¢ ve on katina karsilik gelen analitik sinyalin UA-CPE sonrasi elde edilen kalibrasyon egrisinin egimine oranidir.

** UA-CPE ile zenginlestirme dncesi ve sonrasi elde edilen kalibrasyon egrilerinin egim orani olarak hesaplanan degerdir
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3.1.4 Girisim calismasi

Iyi ekstraksiyon etkinligi saglamak ve matris etkisini azaltmak i¢in 75 pg L prolin
tayini i¢in yontemin segiciliginin degerlendirilmesi 6nemlidir. Segicilik ¢calismasi su
sekilde yapildi. Model derisimlerine farkli derisim oranlarindaki girisim tiirleri
eklenmis ve karigimlar1 6nerilen UA-CPE yontemine ileterek tolerans seviyeleri ve her
midahale eden tiir i¢in geri kazanim degerleri belirlenmistir. UA-CPE ile 6n
derisimden sonra misel faz emiliminde £% 5.0' dan daha az bir hatanin tolere edilebilir
oldugu diisiiniilmiistiir. Ayrica, amino asitler ve proline kimyasal olarak benzer diger
tiirler bu ¢caligmada secildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.2' de verilmistir. Sonuglar,
%93.2-104.8 1iyilesme araliginda, 25-1500 de bulunduklar1 zaman %BSS ile % 4.3’
ten daha diisiik bir etkilesim orami olmadigi goriilebilir. Yontem performansinin
degerlendirilmesinde aciklandigi gibi, matris eslestirme caligmalar1 yapildi ve 6nerilen
yontemin se¢iciligi model ¢oziim ortami ile karsilastirildi. Her iki ¢alismadan elde
edilen analitik veriler (LOD, % BSS, % R ve kalibrasyon grafiklerinin egimi) birbirine

cok yakind1 ve bu sonuglar dnerilen yontemin segiciligini destekliyor.

Cizelge 3.2 Onerilen UA-CPE metodu ile muhtemel girisimci tiirlerin 75 pg L' prolin
Olciimleri tizerindeki etkisi (n: 3)

Iyonlar Tolerans siniri, GK BS Iyonlar Tolerans siniri, GK BSS
[Girisimei]/[Prolin] (%) S [Girisimci]/[Prolin] (%) (%)

(%0)
Co? 1500 97.5 24 Ca? 750 96.7 3.0
Glycine 1500 101.8 2.5 Methionine 500 103.5 3.1
Pb* 1500 982 25 SO4* 500 962 3.4
Tyrosine 1500 98.7 2.7 K* 500 953 35
Valine 1500 102.1 2.8 Lysine 500 1044 3.6
Threonine 1000 101.9 25 Isoleucine 200 96.5 4.0
COs> 1000 96.5 29 Cr 200 963 33
Cr 1000 964 2.6  Tryptophan 100 104.8 3.5
Glutamine 1000 96.8 2.7 Mn?* 100 949 32
AP* 750 95.7 29 Fe’* 100 947 3.7
Histidine 750 95.4 3.0 Phenylalanine 50 939 43
Na* 750 952 3.0 Zn** 25 932 42
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3.1.5 Yontemin dogrulugu ve kesinligi

Yeni bir yontem gelistirildiginde, validasyon calismasi yontemin giivenilirligini
saglamak i¢in ¢ok Onemlidir. Bu nedenle, yontemin kesinligi ve dogrulugu belirli
analitik adimlarla test edilmelidir. Yontemin dogrulugunu test etmek igin, standart bir
referans materyali olan SRM 2389a Amino, 0.2 g sertifikali numune ve optimize
edilmis deney kosullar1 altinda 20 kat seyreltme ¢oziildiikten sonra 0.1 mol L™! HCI
icinde asitlendi. Detayli sonuglar Cizelge 3.3' te verilmistir. Sonuglar, bir dogruluk
Olciitii olan istatistiksel metin degerinin kritik degerlerden diisiik oldugunu
gostermektedir. Ek olarak, 100 ve 300 pg L' ile ¢iktiktan sonra kantitatif geri
kazanimlar (% 97.2-98.9), % 4.4' ten daha diisiik % BSS' ler ile bulundu.

Ara hassasiyet, dogruluk ve genisletilmis belirsizlik {i¢ kopya halinde {i¢ derisim prolin
seviyesi ile birlikte bal, sarap ve meyve suyu ornekleri kullanilarak test edildi. Gergegi,
Thompson tarafindan onerilen yonteme gore toparlanmaya bagli olarak verildi [46].
Iyilesmenin hesaplanmasi icin formiil, optimizasyon adimlarmin ilk boliimiinde

verildi. Bu ¢aligma ile elde edilen nicel geri kazanimlar Cizelge 3.4' te verilmistir.

Ara kesinligi test etmek i¢in baz1 parametreler degistirildi: iki hafta boyunca {i¢ farkl
analiz giinli ve farkli standart miktarlar. Orta diizey hassasiyet, Horwitz denklemine
gore [47] prolin geri kazaniminin bagil standart sapmast (% BSS) olarak
degerlendirildi. Ayrintili sonuglar Cizelge 3.4' te verilmistir ve bunun kesinligi kabul

kriterine uygun oldugunu gostermistir.

Bagil genislemis belirsizlik (k = 2), [48] tarafindan 6nerilen formiil (yukaridan asagiya
yontem) kullanilarak belirlenmistir. Her 6rnekleme grubu icin elde edilen nispi
genisletilmis belirsizlik degerleri, Cizelge 3.4' te verilmistir. Gorildigi iizere,

hesaplanan degerler, istatistiksel olarak kabul edilen belirsizlik degerleri ile tutarliydi.
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Cizelge 3.3 Onerilen UA-CPE yénteminin dogrulanmas i¢in secilen sertifikali bir numunenin analiz sonuglari (n: 5)

SRM Eklenen 2 20 kat seyreltme sonrasi sertifikali deger Bulunan GK BSS exp
(ngLh (ngLY (ngLh (%0) (%0)
SRM 2389a 0.1 - 27.2+1.2 96.4 4.4 1.86
mol L' HCl'de 100 28.2+1.3 125.4+4.7 97.2 3.8 -
amino asitler 300 324.9+10.1 98.9 3.1 -

*Kritik t degerleri, % 95 giiven diizeyi ve dort serbestlik derecesi i¢in 2,78'dir.

Cizelge 3. 4 Onerilen UA-CPE y6ntemiyle ekstraksiyondan &nce standart eklenmis ii¢ kalite kontrol numunesinin analizi igin yiiriitiilen,
dogruluk, kesinlik ve genisletilmis belirsizlik (k: 2) ¢alismalarinin sonuglar1 (n: 9)

Ornek Eklenen prolin ! Genisletilmis belirsizlik 2 Kesinlik 3 Dogruluk
(ngkg" (U %) (BSS %) (GK %)
Bal 25 11.4 6.8 106.8
Sarap 75 9.2 4.5 92.1
Meyve 150 7.4 3.9 104.5

Kabul kriteri: Horwitz ve Thompson ve ark’a gére Horwitz fonksiyonundan, Umax <2 * %BSS [47],[46].
ZKabul kriteri: Horwitz—Thomson fonksiyonuna gore % BSS <2/3, %BSS; 100 pg kg! ve daha diisiik degerler igin 14.7% ve 200 pg kg™ i¢in 13.6% olmalidir [46].
3Kabul kriteri: Geikazanim 85-115% olmali. CODEX kriteri: 10 pg kg i¢in 60-115% ve 0.1-10 mg kg™! aras1 igin 80—-110% olmalidir [48],[49].
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3.1.6 Yontemin uygulamasi

Validasyon ¢aligsmalarinin ardindan, bal, sarap ve meyve suyu orneklerinde prolin
tayini ile spektrofotometri ile birlesik UA-CPE yonteminin uygulanabilirligi ve
giivenilirligi incelenmistir. Yontemin dogrulugu, bilinen farkli prolin miktarlariyla (50
ve 100 ug L) calisilan numunelerin analizi ile de dogrulandi. Cizelge 3.5' teki bu
calismanin sonuglari, eklenen prolin geri kazanimlarinin iyi oldugunu (% 91.7-108.5),
% 2.5 ile % 4.6 arasinda degisen bir % BSS ile incelendi, bu da incelenen tiim 6rnek
tiplerinin matrislerinin {izerinde 6nemli bir etkisi olmadigimi gosterir. Bu nedenle,
yontem segilen gida maddelerinde prolin ekstraksiyonu, 6n derigimi ve prolin tayini
icin giivenilirdir. Tiim 6rneklerin prolin igerigi, literatiirdeki degerlerle iyi bir uyum
icindedir. Ozellikle, sonuglar bal &rneklerinin, diisiik prolin igeriginin olabilecegi
Cin'deki bir aricidan dogrudan tedarik edilen bal 6rneklerinde bildirilen sonuglarla
olduk¢a uyumlu olan kabul edilebilir miktarda prolin icerdigini gdstermistir [50].
Seker katilimi igin gosterge olarak kullanilir. Bununla birlikte, ¢esitli ballarda yiiksek
miktarda prolin, yiiksek miktarda polen igeriginden kaynaklanabilir. Baldaki
minimum prolin igerigi, 2002 yilinda AB tarafindan belirlendi, 180 mg kg,

uluslararasi kabul i¢in asgari deger olarak kabul edildi [51].
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Cizelge 3.5 Secilen 6rneklerin 6nerilen UA-CPE yontemi ile analiz sonuglari (n: 5)

Ornek tipi Eklenen Bulunan *Bulunan "GK BSS
(ug L (ug L (mg kg") %) (%)

Bal 6rnekleri
- 402.8 3222 - 3.9
Cigek bali 50 450.2 - 94.7 4.2
100 498.6 - 95.8 4.4
- 418.7 335.0 - 3.9
Cicek bali 50 464.8 - 92.1 43
100 513.6 - 94.9 4.6
- 395.1 4741 - 3.5
Cicek bali 50 446.7 - 103.2 3.7
100 497.5 - 102.4 3.8
- 359.6 431.5 - 33
Kestane bali 50 411.7 - 104.2 35
100 462.5 - 102.9 3.7
- 348.4 487.8 - 32
Kestane bali 50 395.3 - 93.7 34
100 4443 - 95.9 3.5
- 320.8 513.3 - 32
Cam bali 50 369.9 - 98.2 33
100 419.6 - 98.8 3.5
- 3547 496.6 - 3.5
Cam bali 50 403.9 - 97.1 3.7
100 452.9 - 98.3 3.9
- 301.9 483.0 - 2.8
Cam bali 50 3533 - 102.7 2.9
100 403.1 - 101.2 3.5

Sarap Ornekleri

- 210.4 245.5 - 3.1
Kirmizi sarap 50 256.3 - 91.7 33
100 304.2 - 93.8 3.5
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- 245.1 285.9 - 32

Kirmiz1 sarap 50 291.6 - 92.9 34
100 340.6 - 95.5 3.7

- 198.2 231.2 - 2.9

Kirmiz1 sarap 50 251.2 - 105.9 3.2
100 302.3 - 104.1 34

- 83.6 97.5 - 25

Beyaz sarap 50 131.5 - 95.7 2.7
100 180.4 - 96.8 2.8

- 99.1 115.6 - 2.6

Beyaz sarap 50 147.7 - 97.1 2.8
100 197.8 - 98.7 3.0

Meyve suyu 6rnekleri

- 194.9 974.5 - 3.0

Portakal suyu 50 2433 - 96.7 32
100 292.8 - 97.9 34

- 161.4 538.0 - 2.8

Elma suyu 50 215.7 - 108.5 2.9
100 266.6 - 105.2 32

- 223.8 373.0 - 3.1

Kivi Suyu 50 275.2 - 102.8 34
100 3253 - 101.5 35

- 286.4 286.4 - 3.6

Uziim suyu 50 334.3 - 95.7 3.8
100 383.2 - 96.8 3.9

# Her bir bal numunesinin 6n muamelesinden sonra (5 g), her bir sarap ve meyve suyu numunesi (3 g, sivi fazdaki 3 mL 6rnegin, 3 mL'ye esdeger oldugu varsayilarak,
100 mL etanol-su karigimi (1: 3). v/ v) UA-CPE ile 40 ° C'de 10 dakika boyunca ve lineer ¢alisma araliginda diisecek sekilde analizden dnce 30-150-kat uygun oranlarda

seyreltme.

b Sirastyla 50 ve 100 pg ! ile ¢iktiktan sonra beklenen ve gdzlemlenen toplam prolin miktarlarini oraninin ¢arpimi olarak hesaplandi.
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3.2 5-HMF icin UA-CPE/spektrofotometrik yontem

Optimum kosullar altinda; 50 mL’lik santrifiij tlipine 1/50 oraninda seyreltilmis
ornekten 3 mL konularak sirastyla 30 pg L' 5-HMF, 2,5 mL pH 5,5’ te sitrat tampon
¢ozeltisi, 0,4 mL 3.0x10°mol L' Fenosafranin ,1.0x10° mol L' SDS , 1,2 mL
%35 (h/h) Triton X-114 eklenerek karigimin hacmi 50 mL’ye tamamlanmistir. Elde
edilen karisim, 45 °C’ de 15 dakika ultrasonik etki altinda (300 watt, 40 kHz) edilen
bekletildikten sonra, 4000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenerek surfaktanca zengin fazin
tiiplin altinda toplanmasi saglanmistir.Surfaktanca zengin faz ile sulu fazin
ayrilmasimi kolaylagtirmak i¢in tiipler 5 dakika buzdolabinda bekletilmistir. Bu
stirenin sonunda tilipiin alt kismindaki surfaktan fazinin yogunlugu artirtlmis, st
kisimda yer alan sulu faz ise dekantasyon islemiyle ayrilmistir. Ayrilan kisim
etanolde ¢oziilmistiir. Daha sonra, UV-VIS spektrofotometre ile 532 nm’de tayin
yapilmigtir. Ayrica, kullanilan reaktiflerin analitik sinyale etkisini belirlemek igin
reaktif bosuna paralel ayni islemler uygulanmistir. Onerilen ydntemin optimum

kosullarda 5-HMF miktarina bagl spektrumu Sekil 3.7°de gosterilmektedir.

0,16
——— Omek bosu A
0,14 4 - Oeeone 15g LT 5HMF : A
Ve 300g LT BHWF Aoa
4 A 1 . .
0,12 60 gL 5HUF |. LA
AT A
A L '
010 ¥ 3 .
g | 2vo R
o YA
0 .
Co{ V- o .
0 "o
0,04
0,02 1 M
0,00 T T T T T T
400 450 500 550 600 650
Dalga boyu, nm

Sekil 3.7 Ornek bosuna kars1 ii¢ farkli 5-HMF derisimi (15, 30 ve 60 ug L) igin
dalgaboyunun (nm) bir fonksiyonu olarak ekstraksiyon prosesinin absorpsiyon
spektrumlari
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3.2.1 UA-CPE Verimini Etkileyen Parametrelerin Optimizasyonu

Onerilen yéntemin optimizasyon siirecinde, 5-HMF geri kazanim degeri her parametre
i¢in referans olarak alinmistir. Asagidaki denklem kullanilarak her degisken i¢in geri

kazanim (% R) hesaplanmustir.
R% =[Ct*x V¢/ Ci x Vi] x 100

Burada C;, baglangic numune hacmindeki V; (50 mL) 5-HMF degisimini ve Cy, yiizey
aktif madde bakimindan zengin faz hacmi V¢ deki (0.2 mL) 5-HMF degisimi, pH,
komplekslestirici, surfaktan tipi ve derisimi, numune hacmi, sonikasyon sicakligi ve
zamani, santifiijleme hizi ve zamani gibi deneysel degiskenlerin optimal degerini
belirlemek i¢in adim adim optimizasyon semas1 tasarlanmistir. Optimizasyon
calismalari, 50 mL'lik bir santrifiij tiipiinde 150 pug L' 5-HMF igeren ¢alisma
cozeltileri kullanilarak yapildi. Her bir degiskenin optimizasyonu i¢in {i¢ tekrarl

Ol¢timler diizenlendi ve sonuglarin ortalamasi optimal egrilerin olusturulmasinda

kullanildi.
3.2.1.1 pH etKkisi

Calisma ortaminin pH’1 hem analit ile ligant arasindaki iyonik kompleksin olusumunu
hem de bir sonraki basamakta yapilacak olan zenginlestirme islemini etkilediginden,
pH optimizasyonu onemlidir. Bu amagla ¢esitli tamponlar denenmistir. Britton-
Robinson (BR) tamponu, sitrat tamponu ve ftalat tamponu bunlardan bazilaridir. 50
mL’ lik final 6rnek hacmi i¢in 2.0-6.5 pH araliginda inceleme sonucu en 1yi duyarligin
pH 5,5’te sitrat tamponu varliginda elde edildigi gézlenmistir. Sekil 3.8 ‘de bu durum
acik bir bicimde goriilmektedir.
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pH (a) pH5.5de 0.1 mol L" Sitrat tampon haci, mL (b)

Sekil 3.8 532 nm de analit bosuna kars1 diizeltilmis absorbansa (a) pH ve (b) tampon
hacminin etkisi (n:3)

Optimal pH belirlendikten sonra secilen tampon ¢ozeltinin tampon hacminin de

duyarliga etkisi arastirllmigtir. 0.1-5,0 mL aralifinda hacim optimizasyonu yapilarak

Sekil 3.8 (b) de goriildiigii gibi en yiliksek sinyal 2,5 mL’ lik bir tampon ile elde

edilmistir.
3.2.1.2 Fenosafranin derisiminin etkisi

UA-CPE yonteminde komplekslestirici tiiriin, analit ile hizli ve kararli hidrofobik
Ozellikte bir kompleks yap1 olusturmasi istenir. Bu nedenle komplekslestirici madde
secimi 6nemlidir. En iyi analitik sinyali elde edebilmek i¢in serbest amin gruplari igere
heterosiklik fenazin grubu katyonik bir boya olan redoks duyarli fenosafranin
kullanilmistir. Bu amagla 3.0x10* mol L' fenosafranin’den 0,1-1,2 mL hacimleri
arasinda kullanilmistir. En yliksek sinyal Sekil 3.9 ‘da goriildiigti gibi 0,4 mL’lik bir
hacim ile elde edilmistir. Daha diisiik hacimlerde absorbansin dogrusal olarak artmasi
ise anyonik surfaktan olan SDS varliginda 5-HMF ve boya arasinda se¢imli imin
olusumundan kaynaklanir. Burada SDS’ nin hem bir duyarlik arttiric1 yardimer bir
ligant hem de boyanin ya da analit-boya kompleksinin karsit yiik tamamlayicisi/yiik
noétrallestiricisi oldugu varsayilmaktadir. Daha yiiksek hacimlerde sinyalin diismesi
pH 5.5° te boyanin derisime bagimli dimerlesmesi ve daha ileri aggregasyonundan ileri

gelebilir. Bu durum analit yoklugunda bos sinyalin artmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 3.9 532 nm’de analit bosuna kars1 diizeltilmis absorbansa Fenosafranin
derisiminin etkisi (n: 3)

3.2.1.3 Noniyonik surfaktan miktarimmin etkisi

Surfaktan derisimi, UA-CPE yontemini etkileyen 6nemli parametrelerden biridir.
Ciinkii, surfaktan derisiminin diisiik olmasi1 durumunda misel olusumu istenilen
diizeyde ger¢eklesmez veya olusan kompleksin tamami kantitatif olarak surfaktan
fazina gecemez, dolayisiyla analitik sinyal degerinde diisme gozlenir. Surfaktan
derisiminin yiiksek olmasi durumunda ise surfaktanca zengin fazin hacmi
artacagindan on deristirme faktorii diiser. Yapilacak ayirma iglemleri i¢in en uygun
surfaktan derisimi dar bir aralikta gozlemlenir. Bu amagla iki fakli SDS hacmi
valiginda (diisiik, 0.2 mL ve yiiksek, 3.0 mL) ¢esitli nonyonik surfaktanlar denenmis
ve en yiiksek analitik sinyal(ler) Triton X-114 ile elde edilmistir. Nonyonik
surfaktan hacminin absorbansa etkisi 0,2-2,0 mL araliinda incelenmistir. 3.0 mL
SDS varliginda, en iyi sinyal 0.7 mL 5% (h/h) Triton X-114 ile elde edilirken;
yaklagik 3.0-3.5 katlik duyarlik farkiyla 0.2 mL SDS varliginda 1.2 mL %5 (h/h)
Triton X-114 ile edilmistir. Sekil 3.10 ‘daki grafikte bu durum daha agik bigimde

sunulmustur.
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Sekil 3.10 532 nm’de analit bosuna kars1 diizeltilmis absorbansa noniyonik surfaktan
miktarmin etkisi (n: 3)

3.2.1.4 Anyonik surfaktan miktarimin etkisi

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu deneylerinde, ortama ikinci bir iyonik surfaktan
eklenmesi (SDS, CPC, CTAB gibi), analitin etkin ¢oziiniirlesmesine katki saglayacak
bicimde yardime bir ligant olarak ayirma verimini arttirdig: literatiirde bildirilmistir
[52]. Ortama eklenen surfaktan ikinci bir ligant gibi davranabilir. Yapilan analizde en
1yi sinyal SDS ile elde edilmistir. Bu durum agik¢a olusan imin kompleksinin pozitif
yiiklii bir ara kompleks oldugunu gésterir. 50,0 mL’lik final hacimde 1.0x107 mol L-
' derisiminde SDS’nin 0.1-3.0 mL arasinda degisen hacimlerle deneyler
yluriitilmistiir. Derisime bagimli SDS’ nin dimerlesme gosterdigi gozlenen
sonuglardan bellidir. 1 mL’nin altinda ve {istiindeki maksimum degerler (0.2 ve 3.0
mL’lik hacimler) dikkate alindiginda SDS’nin monomer ve dimer ya da daha ileri
aggregasyon halinin kompleks olusumuna katildigr goriilmektedir. Bu optimal
hacimlerde SDS’nin sabit derisimde 5-HMF’ nin sinyaline katkisinin farkli boyutlarda
ve yonlerde olmasi beklenen bir durumdur. Daha ileri ¢aligmalar i¢im hem 0.2 mL

hem de 3.0 mL’lik SDS hacimleri dikkate alinmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 3.11

‘de a¢ik bigimde sunulmustur.
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Sekil 3.11 532 nm’de analit bosuna kars1 diizeltilmis absorbansa anyonik surfaktan
miktarinin etkisi (n: 3)

3.2.1.5 inkiibasyon sicakhg ve siiresi

Diger parametrelerin optimizasyonu  tamamlandiktan  sonra, ultrasonik giic,
inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi gibi parametreler optimize edilmigtir. UA-CPE ig¢in
sicaklik, misel olusumunda ©Onemli bir etkendir. Ciinkii diisiik sicakliklarda,
bulutlanma sicakligina ulagilamadigi i¢in ayirma tam olarak gerceklesmezken,
yiiksek sicakliklarda ise 6zellikle zayif komleks olusum sabitine sahip selat ve iyon
cifti kompleksler i¢in olusan kompleksin tersinir olarak ayrilma ihtimali vardir. Bu
nedenle optimal ultrasonik banyo sicakligini belirlemek i¢in 25-65 °C arasinda
deneyler yapilmustir. Sekil 3.12°de goriildiigii gibi en iyi analitik sinyal 45 °C’ de elde
edilmistir. En yiiksek analitik sinyali elde etmek i¢in 6nemli parametrelerden biri de
ornek ¢ozeltilerin ultrasonik banyosunda bekleme siiresidir. Bu amagla 45 °C sabit
sicaklikta Ornekler i¢in 2-20 dakika aralifinda silire optimizasyon c¢aligmasi
yapilmigtir. Sekil’de 0.2 mL SDS varliginda 20 dakika’lik bir bekleme siiresinin
optimum deger oldugu; 3.0 mL SDS varliginda ise 15 dakika’lik bekleme siiresinin
optimal oldugu goriilmektedir. Ultrasonik banyo sicakligi ve siiresinin
optimizasyonundan sonra ultrasonik banyonun gii¢ optimizasyon (diisiik (30%), orta
(50%) ve yiiksek (70%) gli¢ genlik modunda) calismasi da gerceklestirilmistir. Her
iki SDS hacmi i¢in ultrasonik banyonun maksimum genlikte optimal sinyaller verdigi

gozlenmistir.
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Sekil 3.12 532 nm’de analit bosuna kars1 diizeltilmis absorbansa (a) inkiibasyon
sicaklig1 ve (b) inkiibasyon siiresinin etkisi (n: 3)

3.2.1.5 Santrifiijleme hiz1 ve siiresinin etkisi

Santrifiijleme hiz1, faz ayrimmi etkileyen parametrelerdendir. Bu nedenle optimum
kosullar altinda ayni miktarda 5-HMF iceren c¢ozeltilerin bulutlanma noktasi
gozlendikten sonra 1500 ile 4000 rpm arasinda farkli hizlarda santrifiijlenme islemi
yiriitilmistir. Etkin bir faz ayirimi i¢in 3500 rpm’lik bir santrifiijleme hizinin uygun
oldugu bulunmustur. Santrifiijleme zamaninin etkisini incelemek amaciyla 2-20
dakika arasinda calisilmalar yiiriitiilmiistiir. G6zlenen sonuglardan en uygun santrifiij

stiresinin 10 dakika oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.13 532 nm’de analit bosuna kars1 diizeltilmis absorbansa (a) santrifiijleme
hiz1 ve (b) santrifiijleme siiresinin etkisi (n: 3)

3.2.2 Yontemin analitik parametreleri

UA-CPE yontemi icin analitik sinyali etkileyen parametrelerin optimizasyonu sonrasi
analitik parametreler belirlenmistir (Regresyon esitligi, dogrusal ¢aligma araligi, tayin
siirt gozlenebilme siniri, bagil standart sapma). Bu parametreler Cizelge 3.6 ‘da

ayrintili olarak gdsterilmistir.
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Cizelge 3.6 Optimize edilmis reaktif kosullar1 altinda 6nerilen 6n deristirme yonteminin analitik 6zellikleri

Parametreler 0.2ml 1.0 x 107 mol L' SDS 3,0 mL 1,0 x 10-3 mol L-1 SDS
varliginda varliginda
Regresyon denklemi A= 5.18x103C (5-HMF, pg L) + A1=-0.0215C (5-HMF, pg L) + 0.378,

Korelasyon katsayisi, r
Dogrusal ¢aligma araligi, pg L
LOD, pg L!

LOQ, pg L™

% Gerikazanim (10, 25 ve 75
ug L', n:5)

%BSS (10, 25 ve 75 ug L', n:5)
®Duyarlik iyilestirme faktori
®On deristirme faktorii
Ornek hacmi, mL

Olgiim dalgaboyu, nm

0.053, A= 1.01x1073C (5-HMF,
pug L) +0.0883

0.9866, 0.9915

2-20,20-200
0.75
2.51

97.5-102.3

2.6-3.7
60
38.5
15

532

A= -1.31x103C (5-HMF, pg L") + 0.203

0.9992, 0.9856
2-15, 15-100
0.53
1.76

97.3-101.6

2.5-3.8
65
38.5
15

532

2UA-CPE li ve siz kalibrasyon egrilerinin egim oranidir
®UA-CPE o6ncesi ve sonrasi sulu ¢dzelti hacminin seyreltilmis surfaktanca zengin faz hacmine oranidi
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3.2.3 Girisim ¢calismasi

Gergek orneklerle ¢alisirken karsilagilan sorunlardan biri gergek 6rneklerin yapisinda
bulunabilecek diger kimyasal tiirlerin olas1 girisim etkisidir. Girisimler genellikle
zenginlestirme basamagiyla ilgilidir. Zenginlestirme yonteminde, analit-ligant
kompleksinin olusumunu sinirlayici veya bu kompleksin surfaktan agisindan zengin
faza gecisini siirlayici tiirler girisime neden olurlar. Bir yiiklii yada yiiksiiz notral
tiiriin girisimei tiir olarak kabul edilmesi i¢in analitik sinyalde + % 5.0’lik bir degisim
meydana getirmelidir. Bundan dolayr 5-HMF analizi i¢in ilgili gida 6rneklerinde
bulunabilecek tiirlerin degisen derisimlerdeki olasi girisim etkileri incelenmistir.

Yapilan ¢aligmanin sonuglar1 Cizelge 3.7¢ de ayrintili olarak verilmistir.

Cizelge 3.7 Girisimci tiirler varhiginda 100 pg L' 5-HMF’ nin tekrarl 6l¢iim
sonuglar1 (n: 3)

Girigimci tiirler Tolerans siniri Gerikazanim % BSS
Inorganik katyonik tiirler
Na®, K", NH,', Ca*", Mg*", 1000 96.5-101.5 3.2-4.8
Sr**
Zn*, AI*Y, Co**, Ni**, Min*, 500 93.5-102.2 2.8-5.7
Fez+
Mo, Pb*, Cd?', V3, v+ 350 94.5-98.2 3.2-5.5
Se*’, Cr**, Sb*", As**, As™ 250 95.5-98.5 3.1-5.3
Sn%*, Cu*", Fe** 100 93.5-97.2 2.5-6.5
Inorganik anyonik tiirler
CI,, SO4*, NOy", H,POy, 1000 94.0-98.0 3.0-5.0
HCOs, Br, F
SCN-, NOy 500 95.5-98.5 3.2-5.5
I, C,04* 250 93.5-97.5 2.5-5.0
HSOs 25-100 92.5-96.5 3.5-5.5
*HSO3 >100 97.5-101.5 2.5-4.0
Organik tiirler
Valin, Trosin, Glisin, Alanin, 750 96.5-102.0 3.0-4.5
Fenilalanin, Glutamin, 500 95.5-102.0 2.5-5.0
Metionin

Etionin, Triptofan 250 94.5-98.0 2.5-4.0
Fenol, Histidin 150 95.5-99.5 3.0-5.2
Askorbik asid 100 93.5-98.5 2.0-4.5
Formaldehit, ** Asetaldehit >100 95.5-103.5 2.5-5.8

*UA-CPE 6ncesi ya pH 2.0 civarinda 1.0 mL 0.2 mol L' H>0; ile karisimi tepkimeye sokmakla yada
On 1sitmakla uzaklastirilmalidir

** UA-CPE ile zengilestirme oncesi 80 °C de 10 dakika siireyle ultrasonic banyoda 6n iglenmis
ornekleri karistirma sonrasi derigime bagimli girisim etkisi etkin bicimde giderilebilir [53].
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3.2.4 Yontemin dogrulugu ve kesinligi

Yontemin dogrulugu ve kesinligi, 6rnek matriksle uyumlu serifikali bir referans
ornek olmamasi nedeniyle kontrol amagli 6rneklere kalibrasyon araliginda bilinen
derisim diizeylerinde standartlar eklenmis ve Ol¢liim belirsizligi (genisletilmis
belirsizlik, orta diizeyde belirsizlik ve saglamlik/dogruluk kriterleri) giin i¢i ve
giinlerarasi dlgiimler yiiriitiilerek saptanmustir. 10, 15, 20 ve 25 ug kg'! diizeylerinde
standartlarin eklenmesi sonrasi Ol¢iim sonuglarindan bulunan belirsizlik ve
dogruluk/saglamligin sirayla yiizde olarak %6.4-10.4, %3.5-6.5 ve %94.5-103.5
oldugu Cizelge 3.8’ de ayrintili olarak goriilmiistiir. %95 giiven sinirinda bulunan
kesinlik ve dogruluk verilerinin hem istatistiksel hem de kantitatif olarak kabul

edilebilir oldugu gorilmiistiir.

Cizelge 3.8 Kesinlik, dogruluk ve genisletilmis belirsizlik sonuglari (k: 2)

Ornek Eklenen 5- !Genisletilmis ZKesinlik 3Dogruluk
HMF belirsizlik (U (BSS %)
(GK %)
4 %)
(ngkg?)

Cam bali 10 10.4 6.5 103.5
Cilek regeli 15 8.2 4.5 94.5
Uziim pekmezi 20 6.4 3.5 101.5
Elma sirkesi 25 7.2 3.6 102.5

'Kabul kriteri: Horwitz ve Thompson’a gore Upmax <2 * %RSD Horwitz fonksiyonu [47],[46]

ZKabul kriteri: % BSS <2/3 Horwitz-Thomson fonksiyonu (Horwitz, 1982) ve <100 ug kg™ ve %13.6
200 pg kg! degerleri igin (% BSS): %14.7

3Kabul kriteri: GK = 85-115%. CODEX kriteri: GK = 10 ug kg ve 0.1-10 mg kg™! i¢in sirastyla 60—
%115 ve %80-110
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3.2.5 Yontemin analitik uygulamasi

Gelistirilen yontem bal, pekmez, recel ve sirke gibi farkli gida 6rneklerinin analizine uygulanmistir. Yontemin dogruluk ve giivenilirligi kontrol
etmek i¢in bagimsiz bir karsilastirma yontemine paralel analizler yiiriitiilmiistiir. Ayn1 zamanda 6rneklere bilinen derisim diizeyinde standartlar da
eklenmis ve yontemin dogrulugu ve kesinligi tekrarli 6lgiimlerin sonuclar1 karsilastirmali olarak izlenmistir. Her iki yontemle bulunan sonuglarin
istatistiksel olarak anlamli oldugu ve ortalama degerlerinin birbirine yakin oldugu goézlenmistir. Standart ekleme sonuglarina gore her iki ¢6zme
yaklasimi sonrasi gelistirilen yontemin dogruluk ve kesinlik agindan kantitatif oldugu goriilmiistiir. Ayrintili sonuglar Cizelge 3.9°da agik bicimde

gortlebilir.

Cizelge 3.9 Gida orneklerinde mevcut 5-HMF’ nin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alisma

45 °C de 15 dak siire igin sirasiyla 2.0 mol L' HCIO4, ve 40 °C de 5 dak siire igin sirasiyla 0.2 mol L' HCIO4, ve Carrez-1 ***Modifiye
Carrez-I and II ¢o6zeltileri (ardisik olarak, 2 mL) ile and II ¢ozeltileri (ardisik olarak, 2 mL) ultrasoik gilicaltinda **Deneysel t- White yontemi
ekstraksiyon sonras1 (N: 5) ekstraksiyon sonrast (n: 5) degerleri ile bulunan, mg
Ornekler kg (N: 5)
Eklenen, *Bulunan, mg BSS Gerikazanim % Eklenen, *Bulunan, mg  Bulunan %  Gerikazanim %
kg! 5-HMF % kg! 5-HMF
mg kg! 5- mg kg! 5-
HMF HMF
Uziim pekmezi - 7.65+0.30 3.9 - - 7.70+0.30 3.9 - 0.53,0.26 7.75+0.30
15 22.30+0.80 3.7 98.0 15 22.40+0.80 3.6 98.0 - -
Kegiboynuzu - 18.05+0.70 3.9 - - 18.10+0.70 3.9 - 0.12,0.24 18.00+£0.60
regeli
10 27.80+1.0 3.6 97.5 10 27.70£1.0 3.6 96.0 - -
Nar eksisi - 12.60+0.50 4.0 - - 12.65+0.50 4.0 - 0.35,0.17 12.70+0.40
10 22.30+0.80 3.6 97.0 10 22.20+0.80 3.6 95.5 - -
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Kayisi receli - 4.30+0.15 3.6 - - 4.30+0.15 3.5 - 0.53,0.53 4.35+0.15

15 18.80+0.60 3.2 973 15 18.90+0.60 3.2 973 - -

Cilek regeli - 1.15+0.04 3.5 - - 1.05+0.04 3.8 - 1.98,1.98 1.10+0.04
15 15.70+0.60 3.8 98.2 15 15.60+0.60 3.8 97.5 - -

Visne receli - 2.20+0.07 3.2 - - 2.25+0.07 3.1 - 2.26,1.13 2.30+0.07
15 17.00+0.50 29 99.0 15 16.90+0.40 24 98.0 - -

Incir regeli - 9.55+0.35 3.7 - - 9.65+0.35 3.6 - 0.23,0.23 9.60+0.35
10 19.10+0.70 3.7 96.0 10 19.20+0.70 3.6 96.0 - -

Cigek ball - 4.75+0.20 4.2 - - 4.85+0.20 4.2 - 0.40, 0.40 4.80+0.20
15 19.20+0.70 3.6 96.7 15 19.40+0.70 3.6 973 - -

Cam balil - 8.60+0.30 3.5 - - 8.65+0.30 3.5 - 0.53,0.26 8.70+£0.30
10 18.10+0.60 33 95.0 10 18.20+0.60 33 95.5 - -

Cam bali2 - 13.60+0.50 3.7 - - 13.70+0.50 3.6 - 0.17,0.17 13.65+0.40
10 23.40+0.70 3.0 96.0 10 23.30+0.70 3.0 96.0 - -

Uziim sirkesi - 3.10+0.10 3.2 - - 3.20+0.10 3.2 - 0.79,0.79 3.15+0.10
15 17.70+0.60 3.4 91.7 15 17.80+0.60 3.4 91.7 - -

Elma sirkesi - 2.20+0.07 3.1 - - 2.25+0.07 3.1 - 2.26,1.13 2.30+0.07
15 16.75+0.50 3.0 973 15 16.70+0.50 3.0 973 - -

*Ultrasonik etkili ve etkisiz iki yas ¢6zme yaklagimi ile 6n islem sonrasi bestekrarli lgliimiin ortalamasi ve standart sapmast
**Es ornek boyutlu bagimsiz iki analizine dayanan t-F degerlerini karsilastirmak i¢in sirasiyla %95 giiven diizeyi ve 8 serbestlik derecesi i¢in istatitiksel t- ve F-degeri 2.31 ve 6.39 dur.
***Ultrasonik gii¢ (300 Wate, 40 kHz) altinda 40 °C de 5 dakikalik sonikasyonla 6n iglenmis 6rnekler icin modifiye spektrofotometrik White yontemi kullanilarak elde edilen 5 tekrarli 6lgiimiim

ortalamasi ve standart sampmasidir.
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4. SONUCLAR

Birinci ¢aligsmada, selatlandirict olarak Cu(Il) ve histamin varliginda ekstrakte edici
olarak Tween 80 kullanan UA-CPE prosediirii prolin ekstraksiyonu ve 6n deristirme
i¢cin optimize edilmis ve daha sonra bal, sarap ve meyve suyu 6rneklerinde prolin tayini
spektrofotometre ile belirlemek i¢in uygulanmistir. Diislik sicaklik ve kisa
ultrasonikasyon siiresi, prolin ekstraksiyonuna olumlu katkida bulunurken,
santrifiijleme orani prolin ekstraksiyonuna dnemli bir katki yapmamistir. Yontemin
gecerliligi, dogruluk, kesinlik, dogruluk ve genisletilmis belirsizlik ¢alismalar1 ve
SRM analizi gibi birkag farkli analitik adimla dogrulandi. Bu yontem basit, kullanim1
kolay, hizli, cevre dostu, girisimsiz ve diisiik maliyetlidir. Orneklerin kalitesinin
izlenmesinde uygun bir dogrusallik diizeyi, kabul edilebilir tespit ve tayin siniri, iyi
EF, kantitatif geri kazanim ve diisiik % BSS elde edildi. Numunelerin analiz
sonuglarinda gosterildigi gibi, prolin dogru ve giivenilir analizine izin veren ve kolayca
ulasilabilen basit ve etkili bir yontem gelistirilmistir. Bildigimiz kadariyla, secilen
ornek matrislerde prolin izlenmesi i¢in UA-CPE'yi spektrofotometre ile birlestiren ilk
caligmadir. Gelistirilen analitik yOntemin performansinin diger yontemlerle
karsilastirilmast Cizelge 4.1’de gosterilmistir. Yontemler se¢me siniri, dogrusal
calisma araligi, bagil standart sapma ve iyilestirme faktorii yOniinden

karsilastirilmistir.

Ikinci calismada ise, ekstrakte edilebilir hidrofobik tiirev iiriin elde etmek icin
fenosafranin ve SDS varliginda ekstrakte edici olarak Triton X-114 kullanan UA-CPE
yontemi bal gibi gida {iriinlerinin kalite kontroliinde negatif kalite kontrol indikatorii
olan 5-HMF’nin ekstraksiyonu ve 6n deristirilmesi i¢in optimize edilmis ve daha sonra
bal, pekmez, recel ve sirke 0rneklerinde tayini spektrofotometre ile belirlemek i¢in
uygulanmistir. Ultrasonik etki, seyreltik asitle ¢6zme kosullarinda 5-HMF
ekstraksiyonuna olumlu katki saglarken, santrifiijleme hizi 5S-HMF ekstraksiyonuna
Oonemli bir katki yapmamuistir. Yontemin gegerliligi, dogruluk, kesinlik ve genisletilmis
belirsizlik ¢alismalar1 ve matriks uyumlu bir SRM olmamasi nedeniyle kalibrasyon
araliginda standart ekleme-gerikazanim caligsmalar1 gibi birka¢ farkli analitik adimla
dogrulanmistir. Bu yontem basit, kullanim1 kolay, hizli, c¢evre dostu, girisimsiz ve
diisiik maliyetlidir. Orneklerin kalite konroliiniin izlenmesinde uygun bir dogrusal
calisma araligi, kabul edilebilir tespit ve tayin simiri, iyi duyarlik iyilestirmesi,

kantitatif geri kazanim ve diisiik % BSS elde edilmistir. Orneklerin analiz sonuglarinda
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gosterildigi gibi, 5-HMF’nin dogru ve giivenilir analizine izin veren ve kolayca
erigilebilen basit ve etkili bir yontem gelistirilmistir. Gelistirilen analitik yontemin
performansinin diger yontemlerle karsilastirilmas1 Cizelge 4.2°de gosterilmistir.
Yontemler segme sinir1, dogrusal ¢alisma araligi, bagil standart sapma ve duyarlik

iyilestirme faktorii yoniinden karsilagtirilmastir.
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Cizelge 4.1 Yontemin analitik 6zelliklerinin diger analitik yontemlerle karsilastirilmasi

Ornek matris Tiirev reaktif Ekstrasks  Tayin teknigi Calisma Secme  BSS (%), PF, Kaynakl
iyon araligi sinir1 GK (%)  ekstraksiyo ar
yontemi (ug LY (ug LY n zamani
Bal ve Ar Siitii o-Phthalaldehyde - LC-UV - 30 <1.8, - [53]
(OPA) and 9- >81.3
fluorenylmethyl
chloroformate
(FMOC-CI).
Sarap ornekleri Tris(2,2- - FIA- 0-5756.5 1.15 1.0 (460.5  20,60h [54]
bipyridyl)ruthenium( chemiluminesce pg L n:
II) nce 5)
Fluorescence
Ar siti 6-Aminoquinolyl-N- UAE UPLC 290-4266.0 20.9 0.7-1.3, >35 min [55]
hydroxysuccinimidy 92.7-102.4
| carbamate
Sarap Ornekleri o-phthaldialdehyde - Spectrofluorime 46.05- 14.97 2.80, - [56]
(OPA)-N-acetyl-L- try based 5756.5
cysteine microplate
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Uziim suyu, farkli

sarap Ornekleri

Monofloral honeys

Meyve, meyve suyu

ornekleri

Bal 6rnekleri

Nar sulari, elma

sular

Gida Ornekleri

Bal 6rnekleri

Fluorenylmethyloxy
carbonyl chloride

(FMOC)

Ninhydrin

Benzoate-CTAB as
background
electrolyte

FITC-SDBS-B-CD

4-Chloro-7-nitro-
2,1,3-ben
zoxadiazole (NBD-
Ch
7-fluoro-4-
nitrobenzo-2-oxa-

1,3-diazole (NBD-F)

SPE

HPLC-DAD

HPLC-
ECD/Chemomet
rics
Spectrophotome

try

CE-UV

MEKC-LIF

CE-UV

HPLC-FL
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0-5000

34-6800

2500-15000

2500-25000

3.45-103.6

2500-40000

150-100000

6.0

30

720

0.0976

320

60

, 98.3-
17.7,2.0-

98-102,
0.92-5.43

85-104,

85-108,
0.72-5.68

3.1-4.8, -
96.4-102.4

1.28-3.23, - -

95.3

25 min

5.9

15 min

30 min
2.68
10-80 min

<4.0, 10 min

>90%

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]



Bal, sarap ve meyve Cu(Il)/Histamine/F1 UAE- Spectrophotome 15-600 5.7 2.5,>91.7  187.5,15 Meycut

suyu ornekleri uorescein CPE try min caligma

Cizelge 4.2 Yontemin analitik 6zelliklerinin diger analitik yontemlerle karsilastirilmasi

Matriks tipi Ornegin adi  Tayin Calisma araligt  Se¢me sinir1 Derisim, pug g'! Yayimnlamisg Kaynaklar
yontemi Ortalama  BSS%  veriler, pg g'!
(N:3)
Bal Multi-floral RP-HPLC 0.13-100mg L'  0.04 mg L™ 38.3 3.0 [64],[65],[66]
A 0.8-138
Multi-floral 4.6 10.0
B
Tahil {irtinleri Bal petegi LC 10-150 ug g 0.03 pg g! 24.7 3.0 [67]
Misir gevregi 46.8 4.0 4-193
Icecekler Alkollii/alkol HPLC/PA  0.1-100mg L' 3 ugL'at 8.5 4.0 4-22.1-3 [68],[69]
sliz D 280 nm 6.3 7.0
Biskiivi Balli biskiivi ~ GC-MS 25-700 pg kg™ 6 ugkg! 7.0 5.0 -
Regel Erik 12.7 2.0
Bal ve s1vi Bal MEKC 1-25 mg L! 0.43 mg L' 3-25 0.60- 11-1145 [70]
yaglar 4.05
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Gidalar

Isil islenmis
gidalar, seker
pekmezi

Bal

Icecekler

Gidalar

Icecekler

Bal, meyve
suyu

Bal

Farkli
botanik

orijinli bal

Kola ve
yumusak
icecekler

Bebek

mamasi, bira

ve sirke

Meyve sulari

MEKC

HS-SPM-
HPLC

RP-HPLC

SPE-
AMTC-
PAD
SPME-
GC-MS

VALLME
-HPLC-
DAD

2.5-250 mg kg'!

0.01-100 pg L'

1-100 mg L!

0.1-50 mg L!

1-5000 pg L'

0.7 mg kg™

7 ug L-1 at
280 nm

3ugL-1at
284 nm

0.1 mg L-1

0.023 mg L~

1

0.40-0.45
ng L-1

40

200 pg L!

1.0 mg L-

0.23mg L~

2-5000 pg

3.0-
10.2,
6.9-
11.8
1.4

0.2-
1.47 %
as
CV%
4.68

1.3-
4.74

1.5-3.2

3.3-42.3,2.9-

10.6

66.1-179

5.90-155.8

1.07-4.47

0.91-46.40,

0.023 -27.87

0.71-28

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]
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Gidalar Kizartilmig HPLC- 0.8-56 mg L! 7.6 ng kg - 4.1- 1.25 [77]
tiriinler DAD-Full 15.95
factorial
CCD
Bal/Alkollii ve  Farkli ballar, UA-CPE-  6.5-275ugL! 196pugL! 2575and 2.8-5.3, 0.903-1.555, [78]
alkolsiiz alkoll- Spectroph 150 ug L' 3.8-5.6 0.129-0.758
icecekler alkolsiiz otometry and 0.206-
icecekler 0.840
Gidalar Bal, regel, UA-CPE- 2-100,2-200 ung  0.53,0.75 10,25 and 2.6-3.7, 0.91-13.80 Mevcut
pekmez, ve  Spectroph L! pg L 75ug Lt 25-3.8 calisma
sirke otometry
ornekleri
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