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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BITKiSEL YAGLARDAKI ALKIiL GALLATLARIN DERIN OTEKTIK COZUCU
ESASLI MiIKROEKSTRAKSiYON YONTEMIYLE BELIiRLENMESI

Yasemin YILMAZ

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Tez Damismani: Do¢. Dr. Hasan CABUK
Haziran 2019, 67 Sayfa

Derin otektik ¢oziiciiler (DOC), kolay sentez, diisiik maliyet, diisiik ucuculuk, yiiksek
biyobozunurluk ve yapisal tasarimin uygulanabilirligi gibi ¢ekici 6zelliklerinden dolayr yeni
nesil yesil ¢oziiciiler olarak kabul edilmektedir. Bir DOC genel olarak uygun miktarda bir
hidrojen bagi alicisinin ve bir hidrojen bagi vericisinin karistirilmasiyla hazirlanmaktadir.
Elde edilen karisimin her bir bilesenden daha diisiik bir erime noktasina sahip olmasi,
karigimin oda sicakliginda sivi halde olmasimi saglamaktadir. Benzersiz fizikokimyasal
ozelliklerinden dolayi, DOC’ler ayirma ve ekstraksiyon islemlerinde geleneksel organik

¢oOziiciilere bir alternatif olusturmaktadirlar.

Bu c¢alismada, bitkisel yag orneklerindeki alkil gallatlarin (propil gallat ve oktil gallat)
mikroekstraksiyonu i¢cin DOC esasli bir analitik yéntem &nerilmektedir. Kolin kloriiriin etilen
glikol ile karistirilmasiyla bir hidrofilik DOC hazirlanmis ve mikroekstraksiyon asamasinda

kullanilmistir. Onerilen yontem, 1 g yag numunesinin 120 pL DOC ile 5 dakika boyunca



OZET (devam ediyor)

vorteks ile karistirilmasini, ardindan faz ayrimi igin santrifiijlemeyi ve ultraviyole dedektorlii
stvi kromatografisiyle DOC fazinin dogrudan analizini igermektedir. DOC tiirii, seyreltme
¢oziiciisii hacmi, DOC hacmi ve vorteks karistirma siiresi gibi ekstraksiyon verimini etkileyen
bazi 6nemli parametreler optimize edilmistir. Optimize edilen ekstraksiyon kosullarinda,
propil gallat ve oktil gallat i¢in ekstraksiyon verimleri sirasiyla % 93 ve % 73 olarak
bulunmustur. Metot goézlenebilme limitleri, propil gallat ve oktil gallat i¢in sirasiyla 2,1 ng/kg
ve 4,6 ug/kg olarak bulunmustur. Alkil gallatlar i¢in bulunan bagil standart sapma degerleri
giin-i¢i ve giinler-arasi1 tekrarlanabilirlik olarak sirasiyla % 6,4 ve % 7,5’dan daha diisiik
bulunmustur. Ilgili alkil gallatlarin bitkisel yag drneklerinden mikroekstraksiyonu verimli bir
sekilde yapilmistir. Standart madde ilavesi yapilan yag ornekleri i¢in geri kazanim degerleri

% 78 ile %106 arasinda degisim gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Derin &tektik ¢oziciiler, Mikroekstraksiyon, Alkil gallatlar, Bitkisel

yaglar.

Bilim Kodu: 405.03.01
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M. Sc. Thesis

DETERMINATION OF ALKYL GALLATES IN VEGETABLE OILS BY DEEP
EUTECTIC SOLVENT BASED MICROEXTRACTION METHOD

Yasemin YILMAZ

Zonguldak Biilent Ecevit University
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Sciences Department of Chemistry

Thesis Advisor: Assoc. Prof. Hasan CABUK
June 2019, 67 Pages

Deep eutectic solvents (DES) are regarded as new generation green solvents because of their
attractive properties such as easy synthesis, low cost, low volatility, high biodegradability and
feasibility of structural design. A DES is typically prepared by mixing an appropriate amount
of a hydrogen bond acceptor and a hydrogen bond donor. The resulting mixture has a lower
melting point than that of each individual component, which makes the mixture liquid at room
temperature. Due to their unique physicochemical characteristics, DESs constitute an

alternative to molecular organic solvents in separation and extraction processes.

In this study, a DES-based analytical method has been proposed for the microextraction of
alkyl gallates (propyl gallate and octyl gallate) in vegetable oils. A hydrophilic DES was
prepared by mixing choline chloride with ethylene glycol, and used in the microextraction
step. The method involved the vortex mixing of the 1.0 g of oil sample with 120 puL of DES

for 5 min, subsequent centrifugation for the phase separation, and direct analysis of the DES



ABSTRACT (continued)

phase by liquid chromatography with ultraviolet detection. Some important parameters
affecting the extraction efficiency such as type of DES, volume of diluent solvent, volume of
DES and vortex stirring time have been optimized. Under optimal extraction conditions, the
extraction recoveries for propyl gallate and octyl gallate were 93 % and 73 %, respectively.
The method detection limits for propyl gallate and octyl gallate were 2,1 pg/kg and 4,6 pg/kg,
respectively. Relative standard deviations obtained for the alkyl gallates were less than 6,4 %
and 7,5 % for intra-day and inter-day precisions, respectively. The microextraction of related
alkyl gallates from vegetable oil samples was carried out efficiently. The recoveries obtained

from spiked oil samples were in the range of 78-106 %.

Keywords: Deep eutectic solvents, Microextraction, Alkyl gallates, Vegetable oils.

Science Code: 405.03.01.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 KIMYASAL ANALIiZDE ORNEK HAZIRLAMA

Gilinlimiizde sanayinin ve teknolojinin gelismesi bir¢ok ¢evre sorununun ortaya ¢ikmasina
neden olmus ve bu da analitik kimyada kullanilan analiz metotlarinin 6nemini daha da
artirmistir. Bircok alanda kimyasal analizlere ihtiya¢ duyulmasi yeni analiz metotlarinin
gelistirilmesine olan ilgiyi artirmaktadir. Bir numunenin kimyasal analizi degisik
basamaklardan olusmaktadir. Bu basamaklar genel olarak numune alma, 6rnegin analiz i¢in
hazirlanmasi, 6l¢timiin yapilmasi ve sonuglarin hesaplanmasi seklinde siralanmaktadir. Bunlar

icerisinde 6rnegin analiz i¢in hazirlanmasi basamagi 6zel bir oneme sahiptir.

Gilinlimiizde enstriimantal analiz yontemlerindeki 6nemli teknolojik ilerlemelere ragmen, bazi
karmasik orneklerdeki (¢evre, gida ve biyolojik 6rnekler) hedef analitler i¢in enstriimantal
analiz 6ncesinde mutlaka bir 6rnek hazirlama basamagina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu anlamda
ornek hazirlama basamagi, analitlerin matriks ortamindan ekstraksiyonu, temizlenmesi,

konsantre edilmesi ve enstriimantal sistem ile uyumlu hale getirilmesi i¢in 6nemli bir adimdir

[1].

Enstriimantal analiz 6ncesi 6rnek hazirlama islemleri cogu zaman zor, pahali ve uzun siiren
islemlerdir. Uygun bir 6rnek hazirlama planinin segilmesi ve optimize edilmesi, analizin nihai
basarisinda kilit bir faktoérdiir ve uygun bir 6rnek hazirlama prosediiriiniin segilmesi, analizin
giivenilirligini ve dogrulugunu biiyiik 6lciide etkilemektedir. Yillardir en sik kullanilan 6rnek
hazirlama yontemleri sivi-sivi ekstraksiyon ve sokslet ekstraksiyon yontemleri olmustur. Bu
yontemler genel olarak klasik ekstraksiyon yontemleri olarak bilinmektedir. Fazla miktarda
toksik organik ¢oziicii harcanmasi ve uzun zaman alan ¢ok adimli prosediirler gerektirmesi
klasik ekstraksiyon ydntemlerinin dezavantajlari arasindadir. Ornek hazirlamada temel olarak,

ornek matriksinin homojen hale getirilmesi sonrasinda 6rnek matriksinde bulunan bir ya da



birden ¢ok analit, farkli ¢oziiniirliik veya adsorpsiyon ozellikleri kullanilarak diger bir sivi
veya kati faza transfer edilmektedir. Bu islem genel olarak ekstraksiyon olarak
adlandirilmaktadir. Literatiirde farkli Orneklerin ekstraksiyonu igin ¢ok sayida yontem
verilmektedir ve bu ekstraksiyon yontemleri genellikle 6rnek matriksinin kat1 veya sivi
olmasina gore degisiklik gostermektedir. Kullanilan bu tekniklerin her birinin kendi avantaj

ve dezavantajlar1 bulunmaktadir.

1.2 KATI ORNEKLER iCiN EKSTRAKSIYON YONTEMLERI

Kati orneklerdeki organik analitlerin ekstraksiyonunda farli ekstraksiyon yontemleri
kullanilmaktadir. Sokslet ekstraksiyonu, ultrasonik ekstraksiyon, mikrodalga esash
ekstraksiyon, hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu, siiperkritik sivi ekstraksiyonu ve matriks

kati-faz dispersiyonu bu yontemlerden en 6nemlileridir [2].

Sokslet ekstraksiyonu kat1 orneklerin ekstraksiyonu igin uzun yillardir kullanilan bir
yontemdir. Ekstraksiyon islemi 0zel tasarlanmis bir cam diizenek kullanilarak
gergeklestirilmektedir. Bu diizenegin alt kisminda bir cam balon, orta kisminda kati
numunenin konuldugu ekstraksiyon kolonu ve iist kisimdaysa bir sogutucu bulunmaktadir.
Ekstraksiyon islemi i¢in homojen hale getirilen kati1 6rnek seliilozdan yapilmig bir kartusa
doldurulur ve bu kartus Sokslet diizeneginin orta kisminda bulunan ekstraksiyon kolonunun
icine yerlestirilir. Cam balona konulan ekstraksiyon ¢oziiciisii bir elektrikli 1sitic1 yardimiyla
sitilir ve ¢oziicliniin buharlagmasi saglanir. Buharlasan ¢oziicli ilk asamada ornek ile temas
etmeden ekstraksiyon kolundan gecerek geri sogutucuya ulasir. Geri sogutucuda yogunlasan
¢oziicli ikinci asamada kartus igerisindeki ornegin {lizerine damlamaya baslar ve ¢oziiciiyle
kat1 6rnegin temas1 gerceklesmis olur. Ekstraksiyon kolonundaki 6zel tasarim sifon sistemi
sayesinde Ornekle etkilesen ¢oziicti belli bir hacim seviyesine ulastiginda tekrar cam balona
bosalir. Bu islem defalarca tekrarlanir ve ¢oziicliyle kati Ornegin uzun siireli temasi
gerceklesmis olur. Yontemin maliyetinin diisiik olmasi, 6rnegin defalarca temiz ¢oziicii ile
temas etmesi, uygulanmasinda uzmanlik gerektirmemesi, biliyiik miktarlarda Grneklerin
ekstraksiyonuna imkan tanimasi ve ekstraksiyonun ardindan siizme islemine ihtiyac
duyulmamasi teknigin avantajli yonleridir. Uygulamanin ¢ok zaman almasi, fazla ¢oziicii
gerektirmesi ve ekstraksiyonun ardindan ugurma basamagina ihtiyag duyulmasi ise sokslet

ekstraksiyonunun dezavantajlaridir [3].



Ultrasonik ekstraksiyon yontemi, hedef analitlerin matriks ortamindan ultrasonik ses
dalgalarinin kullanilmasiyla izole edilmesi esasina dayanmaktadir. Genellikle ekstraksiyon
icin 20 kHz ile 500 kHz araliginda frekansa sahip ses dalgalari uygulanmaktadir [4].
Ultrasonik ekstraksiyon iki farkli yolla uygulanmaktadir. En yaygin kullanilan uygulamada,
ornek ve ekstraksiyon ¢oziiciisii bir kap igerisinde ultrasonik su banyosuna yerlestirilmekte ve
belirli bir siire ses dalgalarina maruz tutulmaktadir. Diger uygulamada ise bir ultrasonik prob
dogrudan ekstraksiyon kabina daldirilmaktadir. Ekstraksiyon ortaminda ultrasonik ses
dalgalar1, ¢oziicii igerisinde bir¢ok ufak hava kabarciginin olusmasina ve patlamasina
(kavitasyon) neden olmaktadir. Bu etki katt numunenin par¢alanmasini sagladigindan dolay1

¢ozilicliniin katt numuneyle temasi etkin bir sekilde gergeklesmektedir [5].

Mikrodalga esasli ekstraksiyon tekniginde, ekstraksiyon ¢oziiclisii mikrodalga enerjisi ile
isitilmaktadir. Mikrodalga enerjisi 300 MHz ile 300 GHz aralifinda frekansa sahip
elektromanyetik  radyasyondur. Mikrodalga enerjisi  kullanarak 1sitma  prensibi,
mikrodalgalarin iyonik iletim ve dipol rotasyonu ile molekiiller tizerindeki dogrudan etkisine
dayanmaktadir. Bir¢ok uygulamada bu iki mekanizma aym anda gerceklesir. Iyonik iletim, bir
elektromanyetik alan uygulandiginda iyonlarin elektroforetik gogiidiir. Cozeltinin bu iyon
akisina direnci siirtiinmeyle sonuglanmakta ve dolayisiyla ¢ozelti 1sinmaktadir. Mikrodalga
enerjisi ile 1sitma isleminin yapilabilmesi i¢in kullanilan ¢oziiclinlin veya ¢oziicli karigiminin
polar 6zelliginin bulunmasi1 gerekmektedir. Polar molekiiller ve iyonik ¢ozeltiler (genellikle
asitler), kalici bir dipol momente sahip olduklarindan mikrodalga enerjisini kuvvetli bir
sekilde absorbe ederler. Bununla birlikte, hekzan gibi polar olmayan ¢dziiciiler,
mikrodalgalara maruz kaldiklarinda i1sinmazlar. Mikrodalga esasli ekstraksiyon teknigi iki
farkl1 sistemle gerceklestirilmektedir. En yaygin sistem, sicaklik ve basmcin kontrol
edilebildigi kapali bir kap igerisinde yapilan kapali sistem ekstraksiyonudur. Diger yontem ise

atmosferik basing altinda agik kap icerisinde gerceklestirilmektedir [6].

Hizlandirilmis ¢oziicli ekstraksiyonu, yiiksek sicaklik ve basing sartlarinda (50-200 °C ve 10—
15 MPa) analitlerin kati orneklerden ekstraksiyonunda kullanilan bir tekniktir. Basingh
cozilicii ekstraksiyonu olarak da bilinen bu teknikte yiiksek sicaklikla birlikte ¢oziiciiniin
viskozitesi ve yiizey gerilimi azalmakta ve ¢oziicliniin kat1 i¢ine difiizyonun daha yiiksek
oranda gerceklesmektedir. Sicaklhifin artirilmasi ayrica matriks-analit etkilesimlerinin
bozulmasma neden olmaktadir. Uygulanan yiiksek basing ile de ¢dziiciiniin kaynama

noktasiin iizerindeki sicakliklarda sivi halde kalmasi saglanmaktadir. Dolayisiyla yiiksek



sicaklik ve basing kosullarinda yapilan ekstraksiyon islemiyle analitler icin yliksek

ekstraksiyon verimleri elde edilmektedir [7].

Stiperkritik sivi ekstraksiyonu tekniginde organik ¢oziiciiler yerine siiperkritik sivi 6zelligi
gosteren maddeler kullanilmaktadir. Baz1 maddeler kritik sicaklik ve kritik basing noktasinin
iizerinde siiperkritik sivi 6zelligi gosterirler. Stiperkritik sivilarin fizikokimyasal 6zellikleri,
stvilarla gazlarin 6zellikleri arasindadir. Bu 6zellik siiperkritik sivilarin daha etkin bir ¢oziicii
olmasimi saglamaktadir. Siiperkritik sivilar, diisiik yiizey gerilimine ve viskoziteye sahip
olduklarindan  gozenekli katilara daha kolay girebilmektedir. Siiperkritik  sivi
ekstraksiyonunda karbon dioksit, azot oksit, etan, propan, n-pentan, amonyak, floroform,
kiikiirt hekzafloriir ve su gibi pek c¢ok ¢oziicli kullanilmaktadir. Karbondioksit halihazirda
stiperkritik kosullara kolayca ulasabildigi ve diger akiskanlara gore bazi avantajlara (diisiik
toksisite, yanmazlik, diisiik maliyet ve yiiksek saflik) sahip oldugu i¢in en ¢ok tercih edilen
bir ¢oziiciidiir. Bununla birlikte, karbondioksitin polar analitler i¢in ekstraksiyon verimliligi
diistiktiir. Bu nedenle bir¢ok uygulamada ekstraksiyon verimliligini artirmak i¢in metanol

katkil1 karbondioksit kullanilmaktadir [8].

Matriks kati1 faz dispersiyon (MKFD) yontemi, ilk olarak 1989 yilinda Barker ve arkadaslari
tarafindan gelistirilmis ve hayvan dokularindaki ila¢ kalintilarinin ekstraksiyonu ig¢in
kullanilmistir  [9]. Baslangigta katt numunelerin pargalanmasi ve ekstraksiyonu igin
gelistirilmis olsa da daha sonradan yari-kat1 ve yiiksek viskoziteye sahip karmagik 6rneklerin
ekstraksiyonunda da kullanilmistir. Matriks kat1 faz dispersiyon yonteminde ilk olarak analiz
edilecek ornek ile bir kati destek maddesi (oktadesil silika, Cis, florisil, silika jel, karbon
nanotiipler gibi) havan icerisinde iyice homojen hale gelene kadar karistirilmaktadir. Bu
asamada Ornek matriksinin daha kiiciik parcalara ayrilmasi ve dispersiyonu saglanmaktadir.
Homojen hale getirilen karisim daha sonra uygun boyutlarda cam veya plastik bir kolona
doldurulmakta ve bir piston yardimiyla sikistirilmaktadir. Ardindan karisim igerisinde
bulunan analitler uygun bir ¢oziicliniin kullanildig1 eliisyon islemiyle geri kazanilmaktadir.
MKFD uygulamalarinda eliisyon islemi sirasinda ¢oziiclinliin kolondan gecisi yercekimi
etkisiyle ger¢eklesmektedir ancak vakum uygulayarak da islem hizlandirilabilmektedir [10].
MKFD yontemi, kati Orneklerin ekstraksiyonunda kullanilan Soxhlet ekstraksiyonu,
mikrodalga esasli ekstraksiyon, hizlandirilmis ¢6ziici ekstraksiyonu ve siiperkritik sivi

ekstraksiyonu gibi yontemlere bir alternatif kabul edilmektedir. Diger tekniklerin aksine



MKFD daha makul ekstraksiyon kosullar1 (oda sicakligt ve normal atmosfer basinci)

gerektirmektedir [11].

Kati  oOrneklerin  ekstraksiyonunda kullanilan tekniklerin bazi  Ozelliklerine  gdre

karsilagtirilmasi Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1 Kat1 6rneklerin ekstraksiyonunda kullanilan tekniklerin karsilastirilmasi [12] .

Ekstraksiyon metodu Ornek Maliyet Ekstraksiyon Cozicu Otomasyona
miktari stiresi kullanimi uygunluk
Sokslet ekstraksiyonu 10-100 g Diisiik 6-24 saat >100 mL Disiik
Ultrasonik ekstraksiyon 1-30¢g Orta 3-40 dakika <50 mL Orta
Mikrodalga esaslh 1-10g Orta 5-40 dakika <50 mL Orta

ekstraksiyon

Hizlandirilmis ¢6ziicii 5-50 ¢ Yiiksek 5-40 dakika <50 mL Yiiksek
ekstraksiyonu

Siiperkritik sivi 1-10 ¢ Yiksek  20-60 dakika 0-10 mL Yiiksek
ekstraksiyonu

Matriks kati-faz 0,5-10 g Diisiik 2-20 dakika 1-5mL Diisiik
dispersiyonu

1.3 SIVI ORNEKLER iCIN EKSTRAKSIYON YONTEMLERI

Sivi ornekler i¢in uzun yillardir kullanilan ekstraksiyon yontemleri sivi-sivi ekstraksiyon
(SSE) ve kati-faz ekstraksiyon (KFE) yontemleridir. SSE yontemi su 6rneginin ve suyla
karigmayan bir organik c¢oziiclinlin ayirma hunisi kullanilarak c¢alkalanmas1 esasina
dayanmaktadir ve bilinen en eski ekstraksiyon yontemidir. Calkalama iglemi analitlerin
oktanol-su dagilma katsayilarina gore organik ¢oziiciiye transfer olmalarini saglamaktadir.
Fazla miktarda ¢Oziicli harcanmasi, ekstraksiyon sirasinda emiilsiyon olugsmasi ve hepsinden
onemlisi  biiyik miktarlarda c¢evresel kirleticilerin  {iretilmesi SSE  yonteminin
dezavantajlaridir. SSE yonteminin bir baska dezavantaji ise hidrofilik analitler i¢in uygun

olmamasidir [13].

SSE yonteminde ¢ok fazla ¢Oziiciiniin ve zamanin harcanmasi, ayrica bu yontemle suda
yiiksek ¢oziiniirliige sahip polar maddelerin analizlerinin diisiik verimle yapilmasindan dolay1

1970’li willarin ortalarinda daha pratik ve ekonomik bir yontem olan KFE yontemi



kullanilmaya baslanmistir. Bu yontemde su numunesi, iginde 100-500 mg adsorbent bulunan
tek kullanimlik kolondan gecirilmektedir. Daha sonra adsorbent iizerinde tutunan analitler
uygun bir organik ¢oziiciiyle geri kazanilarak analiz edilmektedir. Bu yoOntemin
uygulanmasinda dikkat edilmesi gereken onemli noktalar, analizi yapilacak olan maddenin
baz1 fizikokimyasal 6zelliklerine gére uygun adsorbentin ve ¢oziiciiniin belirlenmesidir. Alkil
bagl silikalar, kopolimerler (capraz bagli polistiren-divinil benzen, hidrofilik-lipofilik
dengelenmis polimerler), molekiil baskili polimerler ve karbon esasli adsorbentler (karbon
nanotiipler ve grafen) en ¢ok kullanilan adsorbentlerdir [14]. KFE yonteminde SSE yontemine
kiyasla daha az ¢oziicii harcanmakta ve yiiksek ekstraksiyon verimleri elde edilebilmektedir.
Ancak KFE kolonunun kosullandirilmasi, numunenin kolondan gecirilmesi ve analitlerin
kolondan geri kazanilmasi gibi farkli basamaklar igerdiginden KFE teknigi zaman alici bir

yontemdir. Ayrica ticari olarak temin edilen KFE kolonlarinin maliyeti de oldukga yiiksektir
[15].

1.4 MiKROEKSTRAKSIYON YONTEMLERI

Toksik etkiye sahip organik ¢oziiciilerin yiikksek miktarda kullanildigi geleneksel yontemler,
hem ¢evre kirliligine yol agarak dogaya zarar vermekte hem de insan saglig1 agisindan biiyiik
tehlike olusturmaktadir. SSE ve KFE yontemlerinin dezavantajlarinin tistesinden gelmek igin,
basit, hizli, hassas, ucuz, ¢evre dostu ve az miktarda ekstraksiyon ¢dziiciisii gerektiren
mikroekstraksiyon yontemleri, 6rnek hazirlama asamasinda son yillarda yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Bu yontemlerde mikrolitre seviyesinde ekstraksiyon c¢oziiciisii
kullanildigindan dolay1 herhangi bir ugurma islemine gerek duyulmadan analitlerin dogrudan
kromatografik analizleri yapilabilmektedir. Mikroekstraksiyon yontemleri geleneksel
yontemlere kiyasla analitler i¢in yiiksek zenginlestirme saglamaktadir. Son yillarda bir¢ok
mikroekstraksiyon esasli drnek hazirlama yontemi gelistirilmis ve farkli tipteki Orneklere
uygulanmistir [16]. Kati-faz mikroekstraksiyon (KFME), tek damla mikroekstraksiyon
(TDME), oyuk fiber sivi-faz mikroekstraksiyon (OF-SFME) ve dagitict  sivi-sivi
mikroekstraksiyon (DSSME) yontemleri son yillarda gelistirilen baslica mikroekstraksiyon

yontemleridir.



1.4.1 Kati-Faz Mikroekstraksiyon

Kati-faz mikroekstraksiyon (KFME) yontemi ilk olarak Arthur ve Pawliszyn tarafindan 1990
yilinda gelistirilmis ve bununla birlikte analitik kimyada mikroekstraksiyon yontemlerine ilgi
de baslamistir [17]. Bu teknik, sabit bir faz (siv1 polimer veya kat1 adsorbent) ile kaplanmis
ergimig silika fiber ile analitler arasinda ekstraksiyon dengesinin kurulmasi esasina
dayanmaktadir. KFME yo6nteminin asamalart Sekil 1.1°de verilmistir. KFME fiberi, ergimis
silika tizerine adsorban kaplanmasiyla elde edilir ve KFME enjektoriiniin i¢ine yerlestirilir.
Analiz edilecek 6rnek ¢ozeltisi igerisine KFME enjektorii yerlestirilir, ardindan piston asagi
dogru ittirilir, bdylece fiberin igne ucundan ¢ikmasi saglanmis olur. Ekstraksiyon islemi
tamamlaninca fiber tekrar geri ¢ekilir ve enjektoriin numune ortamindaki islemi bitmis olur.
Ardindan fibere tutunmus halde bulunan analitlerin desorpsiyonu bir organik ¢dziicii ile veya

¢Oziicli olmadan termal desorpsiyon islemi ile yapilmaktadir [18].

KFME teknigi, dogrudan daldirma ekstraksiyon, tepe bosluklu ekstraksiyon ve membran
korumal1 ekstraksiyon olmak iizere ii¢ farkli sekilde uygulanmaktadir. Dogrudan daldirma
yonteminde fiber sivi 6rnegin igerisine daldirilarak ekstraksiyon islemi gergeklestirilmektedir.
Tepe bosluklu analizde ise fiber numune ile dogrudan temas halinde degildir. Buhar fazindaki
analitler, difiizyon veya dogal hava akimi yolu ile fibere ulagsmaktadir. Bu yontemde fiber,
numunede bulunan yiiksek molekiil agirlikli ve ucgucu olmayan safsizliklarin zararh
etkilerinden korunmaktadir. Tepe bosluklu KFME yontemi genellikle kati veya sivi
orneklerdeki ucucu analitlerin ekstraksiyonunda kullanilmaktadir. Membran korumali yontem
ise genellikle ¢ok kirli numunelerde fiberin zarar gormesini engellemek i¢in kullanilmaktadir.
Membran korumali yontem, ¢ok diisiik u¢uculuga sahip analitlerin belirlenmesinde tepe
bosluklu yonteme gore daha avantajlidir. Ayrica analitlere gore uygun membranin secilmesi
yonteme 1ilave segicilik kazandirmaktadir. Membran korumali yontemde analitlerin
membrandan gecerek fibere ulagmasi gerektiginden ekstraksiyon hizi diger uygulamalara gore

daha yavastir [19].
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Sekil 1.1 KFME yonteminin sematik gdsterimi.

KFME yontemlerinde ekstraksiyon verimliligi sabit fazin tiirli, numune hacmi, sicaklik,
ckstraksiyon siiresi, iyon siddeti, uygulama bi¢imi, analitlerin fiberden desorpsiyonu ve
tiirevlendirme gibi bircok parametreye baghidir. Yontemin hassasiyeti esas olarak analitlerin
ornek ile fiberin sabit faz1 arasindaki dagilma katsayilarina baglidir. Polar bilesikler i¢in polar
sabit fazlar, apolar bilesikler icin ise apolar sabit fazlar kullanilmaktadir. Ekstraksiyon
verimliligi ayrica sabit fazin film kalinlig1 ile de degisiklik gostermektedir. Kalin filmler ince
filmlere kiyasla daha fazla miktarda analitin ekstraksiyonuna olanak saglamaktadir. Kalin
filmlere sahip fiberler, analitlerin ugucu olmasi durumuna daha etkilidirler. Boylece
kromatografik analiz sistemine kayip olmadan daha iyi tasinirlar. Diger taraftan, yiiksek
kaynama noktalarina sahip maddelerin izolasyonu ve zenginlestirilmesi i¢in ise ince filmli
fiberler tavsiye edilmektedir. Ciinkii ekstraksiyon ve desorpsiyon adimlar1 nispeten daha kisa
stirede gergeklesmektedir [20]. Fiber kaplama malzemesi (sabit faz) olarak genellikle
polidimetilsiloksan (PDMS), divinilbenzen (DVB), poliakrilat, karboksen ve karbovaks
(polietilen glikol) gibi adsorbentler veya bunlarin karigimlart kullanilmaktadir. Genel
uygulamalar i¢cin PDMS kapli fiberler yaygin olarak kullanilmaktadir [21]. Son yillarda ise
fiber kaplama malzemesi olarak molekiil baskili polimerler, metal-organik kafes yapilar,
iyonik sivilar ve bazi karbon malzemelerin (aktif karbon, karbon nanotiipler ve grafen)

kullanildigi KFME yontemleri gelistirilmistir [22].



1.4.2 Tek Damla Mikroekstraksiyon

Damla esasli mikroekstraksiyon yontemi ilk olarak 1995 yilinda Liu ve Dasgupta tarafindan
gelistirilmis ve bu yontem ile bir gaz karisimi igerisindeki amonyak ve kiikiirt dioksit
gazlarinin ekstraksiyonu tek bir sivi damlasi ile yapilmistir [23]. Ardindan, 1996 yilinda ayni
arastirmacilar tarafindan bir kloroform damlas1 (1,3 pL) kullanilarak sodyum dodesil siilfat
iyon ¢iftinin ekstraksiyonunu gerceklestirilmistir [24]. Yaklasik ayn1 zamanlarda Jeannot ve
Cantwell tarafindan, bir sulu ornek igerisindeki analitin (4-metilasetofenon) bir teflon
cubugun ucunda bulunan n-oktan (8 upL) damlasi ile ekstrakte edildigi bir yontem
gelistirilmistir [25]. Bu galismalar1 takiben, bir mikro-enjektoriin igne ucunda asili duran tek
damla ¢oziicti ile analitlerin ekstraksiyonuna dayanan yontemler gelistirilmis ve bu yontemler

genel olarak tek damla mikroekstraksiyon (TDME) olarak adlandirilmastir.

TDME yo6nteminin sematik gosterimi Sekil 1.2°de verilmistir. Yonteminin dogrudan daldirma
TDME, tepe bosluklu TDME ve iiclii faz TDME olmak tizere farkli uygulama bigimleri
bulunmaktadir. Dogrudan daldirma TDME yo6nteminde analitlerin ekstraksiyonu igin organik
damla dogrudan 6rnek ¢ozeltisine daldirilmaktadir. Tepe bosluklu TDME yonteminde ise
organik damla drnek ¢ozeltisine temas etmeden {ist kisimda bulunmaktadir. Uglii-faz TDME
yonteminde ise sulu ¢ozeltideki analitler 6nce organik ¢oziicliye ve ardindan bir su damlasina
transfer olmaktadir. Her bir uygulamada da ekstraksiyon sonrasi ¢oziicli damlasi
mikroenjektoriin igerisine ¢ekilmekte ve ardindan uygun bir enstlimental yontem ile analiz

edilmektedir.
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Sekil 1.2 TDME yo6nteminin sematik gosterimi.

TDME yontemi, karmasik cihazlara ihtiya¢ duyulmadan kurulumun basitligi ile diger
mikroekstraksiyon yontemlerine avantaj saglamaktadir. Cogu durumda bir mikroenjektor
gerekli olan tek alettir. Bu yontemde analitler biiyiik hacimdeki 6rneklerden tek bir damla
ekstraksiyon ¢oziiciisline transfer oldugundan yiiksek orandan zenginlestirme saglanmaktadir.
Organik damlanin mikroenjektdr ignesinin ucunda kararsiz olmasi ve ekstraksiyon sirasinda
diisebilmesi ise yontemin en belirgin dezavantajidir. TDME yonteminde genellikle organik
damlanin tiirli, damlanin hacmi, 6rnek ¢ozeltinin iyon siddeti ve pH’s1, ekstraksiyon sicakligi,
karistirma  tiiri  ve siiresi gibi ekstraksiyon verimliligini etkileyen parametreler
incelenmektedir. TDME yonteminde geleneksel organik ¢oziiler kullanilmaktadir. Bunun
yaninda yontemin uygulanabilirligini daha genis bir analit yelpazesine genisletmek icin iyonik
stvilar ve derin Gtektik c¢oziiciiler gibi daha yeni ve geleneksel olmayan ¢oziiciiler de son
zamanlarda kullanilmaya baglanmistir. Damla olusturmak i¢in kullanilacak olan organik
¢oziiclinlin diisiik ucuculuga ve buhar basincina sahip olmasi ve ayni zamanda Ornek
cozeltiyle veya temas halinde oldugu faz ile karismamasi gerekmektedir. Ayn1 zamanda
¢ozilicliniin yeterli viskoziteye sahip olmasi damlanin igne ucunda kararli olarak kalabilmesi
bakimindan énemlidir. TDME yontemlerinde organik damlanin hacmi genellikle 0,2 ile 5 pL
arasinda degismekle birlikte 30 uL’ye kadar ¢ikabilmektedir. Ancak yiiksek hacimli damlalar

igne ucunda daha kararsiz olduklarindan ekstraksiyon sirasinda diisebilmektedir. Ekstraksiyon
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sirasinda  sicakligin artirtlmasi, analitlerin daha fazla buharlasmasina ve Ozellikle tepe
bosluklu  TDME yonteminde ekstraksiyon verimliliginin artmasina yol ag¢maktadir.
Ekstraksiyon sirasinda Ornek ¢ozeltinin karistirilmast analitlerin fazlar arasi transferini
hizlandirmaktadir. Ancak karistirma isleminin ¢ok kuvvetli yapilmasi damlanin diismesine
neden olabilmektedir. Genellikle, karistirma siiresinin uzun tutulmasi ekstrakte edilen analit
miktarmin artmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte, uzun siireli karistirma islemleri

damlanin kararliligini azaltmaktadir [26].

1.4.3 Oyuk Fiber Sivi-Faz Mikroekstraksiyon

Oyuk fiber sivi-faz mikroekstraksiyon (OF-SFME) yontemi ilk olarak 1999 yilinda Pedersen-
Bjergaard ve Rasmussen tarafindan TDME yonteminin kararliliginin artirilmasi amaciyla
gelistirilmistir. Bu yontemde metamfetamin model bilesik olarak segilmis ve bu bilesigin sulu
ornekten ekstraksiyonu, gozenekleri ince 1-oktanol filmi ile kaplanmig ve igerisinde 25 pL
asidik ¢ozelti bulunan polipropilen fiber kullanilarak gergeklestirilmistir [27]. OF-SFME
yonteminde ilk olarak polipropilen fiber toluen veya oktanol gibi diisiik polariteli bir organik
¢Oziiciniin i¢ine batirilmakta ve fiberin gozeneklerinde ince sivi bir membran olusmasi
saglanmaktadir. Ardindan ekstraksiyon ¢oziiclisii (alict faz) bir mikroenjektor yardimiyla
fiberin igerisine doldurulmaktadir. Fiberin gozeneklerinde bulunan sivi membran sayesinde
ekstraksiyon c¢oziiclislinlin O0rnek ¢ozelti ile karismast engellenmektedir. OF-SFME
yonteminde, analitler sulu bir 6rnekten (verici faz), sivi membran vasitasiyla polipropilen
fiberin igine yerlestirilmis alic1 ¢6zeltiye ekstrakte edilmektedir. Daha sonra, alici ¢ozelti

mikroenjektor ile toplanarak analiz edilmektedir [28].

OF-SFME yontemi ekstrakte edilecek analitin tilirline gore iki fazli veya ii¢ fazli modlarda
gerceklestirilmektedir. iki fazli OF-SFME modunda, analitler sulu bir érnekten (verici faz)
gozeneklerinde hareketsiz bir sekilde suyla karismayan bir ¢oziicii bulunan polipropilen
fiberin icerisindeki organik ¢dziiciiye (alict faz) ekstrakte edilmektedir. Ug fazli OF-SFME
yonteminde ise analitler sulu bir 6rnekten (verici faz) gozenekleri organik membran kapl
polipropilen oyuk fiberin igerisindeki baska bir sulu faza (alic1 faz) ekstrakte edilmektedir.
OF-SFME yonteminin sematik gosterimi Sekil 1.3°de verilmistir. Uc¢ fazli OF-SFME
modunda organik membran, her ikisi de sulu ¢6zelti olan alic1 ve verici fazlar arasinda bariyer
gorevi yaparak bu iki fazin karigmasmi onlemektedir. iki fazli OF-SFME esas olarak

hidrofobik bilesiklerin ekstraksiyonunda kullanilmakta ve ekstraksiyon sonrasi alic1 faz gaz
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kromatografisi (GC) ile analiz edilmektedir. Uc¢ fazli OF-SFME ise polar analitlerin
ekstraksiyonu i¢in kullanilmakta ve alici fazin analizi sivi kromatografisi (LC) veya kapiler

elektroforez (CE) kullanilarak yapilmaktadir [29].

Mikroenjektor------------- Duvarlarina organik ¢oziiei Duvarlarina organik ¢ozict
emdirilmig oyuk fiber emdirtlmis ovuk fiber

Sulu 6rnek
(verici faz)

Sulu 6rnek

Sulu érnek o
(verici faz) (verici faz

Gozenekli polipropilen
oyuk fiber

Sulu 6mek --------- -

Fiberin i¢indeki organik Fiberin i¢indeki sulu
Manyetik balik —-—-----—tc-omm J ¢oziiel (aliel faz) cozelti (alic1 faz)
Manyetik karigtiricr ----- I o o Iki fazli OF-SFME Ug fazli OF-SFME

Sekil 1.3 OF-SFME yonteminin sematik gdsterimi.

OF-SFME yontemlerinin, digiik hacimde c¢oziicii gerektirmesi ve analitler i¢in yiiksek
zenginlestirme saglamasi gibi avantajlart vardir. Yontemin en biiyiikk dezavantaji uzun
ekstraksiyon siirelerinin gerekli olmasidir. Normalde, 2 mL'nin altindaki 6rnek hacimleri i¢in
ekstraksiyon siiresi 15 ila 45 dakika arasindadir. Buna karsin 1 L numuneler i¢in dengeye

ulasmak icin 2 saat bile gerekebilmektedir [28].

1.4.4 Dagitic1 Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon

Dagitict sivi-sivi mikroekstraksiyon (DSSME) yontemi ilk olarak Rezaece ve arkadaslari
tarafindan 2006 yilinda gelistirilmistir [30]. Bu mikroekstraksiyon tekniginde suyla
karigmayan bir ekstraksiyon ¢0ziiciisi ve suyla karisabilen bir dagitict ¢oziicii bir
mikroenjektor yardimiyla ayni anda sulu 6rnege ilave edilmekte ve ekstraksiyon ¢dziiciisiiniin
cok kiiciik damlaciklar halinde sulu ¢6zelti igerisinde dagilmasi saglanmaktadir. Ekstraksiyon
¢Oziiciisiiniin ve dagitict ¢oziicliniin sulu 6rnege hizlica ilave edilmesi bulutlu bir karigimin

meydana gelmesine neden olmaktadir. Bu asamada ¢ok genis yiizey alanina sahip ¢oziicii
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damlaciklariyla analitlerin maksimum temas1 gergeklesmekte ve analitler ¢oziicii fazina
transfer olmaktadir. Santrifij islemiyle sulu fazdan ayrilan ekstraksiyon ¢oziiciisii
mikroenjektor ile toplanarak analiz edilmektedir. DSSME yonteminin sematik gosterimi Sekil

1.4’de verilmistir.

4 i

Dagitici ¢oziicii ve

ekstraksiyon Ekstraksiyon
¢Oziictisiiniin sulu ¢Oziiclisiiniin analiz
ornege ilave edilmesi Karigtirma Santrifiij i¢in toplanmasi

———>
N N AV v

Sulu 6rnek Bulutlu ¢zelti

Sekil 1.4 DSSME yonteminin sematik gosterimi.

DSSME yontemlerinde genellikle ekstraksiyon ¢oziiciiniin tlirii ve hacmi, dagitici ¢oziiclinlin
tiiri ve hacmi, 6rnek ¢ozeltinin pH’s1, iyon siddeti ve ekstraksiyon siiresi gibi ekstraksiyon
verimini etkileyen parametreler incelenmektedir. Uygun bir ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin se¢imi,
DSSME yontemler i¢in ana parametredir. Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin bazi 6zelliklere sahip
olmas1 gerekmektedir. Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin yogunlugunun suyun yogunlugundan daha
yiiksek olmasi, ekstraksiyon sonrasinda ¢oziiciisiiniin sulu fazdan ayrilmasinda avantaj
saglamaktadir. Ayrica ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin sudaki c¢oziiniirliigliniin diisiik olmast,
ekstraksiyon kabiliyetinin iyi olmasi ve iyi kromatografik davranig gostermesi de istenen
ozelliklerdir. Klorobenzen, kloroform, karbon tetrakloriir ve tetrakloroetilen gibi klorlu
organik ¢oziiciiler genellikle yiiksek yogunluklarindan dolay:r ekstraksiyon ¢oziiciileri olarak
tercih edilmektedir. DSSME yontemlerinde dagitict ¢oziiciiniin ise hem suyla hem de
ekstraksiyon c¢oziiciisii ile karisabilir 6zellikte olmasit gerekmektedir. Metanol, etanol,
asetonitril ve aseton en yaygin kullanilan dagitict ¢oziiciilerdir. Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
hacminin zenginlestirme faktorii {izerinde biiyiik etkisi vardir. Ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin
hacminin yliksek tutulmasi seyrelme etkisi nedeniyle analitlerin zenginlestirme faktorlerinin
azalmasina neden olmaktadir. Genel olarak, DSSME yontemlerinde kullanilan ekstraksiyon
¢oziiciisti hacimleri 5 ile 100 uL arasinda degisiklik géstermektedir. Dagitic1 ¢oziiciiniin

hacmi, ekstraksiyon ¢oziiclisiinlin sulu drnek igerisindeki dagilma derecesini etkilediginden
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ekstraksiyon verimliligini de dogrudan etkilemektedir. Genellikle, dagitic1 ¢oziicli hacimleri
0,5 ile 1,5 mL araliginda segilmektedir. DSSME yontemlerinde ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
sulu cozelti igerisinde dagilmasi bir dagitici ¢oziicii yardimiyla yapildigr i¢in ilave bir
karistirma iglemine gerek duyulmamaktadir. Sinirsiz yiizey alanina sahip ¢6ziicii damlaciklari
ile analitler arasindaki etkilesim ¢ok hizli dengeye ulagsmaktadir. Ekstraksiyon dengesine gok

hizli ulagilmast DSSME yontemlerinin en 6nemli avantajidir [31].

1.5 MIKROEKSTRAKSIYON YONTEMLERINDE KULANILAN COZUCULER

Mikroekstraksiyon yoOntemlerinde uygun ekstraksiyon c¢oziiciisiinlin secilmesi Onemlidir.
Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin sudaki ¢oziintirliigiiniin diisitk olmasi, analitler i¢in yiliksek
ekstraksiyon kabiliyetine sahip olmasi ve iyi kromatografik performans gostermesi istenen
ozelliklerden bazilaridir. Klorobenzen, kloroform, karbontetrakloriir ve tetrakloroetilen gibi
bazi klorlu hidrokarbonlar yiiksek yogunluklarindan dolayt DSSME tekniginde yaygin olarak
tercih edilmektedir. Ekstraksiyon ¢oziiclisiiniin yiiksek yogunluga sahip olmast DSSME
tekniginde avantaj saglamaktadir. Ekstraksiyon sonrasinda santrifiij islemiyle birlikte ytliksek
yogunluga sahip ¢oziicii dibi konik olan tiipiin alt kisminda toplanmakta ve ardindan ¢oziicii

mikroenjektdr yardimiyla sulu fazdan ayrilarak analiz edilmektedir [31].

Mikroekstraksiyon yontemlerinde yiiksek yogunluga sahip klorlu organik ¢oziiciilerin yaninda
sudan daha diisiik yogunluga sahip ekstraksiyon ¢oziiciileri de kullanilmaktadir. Sudan daha
diisiik yogunluga sahip ¢oziiciiler olarak 1-undekanol, 1-oktanol, 1-dekanol, 1-dodekanol, 2-
dodekanol, toluen, n-hekzan, karbon distilfit, siklohekzan, ksilen, dekanoik asit, heptanol ve
hekzadekan gibi ¢oziiciiler kullanilmaktadir [32]. Bu ¢oziiciiler sudan daha diisiik yogunluga
sahip olduklarindan ekstraksiyon sonrasinda sulu numunenin yiizeyinde ince bir tabaka
halinde toplanmaktadir. Bu sekilde ince ¢oziicli tabakasinin mikroenjektor ile ¢ekilerek sulu
fazdan ayrilmasi olduk¢a zordur. Bu nedenle disiik yogunluga sahip ekstraksiyon
coziciilerinin kullanildigr yontemlerde Ozel tasarlanmis ekstraksiyon kaplarina ihtiyag

duyulmaktadir [33].

Mikroekstraksiyon yontemlerinde geleneksel organik coziiciilerden baska, toksik o6zellikleri
daha diisik ve daha g¢evre dostu olan bazi ¢oziiciiler de son zamanlarda kullanilmaya
baglanmistir. Bu geleneksel olmayan c¢oziiciiler arasinda iyonik sivilar ve derin oOtektik

coziiciiler en yaygin kullanilanlardir.
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1.5.1 Iyonik Sivilar

Iyonik sivilar, organik bir katyon ve organik ya da inorganik bir anyondan olusan ve normal
atmosfer basincinda 100 °C’den daha diisiik erime noktasmna sahip olan tuzlardir. Oda
sicakliginda sivi olan iyonik sivilar ise genel olarak “oda sicakligi iyonik sivilari” olarak
adlandirilirlar ve bu tuzlarin erime noktalar1 25 °C’nin altindadir. Iyonik sivilarin yapisinda,
genellikle imidazolyum, pirolidinyum, piridinyum, amonyum veya fosfonyum gibi hacimli
organik katyonlar ve tetrafloroborat, hekzaflorofosfat ve bromiir gibi anyonlar bulunmaktadir.

Iyonik sivilarin yapisinda yaygin olarak bulunan katyon ve anyonlar Sekil 1.5°de verilmistir [34].

Yaygin katyonlar
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Sekil 1.5 Iyonik sivilarin sentezinde yaygin kullanilan katyon ve anyonlar.

Iyonik sivilar, ihmal edilebilir buhar basinci, iyi 1si1l kararlilik, elektrolitik iletkenlik,
ayarlanabilir viskozite, yeniden kullanilabilirlik ve yanmazlik gibi bir¢ok etkileyici 6zellige
sahiptirler. Tyonik sivilarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri sentezlerinde kullanilan anyon ve
katyonun ozelliklerine baglh olarak onemli Olgiide degisiklik gostermektedir. Sonug olarak,
cesitli katyonlar ve anyonlarin kombinasyonlari, farkli 6zelliklerde iyonik sivilarin elde

edilmesine olanak saglamaktadir. Sahip olduklar1 bu 6zglin ozellikleri ve kolay
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hazirlanabilmeleri, iyonik sivilarin hem akademik c¢aligmalarda hem de endiistride

kullanimlarinda dikkate deger bir artisa yol agmistir [34].

Iyonik sivilar, geleneksel organik ¢dziiciilere alternatif olarak kabul edilmekte ve organik
sentez, elektrokimya, sivi-faz ekstraksiyonu, temiz teknoloji i¢in kataliz ve polimerizasyon
islemleri gibi bircok alanda yaygin olarak kullamlmaktadir. Ornek hazirlama igin en sik
kullanilan yontemlerden biri olan sivi-sivi ekstraksiyonu, hedef bilesigin karigmayan iki faz
arasinda dagilmasi esasina dayanmaktadir. Iyonik sivilar metal iyonlari, kiiciik organik
molekiiller ve biyolojik bilesikler gibi gesitli analitlerin sivi-sivi ekstraksiyonunda yaygin
olarak uygulanmaktadir. Genel olarak, metal iyonlarinin sulu ¢ozeltilerden ekstraksiyonu i¢in
tag eterleri gibi bir komplekslesme reaktifinin ve bir iyonik sivinin kombinasyonu

kullanilmaktadir [35].

Iyonik sivilar sahip olduklar1 &zellikleri nedeniyle mikroekstraksiyon ydntemlerinde de
yaygin olarak kullanilmigtir. Liu ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada 1-oktil-3-
metilimidazolyum hekzafluorofosfat kapli KFME fiberi boyalardan benzen, toluen, etilbenzen
ve ksilenlerin ekstraksiyonu igin kullanilmistir. KFME fiberi her ekstraksiyon Oncesinde
iyonik sivi ile kaplanmis ve ekstraksiyon sonrasi fiberin gaz kromatografisinin enjeksiyon
bloguna yerlestirilmesiyle analitlerin desorpsiyonu ve analizi gerceklestirilmistir. Analiz
sonrasi fiber lizerindeki iyonik sivi ¢oziicii ile yikamak suretiyle uzaklastirilmis ve bir sonraki
ornekleme igin yeniden taze iyonik siv1 ile kaplanmustir. Iyonik sivinin viskozitesinin yiiksek
olmas1 KFME fiberi iizerine kaplanmasina olanak saglamaktadir. Ayrica iyonik sivinin ugucu
olmamasi ve termal kararliliginin iyi olmasi analitlerin termal desorpsiyonu sirasinda iyonik
stvinin fiber iizerinde kalmasini saglamistir. Iyonik s1vi kapli KFME fiberi, ticari olarak temin
edilen PDMS kapl fiber ile benzer tekrarlanabilirlik sonuglart gostermistir. Ancak iyonik
stvinin fiber lizerinde nispeten daha ince bir kaplama meydana getirmesi nedeniyle iyonik sivi
kapl fiberin hassasiyeti ticari olarak temin edilen fibere gore daha diisiik bulunmustur [36].
Yapilan bir baska calismada ise KFME fiber kaplama malzemesi olarak polimerik
imidazolyum bazli bir iyonik sivi sentezlenmis ve hazirlanan polimerik iyonik sivi kapli
KFME fiberi sarap orneklerindeki bazi esterlerin ekstraksiyonunda kullanilmistir. Hazirlanan
bu tip bir KFME fiberinin termal kararliliginin iyi oldugu ve uzun Omiirlii oldugu
gozlenmistir. Ayrica ticari olarak temin edilen PDMS kapli fiberler ile benzer analitik

performans sergiledigi tespit edilmistir [37]. Yakin zamanlarda KFME fiber kaplama
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malzemesi olarak ¢esitli capraz bagl polimerik iyonik sivilarin kullanildigr yeni yontemler de

gelistirilmistir [38,39].

Iyonik sivilarm sivi-faz mikroekstraksiyon ydntemlerinde ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak
kullanildigi uygulamalar da olduk¢a yaygindir. Tek damla mikroekstraksiyon (TDME)
yonteminde ekstraksiyon ¢oziiciisli, bir siringa ignesinin ucunda asili bir damla seklinde
bulunur ve bu damla ekstraksiyon sirasinda ¢ozeltiye daldirilir (dogrudan daldirma TDME)
veya ¢ozeltiye daldirilmadan tepe boslugunda (tepe bosluklu TDME) tutulur. Iyonik sivilar
ihmal edilebilir buhar basincina sahiptir. Dolayisiyla iyonik sivilarin bu 6zelligi 6zellikle tepe
bosluklu  TDME uygulamalarinda buharlasma ile damla hacimlerinin azalmamasini
saglamaktadir. Bu anlamda, uguculuklarinin olmamasi iyonik sivilarin nispeten yiiksek
sicakliklarda kullanilmalarina da olanak saglamaktadir. Iyonik sivilar yiiksek viskozite ve
yiizey gerilimine sahiptirler. Bu 6zellikleri iyonik sivi damlasinin igne ucunda daha kararh
kalmasina neden olmaktadir. Ancak yiiksek viskozite analitlerin difiizyon ve kiitle transfer
hizin1 azaltmakta ve sonug olarak daha uzun ekstraksiyon siireleri gerektirmektedir. Iyonik
stvilarin sudaki ¢oziiniirliigii sahip olduklar1 anyonlarin yapis1 ve karakterine gore degisiklik
gostermektedir. Anyonlarin hidrofobik 6zelligi [Br]|~[Cl]<[BF4]<[PFs]<[NTf2] sirasinda artis
gostermektedir. Dogrudan daldirma TDME yontemlerinde kullanilacak olan iyonik sivi
segilirken sudaki ¢6ziiniirliigiiniin ¢ok diisiik olmasina dikkat edilmelidir. Ancak tepe bosluklu

TDME yo6ntemlerinde iyonik sivinin ¢oziiniirliigi kisitlayict degildir [40].

Iyonik sivilarin dagitict sivi-sivi mikroekstraksiyon (DSSME) yonteminde ekstraksiyon
¢oziicii olarak kullanimi da oldukga yaygindir. Iyonik sivilarin ekstraksiyon ¢dziiciisii olarak
DSSME yonteminde kullanimu ilk defa Zhou ve arkadaslari tarafindan yapilmistir. Zhou ve
arkadaslar1 ¢evre sularindaki organofosforlu pestisitlerin ekstraksiyonu i¢in sicaklik kontrollii
DSSME yontemi gelistirirmisler ve bu yontemde ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak 1-hekzil-3-
metilimidazolyum hekzafluorofosfat kullanmislardir. Bu yontemde 50 mL su 6rnegine 50 pL
iyonik sivi ilave edilmekte ve ardindan karigim su banyosunda 80 °C de bir siire
bekletilmektedir. Bu sayede iyonik sivinin sulu numune igerisinde tamamen c¢oziinmesi
saglanmaktadir. Ardindan homojen karisim bir buz banyosunda sogutulmakta ve bu agsamada
iyonik sivinin ¢oziinlirligiiniin azalmasiyla birlikte bulutlu bir karistm meydana gelmektedir.
Karisim santriflij edildiginde analitleri i¢eren iyonik sivi fazi ile sulu faz birbirlerinden
ayrilmaktadir [41]. Benzer bir ¢alismada ise ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak ¢ok az miktarda 1-

hekzil-3-metilimidazolyum  hekzafluorofosfat ve  1-hekzil-3-metilimidazolyum  bis
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(trifluorometilsiilfonil) imid karisimi kullanilmis ve sulu orneklerdeki Hg™ iyonlar
kompleksleri halinde ekstrakte edildikten sonra spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.
Ekstraksiyon sirasinda iyonik sivi karisiminin 6nce suda ¢oziinmesi ve sonra yeniden geri
kazanilmasi igin 1sitma ve sogutma islemleri sirali olarak uygulanmistir [42]. Bu ¢alismalari
takiben organik ve inorganik analitlerin ekstraksiyonu i¢in ¢ok sayida iyonik sivi esasl
DSSME yontemi gelistirilmis ve bu yontemlerde iyonik sivinin sulu ¢ozelti igerisinde
dagitilmas: farkli mekanizmalarla (dagitict ¢6ziicii kullanimi, sonikasyon ve vorteks
karistirma gibi) gergeklestirilmistir. Bu yontemlerde ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak genellikle

hekzafluoro fosfat (PFs") anyonuna sahip hidrofobik iyonik sivilar tercih edilmistir [43].

1.5.2 Derin Otektik Céziiciiler

Yesil kimyanin gelismesiyle birlikte bir¢ok arastirmaci yesil ¢oziiciilerin kesfedilmesi ve
uygulanmasina odaklanmistir. Yesil ¢oziicii sinifinda kabul edilen iyonik sivilar 6zel fiziksel
ve kimyasal ozelliklerinden dolay1 biiyiik dikkat ¢ekmektedir. Diisiik buhar basincina ve
yiikksek kaynama noktasina sahip olmalari iyonik sivilar1 verimli ve ¢evre dostu ¢oziiciiler
haline getirmektedir. Bununla birlikte iyonik sivilarin zayif biyobozunurluk ve yiliksek maliyet
gibi smirlamalar1 da bulunmaktadir. Iyonik sivilarm bu simirlamalari derin dtektik ¢oziiciilerin

(DOQ) ortaya ¢ikmasini saglamstir [44].

DOC’ler, kuaternize amonyum tuzlari ile aminler gibi hidrojen bagi alicilar1 ve karboksilli
asitler gibi hidrojen bag: vericilerinin karistmindan meydana gelmektedir. DOC’ler iki katinin
otektik bir karigim olusturarak, kendini olusturan bilesenlerden ¢ok daha diisiik erime
noktasma sahip bir sivi olusturmasiyla meydana gelmektedir. Ilk DOC, 2003 yilinda erime
noktast 302 °C olan kolin kloriir (KoCl) ve erime noktasi 133 °C olan iire kullanilarak elde
edilmistir. Bu baslangic maddelerinin kombinasyonu, oda sicakliginda sivi olan ve erime
noktast 12 °C olan otektik bir karisimi meydana getirmistir [45]. Erime noktas1 diismesine
hidrojen baglar1 neden olmaktadir. Karisim1 olusturan bilesenler arasinda meydana gelen
kuvvetli hidrojen baglari, her bir bilesenin kendi bagina kristallenmesini engellediginden oda
sicakliginda s1v1 olan bir karisim meydana gelmektedir [46]. DOC’lerin sentezinde, KoCl en
yaygin kullanilan hidrojen bagi alicisidir. Hidrojen bagi vericisi olarak ise genellikle iire,
etilen glikol ve gliserol kullanilmaktadir. Bunlarin yaninda diger bazi alkoller, amino asitler,
karboksilik asitler ve sekerler de hidrojen bagi vericisi olarak kullanilmaktadir [47].

DOC’lerin genel sentez mekanizmasi Sekil 1.6’da ve DOC’lerin hazirlanmasinda yaygin
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olarak kullanilan hidrojen bagi vericileri

Sekil 1.7°de verilmistir.

I‘/
Ho/\/':\l N
Cr-

Hidrojen bag:
alicist

OH

&

Hidrojen bag
vericisi

Crr

DES

Sekil 1.6 DOC’lerin genel sentez mekanizmasi [46].

ve hidrojen bagi alicilarinin kimyasal yapilar1 ise
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Sekil 1.7 DOC’lerin sentezinde yaygin olarak kullanilan hidrojen bag: vericileri ve hidrojen
bagi alicilari [46].
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DOC’lerin en 6nemli 6zelliklerinden bir tanesi, organik ve inorganik maddelerin kat1 ve s1vi
orneklerden ekstraksiyonunda ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilabilmeleridir [3].
Ekstraksiyon proseslerinde DOC’lerin ¢dziicii olarak kullanimlari, viskozite, yogunluk, drnek
matriksi ile karisabilirlik ve polarite gibi bazi fiziksel o6zelliklerine baglidir. Ornek
matriksinde bulunan analitlerle etkilesimlerini kolaylastirmak igin diisiik viskoziteli ¢oziiciiler
se¢mek daha uygundur. Bunun yaninda ekstraksiyon sonrasi faz ayriminin saglanabilmesi i¢in
ornek matriksinden farkli bir yogunluga sahip ¢oziiciilerin segilmesi gerekmektedir.
DOC’lerin viskozite, yogunluk, iletkenlik ve polarite gibi baz1 fizikokimyasal 6zellikleri
sentezleri sirasinda kullanilan maddelerin tiiriine ve mol oranlarma gore degisiklik
gostermektedir. Yaygm olarak kullanilan bazi DOC’lerin fizikokimyasal parametreleri
Cizelge 1.2°de verilmistir [48].

Cizelge 1.2 Yaygin olarak kullanilan bazi DOC’lerin fizikokimyasal parametreleri [48].

DOC (mol orant) Yogunluk Viskozite [letkenlik (mS
" (g/cm?®) (centipoise, cP) cm?)
KoCl:Ure (1:2) 1,25 (25 °C) 750 (25 °C) 0,20 (40 °C)
KoCl:Etilen glikol (1:2) 1,12 (25 °C) 37 (25°C) 7,61 (20 °C)
KoCl:Gliserol (1:2) 1,18 (25 °C) 259 (25 °C) 1,05 (20 °C)
KoCl:Malonik asit (1:1) 1,25 (25 °C) 721 (25 °C) 0,55 (25 °C)
KoCl:1,4-Butandiol (1:3) 1,06 140 (20 °C) 1,64 (20 °C)
Etilamonyum kloriir: Ure (1:1,5) 1,041 128 (40 °C)
Etilamonyum kloriir:Asetamid (1:1,5) 1,14 64 (40 °C) 0,69 (40 °C)
KoCl:2,2,4-trifluoroasetamid (1:2) 1,342 77 (40 °C) 0,286 (40 °C)
Su 0,992 1 250

DOC’ler genel olarak sudan daha yiiksek yogunluk degerlerine sahiptirler ve bu durum
ekstraksiyon sonrasinda faz ayrimimim daha hizli meydana gelmesine neden olmaktadir.
DOC’ler genel olarak yiiksek viskozite degerlerine (>100 cP) sahiptirler. DOC’lerin yiiksek
viskoziteye sahip olmasi genellikle bilesenleri arasindaki meydana gelen kuvvetli hidrojen
baglari ile iligkilendirilmektedir. DOC’leri meydana getiren bilesenler arasinda kurulan
kuvvetli etkilesimler, DOC igerisinde serbest molekiillerin hareketini azaltmakta ve bu da
viskozitenin artmasina neden olmaktadir [49]. DOC’lerin yiiksek viskoziteye sahip olmasi
mikroekstraksiyon uygulamalarinda analitlerin  DOC fazina difiizyonlarini  olumsuz
etkilemektedir. Ancak DOC’lerin sentezi sirasinda KoCl oranmin artirilmasi veya belli oranda
su kullanilmasiyla viskozite kaynakli olumsuz durum kismen asilmaktadir. Ayrica

ekstraksiyon sirasinda sicakligin artirilmastyla birlikte DOC’lerin viskozitesinin azalmasina
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bagli olarak analitler i¢in daha yiiksek difiizyon oranlar1 elde edilebilmektedir. DOC lerin
yiiksek viskoziteye sahip olmast TDME gibi bazi mikroekstraksiyon uygulamalari igin ise
avantaj saglamaktadir. TDME yontemi, igne ucunda asili duran ekstraksiyon ¢oziicii
damlasina analitlerin difiizyon yoluyla transfer olmasi esasina dayanmaktadir. Dolayisiyla
viskozitesi yiiksek olan ¢oziiciler TDME yonteminde igne ucunda daha kararli damlalar

meydana getirmektedir [50].

DOC’ler, kolay sentez, diisiik maliyet, diisiik uguculuk, yiiksek biyobozunurluk ve yapisal
tasarimin uygulanabilirligi gibi ¢ekici Ozelliklerinden dolayr son yillarda analitik kimya
alaninda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. DOC’ler, karmasik érneklerdeki organik ve
inorganik analitlerin (mikro)ekstraksiyonunda ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak, DOC’ler hidrojen bag1 olusturma kabiliyetlerinden dolay1 hidrofilik
coziiclilerdir ve bu durum sulu numunelerde ekstraksiyon ¢doziiciisii  olarak
kullanilabilmelerini kisitlamaktadir [51]. Bu nedenle, DOC esasli uygulamalarin ¢ogunda
matriks olarak organik sivi numuneler (bitkisel yaglar gibi) veya katilar (bitkiler ve
yiyecekler) tercih edilmekte ve bu matrikslerde dogal olarak bulunan biyoaktif bilesiklerin
ekstraksiyonlar1 yapilmaktadir. Hidrofilik DOC’lerin kullammma dayanan ekstraksiyon
prosediirleri ile fenolik bilesikler, flavonoidler ve terpenoidler en yaygin sekilde belirlenmis
olan biyoaktif bilesiklerdir [52].

Hidrojen bag1 alic1 olarak KoCl ve hidrojen bag1 vericisi olarak fenol ile hazirlanan DOC’ler
hidrofilik 06zellikleri nedeniyle sulu c¢ozeltiye ilave edildiklerinde homojen bir ¢ozelti
meydana gelmektedir. Ardindan homojen ¢6zeltiye aprotik bir ¢6ziicliniin (genellikle
tetrahidrofuran) ilave edilmesiyle DOC’iin sulu faz icerisinde ¢ok kii¢iik damlaciklar halinde
meydana gelmesi saglanmaktadir. Homojen ¢ozeltiye aprotik ¢oziiciiniin ilave edilmesiyle su
ve aprotik ¢oziicii arasinda kuvvetli etkilesimler meydana gelmekte ve bu durum DOC’iin
sulu ¢ozelti icerisindeki ¢oziiniirliigiinii azaltmaktadir. Bu sayede DOC ile sulu ¢ozelti
arasinda faz ayrimi gergeklesmektedir. Ardindan santrifiijleme islemiyle faz ayrimi
saglandiktan sonra analitleri iceren DOC fazinin analizi uygun bir enstriimantal teknik ile

yapilmaktadir [53].

Sulu numunelerde DOC’lerin genel olarak hidrofilik 6zellikleri nedeniyle tamamen
¢Oziiniiyor olmalar1 ve bu nedenle de ekstraksiyon sonrasinda faz ayrimin saglanamamasi

aragtirmacilarin yeni arayislara girmesine neden olmustur. Yakin ge¢miste farkli hidrofobik

21



ozellige sahip DOC’ler sentezlenmis ve sulu numunelerdeki analitlerin ekstraksiyonunda
kullanilmistir. Hidrofobik DOC’ler ilk olarak farkli kuaterner amonyum tuzlari (hidrojen bag
alicis1) ve dekanoik asit (hidrojen bagi vericisi) kullanilarak sentezlenmis ve sulu ortamdaki
baz1 ugucu karboksilli asitlerin (asetik asit, propiyonik asit ve butirik asit) ekstraksiyonunda
kullanilmistir. Farkli kuaterner amonyum tuzlart ve dekanoik asit kullanilarak hazirlanan
hidrofobik DOC’ler i¢in yogunluk degerlerinin 0,889 ile 0,942 g/cm? ve viskozite degerlerinin
ise 173 ile 783 cP arasinda degistigi bulunmustur [51]. Yapilan bir bagska ¢alismada ise
lidokain ve dekanoik asit kullanilarak hidrofobik DOC’ler sentezlenmis ve sulu ortamdaki
baz1 alkali ve gecis metallerinin uzaklastirilmasinda kullanilmistir [54]. Takip eden baska
caligmalarda ise hidrojen bagi alicis1 olarak kuaterner amonyum tuzlari, timol ve mentol ve
hidrojen bagi vericisi olarak ise alkil karboksilli asitler ve kafur kullanilarak hidrofobik
DOC’ler sentezlenmis ve sulu numunelerdeki pestisitler [55], polisiklik aromatik

hidrokarbonlar [56] ve benzofenon tipi UV filtrelerinin [57] ekstraksiyonunda kullanilmistir.

Hidrofilik ve hidrofobik DOC’ler sahip olduklar1 benzersiz ozellikleri nedeniyle yakin
ge¢miste sivi numunelerdeki bir¢ok organik ve inorganik maddenin ekstraksiyonunda
basartyla uygulannmstir. DOC esashi analiz ydntemlerinden bazilar1 Cizelge 1.3°de

Ozetlenmistir.

DOC lerin ekstraksiyon ¢oziicii olarak kullanilmalarmin yaninda farkli analitik uygulamalari
da bulunmaktadir. Bazi mikroekstraksiyon uygulamalarinda analitlerin ekstraksiyon
verimliliginin artirilmas1 amaciyla DOC ile modifiye edilen manyetik nanopartikiiller [65,66],
silika [67] ve pamuk [68] gibi adsorbentler kullanilmistir. DOC’ler ayrica bazi kromatografik
uygulamalarda hareketli faz katki maddesi olarak da kullanilmistir. Hareketli faza diisiik
miktarlarda DOC ilave edilmesiyle pik kuyruklanmasi, bant genislemesi ve ¢oziiniirliik

bakimindan kromatografik performansta biiyiik 6l¢giide iyilesme saglanmistir [69].
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Cizelge 1.3 S1v1 6rneklere uygulanan bazi DOC esasli mikroekstraksiyon yontemleri.

Ekstraksiyon Matriks Analit Ornek DOS bilesimi DOS LOD Ref.

ve tayln miktarl (mol Oranl) hale (ug/L)

yontemi (uL)

DOC-UD- Ilag

SFME-FAAS  takviyesi  Kobalt 10 ml KoCl:fenol (1:4) 500 1,1 pg/L [58]
ve cay

UD-DOC- Cevre Krom (111) ve ) )

SEME. FAAS  coin krom (V1) 10ml KoCl:fenol (1:3) 450  55ug/lL  [59]

DOC-SFME-  Yemeklik Kursun ve e 0,2-8

ETAAS yaglar  Kadmiyum 289 KoCl:ire (1:2) 200 kg 80

SSME-DOC- Nehir .. . . 1,2-2,3

HPLC-UV suyu Stilfonamidler 1,5 mL KoCl:fenol 100 /L [61]

DOC-SFME- By, P Tetrametilamonyum

HpLc-uy ~ Bitkisel Bitkiblyime =y ) o eilenglikol - 30 Y20 (62
yaglar diizenleyicileri (1:3) pg/mL

UD-SSME- y, ny

DOC-HPLC- B'Eklsel Fenolik asitler 2 mL KoCI.euI_en g 50 0,39-0,63 [63]
yaglar (1:2) ng/L

uv

DOC-HD- Benzofenon d ) .

DSSME- g”'“kl tipi UV gm Pt ngitto("l‘f'%‘a”o'k 100 0’05/43’2 [57]

HPLC-DAD MEET filtreleri ' He

UD-DOC- sulu PO|ISIk!Ik o - 3998

DSSME-GC- Ornekl aromatik 10 mL Timol:kafur (1:1) 200 /L. [56]

MS M hidrokarbonlar g

DOC-SSME- . Tetrabutilamonyum

HPLC-DAD  icecekler oontetik 10mL  Kloriiroktanoik asit 100, 29~ 164

pigmentler 1,12 ng/mL

(1:2)
DOC: Derin 6tektik ¢oziicii; UD: Ultrasonik destekli; SFME: Sivi-faz mikroekstraksiyon; FAAS: Alevli atomik absorpsiyon
spektrometresi; ETAAS: Elektrotermal atomik absorpsiyon spektrometresi; SSME: Sivi-sivi mikroekstraksiyon; HPLC:
Yiiksek performans sivi kromatografisi; UV: Ultraviyole dedektorii; HD: Hava destekli; DSSME: Dagitict sivi-sivi
mikroekstraksiyon; DAD: Diyot dizi dedektérii; GC-MS: Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi; KoCl: Kolin kloriir.

1.6 LiPIDLER

Lipidler, yiyeceklerin ve ¢ogu biyolojik sistemlerin dnemli bir bilesenidir. Gidalarda yogun
bir enerji kaynag1 ve yagda ¢ozilinen vitaminler olarak gorev yaparlar ve hiicre zarlarinin
yapisal bilesenlerini olustururlar ve ayn1 zamanda biyolojik sistemlerde 6nemli sinyalizasyon
ajanlar1 olarak islev goriirler. Dogal olarak olusan veya disaridan ilave edilen gida
riinlerindeki lipider, gida islemesi i¢in bir 1s1 transfer ortami saglar ve iriinlere arzu edilen

doku ve tat kazandirir. Lipidler, canli organizmalarin fonksiyonlarinin biiylimesi ve
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korunmasi i¢in gerekli ana makro besinlerden biridir, ancak asir1 miktarda lipid aliminin
kendine has etkileri vardir. Ozellikle "k&tii" lipidlerin (8rnegin bazi doymus lipidler ve trans
yaglar) asiri tiiketilmesi obezite, hipertansiyon, kalp-damar hastaliklar1 ve kanserler gibi

birgok hastalik ve saglik kosuluyla iliskilendirilmektedir.

“Lipid” terimi icin kesin bir tanim yoktur. Ik baslarda hekzan, kloroform veya eter gibi
organik c¢oziicliler icinde ¢Oziinen ve suda ¢oziinmeyen bilesikler lipidler olarak
tanimlanmistir. Ancak organik ¢oziiciilere kiyasla suda daha fazla ¢oziinen bazi kisa zincirli
yag asitlerinin monoagilgliserolleri i¢in istisnalar ortaya ¢ikmaktadir. Genel olarak lipidlerin
benzer yapisal Ozelliklere sahip genis bir bilesikler grubu oldugu kabul edilir.
Triagilgliseroller,  diagilgliseroller,  monoagcilgliseroller,  glikolipidler,  fosfolipidler,
sfingolipidler, yag asitleri, uzun zincirli alkoller, mumlar, steroller ve yagda ¢oziinen
vitaminler gibi ¢esitli bilesikler grubu lipidler olarak tanimlanmaktadir. Lipidler ¢ogunlukla
yag asitleri ve gliserol esterleridir. Bitkilerde ve hayvanlarda lipidlerin yaklasik % 98’1,
sirastyla  U¢, iki ve bir ester bagi igeren triagilgliseroller, diacilgliseroller ve
monoagilgliserollerden olusur. Triagilgliseroller, ticari ve diyetsel 6neme sahip kati ve sivi
yaglarda en bol bulunan bilesendir. Fosfolipidler, molekiillerinde hem lipofilik hem de
hidrofilik kisimlarin varligindan dolay: ylizey aktiftirler ve biyolojik zarlarin ana bilesenlerini
olusturur. Fosfolipidler genellikle daha yiliksek bir doymamislik derecesi sergileyen
triacilgliserollerden farkli bir yag asidi bilesimine sahiptir [70].

Yag asitleri, lipidlerin yap1 taglaridir ve bilyiik 6l¢tide lipidlerin fizikokimyasal ve fizyolojik
ozelliklerini belirlerler. Dogal yaglar, baslica cift sayida karbon atomu igeren diiz zincirli yag
asitleri icerir. Bununla birlikte, dogal ve islenmis yaglarda tek sayida karbon atomu igeren,
dallanmis zincirli veya siklik yag asitleri ve hidroksil asitler az miktarda bulunurlar. Dogal
olarak olusan yag asitleri, ¢esitli derecelerde doymamiglik gosterirler. Kara hayvanlarindaki
depo yaglarin ¢ogu doymus yag asitleri icerir ve Ozellikle stearik asit icerigi yiiksektir.
Bitkisel yaglarin doymus yag asitleri igerigi nispeten diisiiktiir ve bitkisel yaglarda palmitik,
oleik, linoleik ve linolenik asitler baskindir. Siit yaglari, biiyiik oranda kisa zincirli yag asitleri
icerir (C4—Ci0). Deniz baliklar1 ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan oldukg¢a zengindir.
Bazi doymus ve tekli doymamis yag asitleri viicutta biyosentezlenebilirken, saglik i¢in 6nemli
olan ¢oklu doymamis yag asitleri (omega 3 ve omega 6) ancak beslenme yoluyla
almabilmektedir. Bitkiler bu yag asitlerini sentezleyebildiklerinden hayvanlar i¢in 6nemli

besin kaynagidirlar. Omega-3 yag asidinin antienflamatuar, kardiyovaskiiler ve antikanser
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aktiviteleri de dahil olmak tizere gesitli saglik etkilerine sahip oldugu bilinmektedir. Omega-3
yaglar artik 6zel lipidler olarak ¢esitli formlarda ticari olarak temin edilebilmektedir. Coklu
doymamis yag asitlerinin aksine, doymus yag asitlerinin sagliga zararl etkilerinin olduguna
inanilmakta ve koroner kalp hastaliklar: ile iliskilendirilmektedir. Bununla birlikte, stearik
asidin son zamanlarda kardiyovaskiiler hastalik gelisiminde etkisinin olmadigi ve hatta

koruyucu oldugu bulunmustur [70].

1.7 LiPiD OKSIiDASYONU VE ANTIOKSIiDANLAR

Lipid oksidasyonu gidalarda kotii koku ve tatlarin olugsmasmin ve gida kalitesinin
bozulmasimin ana nedenlerinden biridir. Gidalardaki oksidatif degisiklikler, besin
maddelerinin ve biyoaktif maddelerin kaybina ve hatta potansiyel olarak toksik bilesiklerin
olusumuna neden olarak lipid igeren gidalarin tiiketim i¢in uygun olmamasini saglamaktadir.
Lipidler 1s1k, 1s1, enzimler, metaller, metaloproteinler ve mikroorganizmalar gibi katalitik
sistemlerin varliginda oksidasyona duyarlidirlar ve ¢ogunlukla serbest radikaller veya diger
reaktif ara frlinlerin varliginda otoksidasyon, fotooksidasyon, termal veya enzimatik
oksidasyon islemleri meydana gelir. Otoksidasyon, bunlar igerisinde en yaygin olanidir ve
serbest radikallerin  zincirleme reaksiyonu yoluyla lipidlerin atmosferik oksijenle

kendiliginden reaksiyonu sonucunda gergeklesir.

Lipid oksidasyonunun ana yollarindan biri otoksidasyondur. Gidalarda ¢oklu doymamis
lipidlerin otoksidasyonu islemi, genellikle lipidlerin 1s18a, 1siya, iyonlastirict radyasyona,
metal iyonlarina veya metaloprotein katalizorlerine maruz birakilmasiyla baglatilan serbest bir
radikal zincir reaksiyonu igerir. Enzim lipoksijenaz, oksidasyonu da baslatabilir. Klasik lipid
otoksidasyonu baglama (lipid serbest radikallerinin iiretimi), yayilma ve sonlanma (radikal
olmayan iriinlerin tiretimi) reaksiyon basamaklarini icermektedir. Coklu doymamais lipidlerin

otoksidasyonu igin genel bir sematik yol Sekil 1.8’de gosterilmistir [71].
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Baglama ~ RH — R* +H"

Yayilma R* + 0, — ROO’

ROO® +RH — R* + ROOH

R*+R* _
Sonlanma R* + ROO" '??fj'll(a| olmayan
ROO® + ROO* urlinler

Sekil 1.8 Lipid otoksidasyon yollari.

Doymamis lipid molekiilleri 1s1, 151k ve metal iyonlar1 gibi baglaticilarin varliginda, bir
hidrojen atomunu kaybederek serbest radikaller meydana getirirler. Lipid radikalleri daha
sonra yeni bir lipid molekiiliine saldirarak hizli ilerleyen reaksiyonun zincir tastyicilart olarak
islev goren peroksil radikalleri olusturmak igin oksijenle reaksiyona girerler. Bu reaksiyon,
hidrojen kaynagi bulunamayana veya zincir bulunmayana kadar binlerce kez tekrar edilebilir.
Dolayisiyla, lipid oksidasyonu kendiliginden ilerleyen ve kendiliginden hizlanan bir islemdir.
Lipid oksidasyonunun baglama siireci olduk¢a karmasik ve heniiz tam olarak anlasilmis
degildir. Bununla birlikte, lipid molekiilinden bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla
basladigina inanilmaktadir. Hidrojen atomunun kaybi, daha diisiik C-H bag enerjisinden
dolay1 yag asitlerinde ¢ift bagin yanindaki karbonda en kolay sekilde ger¢eklesmektedir.
Yayilma sirasinda, lipid hidroperoksitleri birincil oksidasyon triinleri olarak iiretilir. Bunlar
kararsizdir ve aldehitler, ketonlar, alkoller, hidrokarbonlar, ugucu organik asitler ve epoksi
bilesikleri gibi istenmeyen kokulara sahip olan ¢ok cesitli ikincil oksidasyon iiriinlerine
parcalanirlar. Bu asamada hidroperoksitlerin ayrismasindan alkoksil (RO-), peroksil (ROO-),
hidroksil (-OH) ve yeni lipid radikalleri (R-) iretilir ve ayrica serbest radikallerin zincir
reaksiyonuna katilir. Sonlanma asamasinda ise radikaller birbirlerini nétralize ederek ¢esitli

radikal olmayan tirlinler olustururlar [70].

Lipid oksidasyonunu kontrol etmek igin kullanilan birgok yontem arasinda antioksidanlarin
kullanim1 en etkili ve ekonomik yoldur. Diinya genelindeki gida iireticileri, gidalardaki
lipidleri kararli halde tutmak ve boylece {iriin kalitesinin bozulmasini Onlemek igin

antioksidanlar kullanmaktadir. Fenolik bilesikler gibi antioksidanlar, Sekil 1.9°da gosterildigi
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gibi bir hidrojen atomu saglayarak serbest radikalleri nétralize eder ve daha az reaktif olan

serbest antioksidan radikalleri meydana gelir [71].

R*/RO"/ROO" + AH — A* + RH/ROH/ROOH
RO*/ROO" + A® — ROA/ROOA

ROO* + RH —- ROOH +R*

Sekil 1.9 Fenolik antioksidanlarin etki mekanizmasi

Elde edilen antioksidan radikalleri, eslesmemis elektronun fenol halkasindaki delokalizazyonu
ile kararli rezonans hibritleri olustururlar (Sekil 1.10). Bu radikallerin reaktivitesi diistiktiir ve
genellikle yeni radikallerin olusumunu baslatmazlar. Fenoksil radikalinin para pozisyonunda
bir metil grubundan ziyade bir etil veya n-butil grubu bulunmasi aktiviteyi artirmaktadir.
Bununla birlikte, bu pozisyonda zincirli veya dallanmig alkil gruplarinin varligi, antioksidan
aktiviteyi azaltmaktadir. Fenoksil radikalinin kararliligi, 2,6-di-tert-butil-4-metilfenolde
oldugu gibi 2 ve 6 pozisyonlarindaki alkil gruplarinin varlig: ile daha da artmaktadir (Sekil
1.10). Ciinkii bu siibstitiientler, radikal bolgesindeki sterik engeli artirmakta ve bdylece

antioksidan radikal igeren yayilma reaksiyonlarinin oranini azaltmaktadir [71].

o 0
(H3C)sC C(CHa)s (HsC)sC C(CHg)s
-
CHj / CHg
fo)
(HsC)sC C(CHy)s (HsC)sC CH,(CHa)s
-
CH,q CH;,

Sekil 1.10 Fenoksil radikalinin rezonans kararlilig.
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Antioksidan konsantrasyonunun otoksidasyon oranlari tizerindeki etkisi antioksidanin yapisi,
oksidasyon kosullar1 ve oksitlenen numunenin dogasi dahil olmak iizere bir¢ok faktore
baghidir. Genellikle fenolik antioksidanlar yiiksek konsantrasyonlarda aktivitelerini kaybeder
ve baslangi¢ reaksiyonlarina katilarak pro-oksidan (oksitlenmeyi artirici) olarak davranirlar.
Fenolik antioksidanlar, biiyiik 6l¢lide bozulmamis yaglara eklendiginde oksidasyon siiresinin
uzatilmasinda daha etkilidir. Bununla birlikte, bozulmus yaglarin oksidasyonunu geciktirici
etkileri yoktur. Bu nedenle oksidasyona karst maksimum koruma saglamak i¢in
antioksidanlarin isleme ve depolama sirasinda miimkiin oldugunca erken gida maddelerine

eklenmesi gerekir [71].

1.7 SENTETIK ANTIiOKSIDANLAR

Sentetik antioksidanlar, gida maddelerinin, ilaglarin ve diger bazi tiiketime yonelik iiriinlerin
raf Omiirlerinin uzatilmasi i¢in kullanilan bilesikler grubudur [72]. Kimyasal kararliliklari,
diistik maliyetleri ve uygunluklari nedeniyle butil hidroksi anisol, butil hidroksi toluen, tert-
butil hidrokinon, propil gallat, oktil gallat ve dodesil gallat bir¢ok tilkede gida katki maddesi
olarak en yaygin kullanilan sentetik antioksidanlardir. Yaygin kullanilan sentetik

antioksidanlarin kimyasal yapilart Sekil 1.11°de verilmistir.

OH
CHs OH CHjg OH CHs
AN CH, I
H;C CHs C—CHg
| CHs HsC CH '
= CH, ° s G
OCH, &H, OH
Butil hidroksi anisol Butil hidroksil toluen Tert-butil hidrokinon
Ox O o
CHy OCH5(CHz)eCHs o
HOQ)LOCHQ[CHELUCH?,
HO OH HO OH HO o
OH OH
Propil gallat Oktil gallat Dodesil gallat

Sekil 1.11 Yaygin kullanilan sentetik antioksidanlarin kimyasal yapilari.
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Gida endiistrisinde lipid oksidasyonunu engellemek veya azaltmak, toksik oksidasyon
driinlerinin olugmasimi engellemek, besinsel kaliteyi siirdirmek ve gidanin raf Omriini
uzatmak amaciyla sentetik antioksidanlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak gida
maddelerinde sentetik antioksidanlarin kullanimi, potansiyel toksisite etkileri nedeniyle diinya
capinda pek ¢ok iilkede siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Butil hidroksi anisol ve butil
hidroksi toluenin yiiksek miktarlarda kullaniminin laboratuar hayvanlarinda karaciger
hasarina ve kansere yol agtigindan siiphe edilmektedir. Ayrica butil hidroksi anisol, tert-butil
hidrokinon ve propil gallat gibi baz1 sentetik antioksidanlarin niikleik asitlerle molekiiler
kompleksler olusturma ve DNA’nin ¢ift sarmal yapisina zarar verme potansiyellerinin oldugu
diisiiniilmektedir [71]. Insan saglina muhtemel olumsuz etkileri nedeniyle birgok iilkede
sentetik antioksidanlarin kullanimlar1 yasal mevzuatlara gore yapilmaktadir. Genel olarak,
Avrupa Birligi'nde ve aymi zamanda Tirkiye’de sentetik antioksidanlarin gidalarda izin

verilen miktarlar1 100 ile 200 mg/kg arasindadir [73,74].

Gida maddelerindeki sentetik antioksidanlarin analizleri belirli elektrokimyasal sensorler
[75,76] ve sivi kromatografisi (LC) [77-80], miseller elektrokinetik kapiler kromatografi
[81,82] ve kapiler elektroforez [83,84] gibi farkli kromatografik analiz yontemleri
kullanilarak gergeklestirilmektedir. Elektrokimyasal yontemler nispeten diisiik isletme
maliyetleri ve daha hizli analizler sunabilmektedir. Ancak, coklu analitlerin olmasi
durumunda, her bir analit konsantrasyonunun belirlenmesi igin Ortiisen elektrokimyasal
sinyallerin kemometrik yorumlanmasi gerekmektedir [85]. Kromatografik analiz yontemleri
arasinda ise ultraviyole dedektorlii yiiksek performan sivi kromatografisi (HPLC-UV) en
yaygin kullanilan yontemdir. Kromatografik analiz 6ncesinde yag orneklerindeki sentetik
antioksidanlarin ekstraksiyonu i¢in sivi-sivi ekstraksiyonu en ¢ok tercih edilen yontemdir ve
bu amagla da ¢oziicli olarak genellikle n-hekzan ile doymus olan asetonitril kullanilmaktadir
[78,80]. Ayrica uygun bir ¢oziicii ile seyreltilmis yag numunesinin LC sistemine dogrudan
enjeksiyonuna dayanan yontemler de mevcuttur [86,87]. Ancak, numune matriksinin
karmagikligindan dolayr herhangi bir kromatografik analiz Oncesinde mutlaka bir O6rnek
hazirlama isleminin uygulanmasi arzu edilen bir durumdur. Son zamanlarda sentetik
antioksidanlarin yag Orneklerinden ekstraksiyonu icin bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu
(BNE) [79] ve dagitict sivi-sivi mikroekstraksiyon (DSSME) [73,88] gibi bazi yeni

mikroekstraksiyon yontemleri de gelistirilmistir.
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1.8 CALISMANIN AMACI VE ONEMI

Glinlimiizde, gida giivenligi ve gida giivenliginin saglanmast en 6nemli konularin basinda
gelmektedir. Gida giivenliginin saglanmasinda, gida iiretimimin artirilmasi ve gidalarin bol
bulundugu donemden daha az bulundugu dénemlere Kkalitelerini koruyarak saklanmasi ve raf
omriiniin uzatilmas: 6nemli bir konudur. Gidalarin daha saglikli olarak saklanabilmesi ve
lezzetini koruyabilmesi icin sentetik antioksidanlarin kullanilmasi kaginilmazdir. Sentetik
antioksidanlar izin verilen besinlerde izin verilen miktarlarda kullanildiginda saglik riskleri
minimize edilmis maddelerdir. Ancak sentetik antioksidanlarin izin verilen sinir degerlerin

tizerinde kullanilmasi insan sagligi i¢in bir tehdit olugturmaktadir.

Bu calismada bitkisel yag orneklerindeki bazi sentetik antioksidanlarin (propil gallat ve oktil
gallat) DOC esasl mikroekstraksiyon ydntemiyle ekstraksiyonlar1 ve ardindan HPLC-UV ile
analizlerini igeren bir analitik yontem gelistirilmistir. DOC’ler kolay sentez, diisiik maliyet,
diisiik uguculuk, yiiksek biyobozunurluk ve yapisal tasarimin uygulanabilirligi gibi cekici
ozelliklerinden dolay1 yeni nesil yesil ¢oziiciiler olarak kabul edilmektedir ve son zamanlarda
mikroekstraksiyon yontemlerinde ekstraksiyon ¢Oziiclisii olarak  kullanilabilirlikleri
arastirilmaktadir. Bu calismada, DOC esasli mikroekstraksiyon yonteminin gelistirilmesi
genel olarak en uygun mikroekstraksiyon kosullarinin se¢ilmesi, bu kosullar altinda yontemin
analitik performansiin belirlenmesi, yontemin gercek Orneklere uygulanmasi ve ardindan
yontemin literatliirdeki mevcut yontemlerle karsilastirilmasi asamalarindan olusmaktadir.
Literatiirdeki mevcut yontemlere alternatif olabilecek yeni mikroekstraksiyon yontemlerinin

gelistirilmesi hem ¢evre hem de insan sagliginin korunmasi bakimindan son derece 6nemlidir.
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BOLUM 2

DENEYSEL CALISMALAR

2.1 KULLANILAN MADDE VE MALZEMELER

Bu calismada kullanilan kimyasallar ile standart maddeler analitik safliktadir. Etilen glikol,
gliserol, iire, kolin kloriir (KoCl), propil gallat, oktil gallat ve asetonitril Sigma-Aldrich
(Steinheim, Almanya) firmasindan, trifloroasetik asit ve n-hekzan Merck (Darmstadt,
Almanya) firmasindan ve isopropil alkol Kimetsan (Ankara, Tirkiye) firmasindan temin
edilmistir. Deneysel ¢alismalarda Milli-Q sisteminden (Millipore, Bedford, MA, USA) elde

edilen saf su kullanilmistir.

Sentezlenen derin oOtektik ¢oziiclilerin karakterize edilmesinde Fourier doniisiimlii infrared
(FT-IR) spektrometresi (Perkin Elmer) kullanilmistir. Ornek hazirlama basamaginda 1sitmali
manyetik karigtirict (RSM-01H, Phoenix, Garbsen, Almanya), vorteks karistirici (SAS,
BioCote, UK) ve santrifiij (NF 200, Nuve, Ankara, Tirkiye) cihazlar1 kullanilmistir.
Orneklerin ve standart maddelerin tartilmasi isleminde analitik terazi (Kern ABJ 220-4 M,
Almanya) kullanilmistir. Yag numunelerinin ekstraksiyon tiipiine transfer edilesinde 1000 pL.
hacim kapasiteli mikro pipet (Axygen, USA) ve mikrolitre hacimli ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
numunelere ilave edilmesi ve geri alinmasi islemlerinde ise 100 puL hacim kapasiteli cam

mikroenjektdr (Hamilton, Bonaduz, Isvigre) kullanilmustir.

Aycicek yagi, misir yagr ve findik yagi gibi bitkisel yag ornekleri, Zonguldak'taki yerel
sipermarketlerden temin edilmistir. Toplanan yag ornekleri vidali kapakli tiiplere

doldurulmus ve analiz edilene kadar oda sicakliginda saklanmistir.
Ekstraksiyon isleminin ardindan propil gallat ve oktil gallat iceren numunelerin kromatografik

analizleri ultraviyole dedektorlii sivi kromatografisi (HPLC-UV) ile yapilmigtir. HPLC-UV

sistemiyle ilgili teknik 6zellikler ve analiz sartlart B6lim 2.5’de detayli olarak verilmistir.

31



2.2 STANDART COZELTILERIN HAZIRLANMASI

Propil gallat ve oktil gallat antioksidanlarmni iceren stok standart ¢dzelti 100 pg mL*
konsantrasyonunda asetonitril iginde hazirlanmis ve buzdolabinda 4 °C'de saklanmustir. Farkli
konsantrasyonlardaki ara stok ¢ozeltiler ise izopropil alkolde taze olarak hazirlanmis ve bu
cozeltiler yag orneklerine standart madde ilavesi yapilmasi i¢in kullanilmistir. Standart madde
ilavesi yapildiktan sonra ekstraksiyon Oncesinde yag matrisinde antioksidanlarin tamamen
¢Ozlinmesi ic¢in yag Ornekleri iyice karistirilmistir. En uygun deney kosullarmin
belirlenmesinde ve kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasinda stok ¢ozeltiden seyreltmeyle
hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki (25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 5 pg/mL, 1 pg/mL, 0,5
pg/mL) standart ¢ozeltiler kullanilmistir. Hazirlanan tim ¢ozeltiler analiz edilene kadar

buzdolabinda (+4 °C) muhafaza edilmistir.

2.3 DERIN OTEKTIiK COZUCULERIN SENTEZi

Bitkisel yag orneklerindeki alkil gallatlarin ekstraksiyonunda ¢6ziicii olarak kullanilmak tizere
farkli derin 6tektik ¢oziiciiler (DOC) sentezlenmistir. DOC sentezinde hidrojen bag: alicisi
(HBA) olarak kolin kloriir (KoCl) ve hidrojen bag: vericisi (HBV) olarak ise etilen glikol,
gliserol veya iire kullanilmistir. Agz1 kapakli bir cam kap igerisinde 0,03 mol KoCl ve 0,06
mol HBV berrak bir siv1 elde edilene kadar 80 °C’de karistirilmustir. Elde edilen KoCl esashi
DOC ler, sentezlendigi kap igerisinde oda sicakliginda muhafaza edilmis ve yag drneklerinin
ekstraksiyonunda kullanilmistir. Tiim DOC lerin sentezinde KoCl ve HBV ler (etilen glikol,
gliserol, iire) 1:2 mol oraninda kullanilmistir. DOC’lerin sentezinin sematik gosterimi Sekil
2.1°de verilmistir. KoCl ve farkli HBV’ler kullanilarak sentezlenen DOC’lerin kimyasal

sentez mekanizmalari ise Sekil 2.2’°de verilmistir.
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Sekil 2.1 DOC’lerin sentezinin sematik gosterimi.

OH
,.»HO/\/
N cr’ OH
7 g Hoo | >N

Kloin kloriir (KoCl) Etilen glikol KoCl:etilen glikol DOC

| on__ | |
1 N cr o+ 2 Ho” N
/7 \/\OH

OH

| OH | ,Ho\)\/OH
— NT cr
+ 2 HOJ\/OH // \/\OH \ OH

1|_—N cr ‘
/ \/\OH h \/]\/
HO OH
Kloin klortir (KoCl) Gliserol KoCl:gliserol DOC
(0]
(0] )L
| )L | _H,N NH,
o (0]
) Nt cr + 2 H,N NH, /N+\/\ cr
~/ S on ‘ ) / OH| ™
) H,N NH,
Kloin kloriir (KoCl) Ure KoCl:tre DOC

Sekil 2.2 DOC’lerin kimyasal sentez mekanizmalari.

2.4 BITKISEL YAG ORNEKLERININ EKSTRAKSIYONU

Bitkisel yag numunesi (1 g) konik tabanli bir cam test tiipiiniin iginde dogru bir sekilde
tartilmis ve ardindan 1mL hekzan ile seyreltilmistir. Numune, mikroenjektor yardimiyla 120
uL DOC ilave edildikten sonra 5 dakika boyunca 2500 rpm'de vorteks ile karistiriimistir.

Karigtirma islemi sonras1 numune 4000 rpm'de 5 dakika boyunca santrifiijlenmis ve ardindan
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alt kistmda toplanan DOC faz1 mikroenjektor ile toplanmistir. DOC fazindaki alkil gallatlarin
kromatografik analizleri HPLC-UV ile yapilmistir.

DOC esasli ekstraksiyon islemi ayrica standart madde ilavesi yapilan yag Orneklerine de
uygulanmigtir. Tartilan yag Orneklerine farkli konsantrasyonlarda alkil gallatlar1 igerecek
sekilde standart ¢ozelti ilavesi yapilmis ve ardindan yukarida belirtilen adimlar uygulanmistir.
Bitkisel yag oOrneklerine uygulanan ekstraksiyon isleminin sematik gosterimi Sekil 2.3°de

verilmistir.

Yag orneklerine DOC P
ilavesi (120 pL)

\

Santrifiij {%
(4000 rpm, 5 dakika) LC-UV analizi
N

[ )4
L4

LC-UV kromatogrami

v

Emiilsiyon DOC fazinin mikroenjektor
ile geri alinmasi

Vortex ile karigtirma
(2500 rpm, 5 dakika)

Sekil 2.3 Bitkisel yag o6rneklerine uygulanan ekstraksiyon isleminin sematik gosterimi.

2.5 KROMATOGRAFIK ANALIiZ

Yag orneklerindeki alkil gallatlarm DOC ile ekstraksiyonu sonrasinda kromatografik
analizleri HPLC-UV ile yapilmistir. Kullanilan HPLC-UV sistemi Sekil 2.4’de verilmistir.
HPLC-UV sisteminin 6zellikleri Cizelge 2.1’°de verilmistir.

34



Sekil 2.4 UV dedektorli yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC-UV).

Cizelge 2.1 HPLC-UYV sisteminin 6zellikleri.

Sistem parametreleri Sistem model ve 6zellikleri

Enjeksiyon sistemi Thermo Finnigan A S3000 autosampler
Pompa sistemi Thermo Finnigan P 1000

Degazor Thermo Finnigan SCM 1000

Dedektor Thermo Finnigan UV 1000

Kontrol sistemi Thermo Finnigan SN 4000

Yazilim ChromQuest

Analitik kolon Phenomenex Max-RP, 250x4,6 mm, 4pum
Hareketli faz Asetonitril ve su (% 0,1 trifloroasetik asit)
Akis hiz1 1 mL/dakika

Basing 1500-3000 psi

Sicaklik Ortam sicaklig

Enjeksiyon hacmi 20 uL

Dalga boyu 280 nm

2.6 KROMATOGRAFIK ANALIZ SARTLARI
HPLC-UV sisteminde hareketli faz olarak, asetonitril ve % 0,1 trifloroasetik asit igeren su

kullanilmistir. Kullanilan eliisyon programina gore, hareketli fazin bilesimi % 40 asetonitril

ve % 60 su ile baglamakta ve 20 dakika boyunca dogrusal bir gradiyent eliisyon ile % 90
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asetonitril ve % 10 su bilesimine doniismektedir. Ardindan, 10 dakika i¢inde baslangigtaki
bilesime geri doniilmektedir. Sistemin baslangi¢ kosullar1 altinda dengeye gelmesi icin 5
dakika beklendikten sonra bir diger analiz islemi baslatilmaktadir. Analizlerde, hareketli fazin
akis hiz1 1 mL/dakika, UV dalga boyu 280 nm ve numune enjeksiyon hacmi 20 pL olarak

uygulanmustir.

Belirlenen analiz kosullarinda, alkil gallatlar1 igeren standart ¢ozeltinin (5 pg/mL) analizinden
elde edilen HPLC-UV kromatogrami Sekil 2.5’de verilmistir.

0.2] 1 F0,2
. =
<
] £
0,1] 0,1
] ’ [
0,0 /———— L ~ ]\’ 0,0
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Minutes

Sekil 2.5 Alkil gallatlari igeren standart ¢ozeltinin (5 pg/mL) analizinden elde edilen HPLC-
UV kromatogrami (1: propil gallat, 2: oktil gallat).

2.7 KROMATOGRAFIK SISTEMIN KALIBRASYONU

Alkil gallatlart igeren stok ¢ozeltinin (100 pg/mL) seyreltilmesiyle hazirlanan farkli
konsantrasyonlardaki (12,5 pg/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 1 pg/mL, 0,5 ug/mL) ¢ozeltiler
HPLC-UV ile analiz edilmistir. Analiz sonuclarindan elde edilen her bir bilesige ait pik alani
degerleri konsantrasyonlara karsi grafige gecirilerek propil gallat ve oktil gallat igin
kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. Propil gallat ve oktil gallat i¢in olusturulan kalibrasyon
grafikleri Sekil 2.6’da verilmistir.
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Sekil 2.6 Alkil gallatlar i¢in elde edilen kalibrasyon grafikleri.

Propil gallat ve oktil gallat i¢in elde edilen kalibrasyon denklemleri ve belirleme katsayilar
ise (R?) Cizelge 2.2°de verilmistir. Bununla birlikte propil gallat ve oktil gallat igin
sinyal/giiriiltii (S/G) orani1 3 alinarak kromatografik sistemin gézlenebilme limitleri (LOD) ve
S/G oran1 10 alinarak ise tayin limitleri (LOQ) hesaplanmistir. LOD ve LOQ degerlerinin
hesaplanmasinda, konsantrasyonu 1 pg/mL olan standart alkil gallat ¢ozeltisinin analizinden
elde edilen S/G oranlar1 kullanilmustir.

Cizelge 2.2 Kalibrasyon islemlerine ait kalibrasyon denklemleri, R?, LOD, LOQ degerleri.

Dogrusal aralik  Kalibrasyon denklemi Belirleme LOD LOQ

(ng/mL) katsayist (R (ug/mL)  (ug/mL)
Propil gallat 05-125 y = 35640x - 12353 0,9994 0,04 0,12
Oktil gallat 05-125 y = 24537x - 12593 0,9976 0,12 0,40

y: pik alan1 x: konsantrasyon (pg/mL)
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BOLUM 3
SONUCLAR VE DEGERLENDIRME
3.1 MIKROEKSTRAKSIYON SARTLARININ BELIRLENMESI

Bu ¢alismada, segilen bazi alkil gallatlarin (propil gallat ve oktil gallat) bitkisel yag
orneklerinden DOC ile vorteks karistirma destekli ekstraksiyonunu ve ultraviyole dedektorlii
yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC-UV) ile analiz edilmesini igeren bir analitik
yontem onerilmektedir. En uygun ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi amaciyla DOC tiirii,
seyreltme ¢dziiciisii hacmi, DOC hacmi ve vorteks karistirma siiresi gibi bazi parametreler
optimize edilmistir. En uygun kosullarin belirlenmesinde ekstraksiyon verimleri esas
alinmigtir. Bu amagla alkil gallatlar1 icermeyen aygicek yagi numunesi kullanilmis ve bu
numuneden aliman 1,0 g’lik tartimlar iizerinde analiz islemi yapilmistir. Analiz islemi
oncesinde tartilan numunelere her bir alkil gallat1 1,25 pg/g konsantrasyonunda icerecek
sekilde standart ¢ozelti ilavesi yapilmistir. Bu islem icin izopropil alkol ile hazirlanmis 25
pg/mL konsantrasyonlu stok alkil gallat ¢ozeltisi kullanilmig ve her seferinde tartilan
numunelere bu ¢ozeltiden 50 pL ilave yapilmustir. Standart ¢ozelti ilavesi yapilan aygicek
yag1 numuneleri yaklasik 1 dakika siireyle vorteks ile karistirilmis ve alkil gallatlarin numune
icerisinde homojen olarak ¢oziinmesi saglanmistir. Ardindan numunelerin ekstraksiyonu ve
analizi yapilmistir. Analiz islemiyle belirlenen miktarin baslangigta ilave edilen miktara
oranindan alkil gallatlar i¢in kullanilan kosullardaki ekstraksiyon verimleri hesaplanmistir.

Ekstraksiyon veriminin hesaplanmasinda Esitlik 3.1 kullanilmustir.
. _ Ma
Ekstraksiyon verimi (%) = Vi x100 (3.2)

Ma: Standart madde ilavesi yapilan numunede belirlenen alkil gallat miktar1 (ug)

M: Baslangi¢ta numuneye ilave edilen alkil gallat miktar1 (ug)
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Standart madde ilavesi yapilan numunedeki alkil gallatlarin miktarlarinin belirlenmesinde
Bolim 2.7°de verilen standart ¢ozeltilerin analizlerinden elde edilen kalibrasyon grafikleri
kullanilmigtir. Her bir ekstraksiyon kosulunun belirlenmesi sirasinda deneyler ii¢ kez
tekrarlanmis ve ekstraksiyon verimleri i¢in aritmetik ortalama degerleri hesaplanmustir.
Hesaplanan ortalama ekstraksiyon verimleri optimum kosullarin belirlenmesinde esas

alimmustir.

3.1.1 DOC Secimi

DOC’lerin sentezinde hidrojen bag: alicist (HBA) ve hidrojen bag: vericisi (HBV) olarak
farkli maddelerin kullanilmasi, meydana gelen DOC’lerin yogunluk, viskozite ve yiizey
gerilimi  gibi fizikokimyasal Ozelliklerini etkilemektedir. Dolayisiyla ekstraksiyon
¢oziictisiiniin fizikokimyasal 6zelliklerinin degismesiyle birlikte hedef analitlerin ekstraksiyon
verimleri de degisiklik gostermektedir. En uygun DOC’ii segmek amaciyla HBA olarak kolin
kloriir (KoCl) ve HBV olarak ise etilen glikol, gliserol veya iire kullanilarak ii¢ farkli DOC
hazirlanmis ve bitkisel yaglardaki alkil gallatlarin ekstraksiyonunda kullanilmigtir. DOC’lerin
sentezinde HBA ve HBV ic¢in sabit 1:2 mol oranm1 kullanilmistir. DOC’lerin sentez

mekanizmalar1 Boliim 2’de Sekil 2.2°de verilmistir.

Yag orneklerindeki alkil gallatlarin ekstraksiyonunda sentezlenen ii¢ farkli DOC (KoCl:etilen
glikol, KoCl:gliserol ve KoCl:iire) test edilmistir. Bu amagla, her bir alkil gallati 1,25 pg/g
konsantrasyonunda iceren 1,0 g yag drnegi 100 uL DOC ile 5 dakika boyunca vorteks ile
karistirilmis ve ardindan DOC fazinm HPLC-UV ile analizi yapilmistir. Ure igeren DOC ile
yapilan ekstraksiyonlarda DOC’iin vorteks karigtirma islemiyle yag &rneklerinde etkili bir
sekilde dagilmadig1 gdzlenmistir. Ayrica ekstraksiyon sonrasinda iire igeren DOC’iin HPLC-
UV analizi 6ncesinde mikroenjektore cekilmesi sirasinda bazi zorluklar yasanmistir. Bu
nedenle iire easli DOC igin ekstraksiyon verimi hesaplanamamustir. Aksine, etilen glikol ve
gliserol esasli DOC’lerin kullanildig1 durumlarda ise bu tiir zorluklarla karsilasiimamistir.
Gozlenen bu sonuglar, sentezlenen DOC’lerin farkli viskoziteye sahip olmalariyla
iliskilendirilebilir. Ure esasli DOC, etilen glikol ve gliserol esasli DOC’lere oranla oldukca
yiiksek viskoziteye sahiptir. Ure, gliserol ve etilen glikol esasli DOC’lerin 25 °C’deki
vizkositeleri sirasiyla 750 cP, 259 cP ve 37 cP olarak degisiklik gostermektedir [49]. Cogu
DOC’ler, bilesenleri arasindaki hidrojen bagi etkilesimlerinin varligindan dolayr diger

molekiiler ¢oziiciilere gore daha yiiksek viskozitelere (> 100 cP) sahiptirler [47]. DOC lerin
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yiiksek viskoziteye sahip olmalari, ekstraksiyon sirasinda hedef analitlerin bu ¢oziiciilere
transferini zorlastirmaktadir. Genellikle DOC lerin viskoziteleri su eklenerek diisiiriilmektedir
ve bu sayede analitlerin daha yiiksek oranda DOC fazina transfer olmasi saglanabilmektedir.
Ancak, su mevcudiyeti ayn1 zamanda ¢oziicii ile hedef analitler arasindaki hidrojen bagi
etkilesimlerinin zayiflamasina neden olmakta ve buna bagl olarak da ekstraksiyon verimleri
azalabilmektedir [52]. Suyun ekstraksiyon verimi tizerindeki olumsuz etkilerinden dolay1, bu

basamakta viskoziteyi azaltmak i¢in DOC’lere su ilavesi yapilmamustir.

Etilen glikol ve gliserol esasli DOC’lerin alkil gallatlar igin ekstraksiyon verimleri Sekil
3.1°de verilmistir. Sekil 3.1°de goriildiigii gibi etilen glikol ve gliserol esasli DOC’ler igin
yakin ekstraksiyon verimleri elde edilmistir. Yag orneklerindeki propil gallat ve oktil gallat
igin ekstraksiyon verimleri sirasiyla etilen glikol esasli DOC’iin % 86 ve % 55 ve gliserol
esasli DOC’iin % 88 ve % 52 olarak bulunmustur. Ancak daha diisiik viskoziteye sahip olmasi
kullanim kolaylig1 sagladigindan etilen glikol esasli DOC yag orneklerindeki alkil gallatlarin

ekstraksiyonunda en uygun ¢oziicii olarak se¢ilmistir.
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Sekil 3.1 Etilen glikol ve gliserol esasli DOC’lerin alkil gallatlar igin ekstraksiyon verimleri.
(Ekstraksiyon kosullari: 1 g yag, 1,25 ng/g standart madde ilavesi, 100 uL DOC, 5
dakika vorteks karistirma siiresi).
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3.1.2 Etilen Glikol Esash DOC’iin Karakterizasyonu

Yag orneklerindeki alkil gallatlarin ekstraksiyonunda en uygun ¢oziicli olarak secilen etilen
glikol esasli DOC’iin karakterizasyonu FT-IR analizi ile yapilmistir. Bu amagla DOC ve
bilesenlerinin ayr1 ayr1 FT-IR analizleri yapilmistir. KoCl, etilen glikol ve DOC i¢in elde
edilen FT-IR spektrumlari Sekil 3.2°de verilmistir.

N (:f{e 1638
2996 |+ =
H,C—N—CHz;CHz-OH | CI

| —
€kl 1348 1057

1084 |
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H H
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H H
3294
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Sekil 3.2 a) KoCl, b) etilen glikol ve ¢) DOC icin elde edilen FT-IR spektrumlar.

Sekil 3.2°de goriildiigii gibi etilen glikol ve DOC icin O-H gerilme titresimleri sirasiyla 3294
cm? ve 3303 cm™de gozlenmektedir. O-H gerilme titresimindeki kayma, DOC olusumu
sirasinda KoCl ve etilen glikol arasinda hidrojen bagimin meydana geldigini kanitlamaktadir.
DOC olusumu sirasinda etilen glikoliin oksijen atomunun elektron bulutunun bir kismu
hidrojen bagina aktarilmakta ve bu da etilen glikol molekiilleri arasindaki hidrojen bagi
kuvvetinde azalma meydana getirmektedir [89]. Bu durum O-H absorpsiyon bandinda kayma

meydana getirmektedir. KoCl i¢in 3220 cm™’de gozlenen O-H gerilme titresim band ise
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cakismadan dolayr DOC spektrumunda ayirt edilememektedir. Genel olarak DOC
spektrumunda gbzlenen absorpsiyon bantlari, etilen glikol i¢in gézlenen absorpsiyon bantlari
ile yakin benzerlik géstermektedir. DOC spektrumunda etilen glikol spektrumundan farkli
olarak KoCl’den kaynaklanan 1478 cm™’de CH: egilme ve 953 cm™’de C-N* simetrik
gerilme titresimleri gozlenmistir. Elde edilen FT-IR analiz sonuglari, literatiirdeki sonuglarla

uyumlu olarak etilen glikol esasli DOC’iin meydana geldigini ortaya koymaktadir [90-92].

3.1.3 Seyreltme Coziiciisiiniin Hacminin Se¢imi

Yag numunesinin uygun bir ¢oziicii ile seyreltilmesi, ekstraksiyon verimi lizerinde énemli bir
etkiye sahiptir. Yag numunesinin seyreltilmesi yagin viskozitesini azalttigindan dolay1
ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin numune igerisinde dagilmasi daha etkili olarak gerceklesmektedir.
Bu da ¢oziicii ile analitlerin etkilesimlerinin daha yiiksek oranda gergeklesmesini
saglamaktadir. Ayrica yag ve diger safsizliklar seyreltme c¢oziicliisiinde daha fazla
¢oziindiigiinden dolayi, yag numunelerinin uygun bir ¢oziicii ile seyreltilmesi safsizliklarin
giderilmesinde de fayda saglamaktadir [93]. Yag numunelerinin seyreltilmesinde diisiik
toksisitesi, diisitk maliyeti ve yag ile yiiksek karigabilirligi nedeniyle hekzan en ¢ok tercih
edilen ¢oziicidir [94]. Bu ¢alismada, hekzan seyreltme ¢Oziiclisii olarak secilmis ve yag
numunelerin seyreltilmesinde kullanilabilecek en uygun hekzan hacmi belirlenmistir. Bu
amagcla, her bir alkil gallati 1,25 pg/g konsantrasyon iceren 1,0 g ay¢icegi yagl numunesi
farkl1 hacimlerde (0-2 mL) hekzan ile seyreltilmis ve ardindan seyreltilmis numuneler
ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak 100 uL KoCl:etilen glikol DOC kullanilarak 5 dakika boyunca
vorteks ile karigtirilmustir. Santrifiijleme isleminin ardindan yag numunesinden ayrilan DOC
fazinin HPLC-UV ile analizi yapilmistir. Yag numunesinin farkli hacimlerde hekzan ile
seyreltilmesi ve ardindan analiz edilmesiyle alkil gallatlar i¢in elde edilen ekstraksiyon

verimleri Sekil 3.3 de verilmistir.

43



120

——Propil gallat —=—Qktil gallat

100 ] pil g g
< 1 % t —
tw| —
5
>
S 60 - l/I/l-/(’——'l
>
S 40 |
2
Yoo

0

0 0.5 1.0 15 2.0

Seyreltme ¢oziiciisii (hekzan) hacmi (mL)

Sekil 3.3 Farkli hacimlerde seyreltme ¢o6ziiciisii kullanilarak alkil gallatlar igin elde edilen
ekstraksiyon verimleri. (Ekstraksiyon kosullari: 1 g yag, 1,25 pg/g standart madde
ilavesi, farkli hacimlerde hekzan, 100 uL KoCl:etilen glikol DOC, 5 dakika vorteks
karigtirma siiresi).

Sekil 3.3’de goriildiigii gibi hekzan hacminin 0 mL’den 1 mL’ye ¢ikarilmasiyla birlikte alkil
gallatlarin ekstraksiyon verimleri artis gostermis ve 1 mL’nin {izerine ¢ikildiginda ise
ekstraksiyon verimlerinde 6nemli bir degisiklik meydana gelmemistir. Yag numunelerinin 1
mL hekzan ile seyreltilmesi sonucunda propil gallat ve oktil gallat i¢in ekstraksiyon verimleri
sirastyla % 90 ve % 69 olarak elde edilmistir. Yag numunelerinin hekzan ile seyreltilmesi
viskozitenin diismesine neden olmakta ve bu sayede ekstraksiyon sirasinda DOC fazinm
numune igerisinde daha etkili dagilmasi ger¢eklesmektedir. Bu durum analitlerin yagdan
DOC fazina transferini kolaylastirmaktadir. En yiiksek ekstraksiyon verimi 1 mL hekzan
ilavesiyle elde edildiginden dolayr bu hacim en uygun seyreltme ¢oziiclisii hacmi olarak

secilmisgtir.

3.1.4 DOC Hacminin Se¢imi

En uygun ekstraksiyon c¢oziiclisiiniin hacminin se¢imi mikroekstraksiyon yontemlerinin
cogunda Onemli bir adimdir. Ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin hacminin yiiksek tutulmasi,
ekstraksiyon sonrasi toplanan ¢6ziicli fazinin da hacminin yiiksek olmasina neden olmaktadir.
Dolayisiyla toplanan ¢d6ziicii fazindaki analit konsantrasyonunun azalmasiyla birlikte
hassasiyet de azalmaktadir. Genel olarak mikroekstraksiyon yoOntemlerinde hassasiyetin
artirllmas1 amaciyla ekstraksiyon ¢oziiciisliniin hacmi diisiik tutulmak istenmektedir. Ancak

¢Oziicii hacminin istenildigi kadar diisiirilmesi her zaman miimkiin olmamaktadir. Ciinkii
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ekstraksiyon sonrasinda analiz i¢in yeterli olacak kadar ¢oziiciiniin geri toplanabiliyor olmasi
da gerekmektedir [95]. Ekstraksiyon ¢Oziicii hacminin ekstraksiyon verimi iizerine etkisini
incelemek icin, 60 ile 140 pL arasinda degisen hacimlerde KoCl:etilen glikol DOC
kullanilmis ve diger deneysel parametreler (1 mL seyreltme ¢oziiciisii ve 5 dakika vorteks
karistirma stiresi) ise sabit tutulmustur. Kullanim zorlugu oldugundan dolay1 60 uL’den daha

diisik DOC hacimleri ise test edilmemistir.

Farkli DOC hacimlerinde alkil gallatlar igin elde edilen ekstraksiyon verimleri Sekil 3.4’de
verilmisti. DOC hacminin 60 pL’den 120 pL’ye c¢ikarilmasiyla birlikte alkil gallatlarm
ekstraksiyon verimleri artis gdstermis ve 120 uL’nin iizerinde DOC kullanildiginda ise 6nemli bir
degisiklik gozlenmemistir. Genel olarak yiiksek hacimlerde ekstraksiyon ¢oziiclisii
kullanildiginda daha uzun siirelerde karistirma islemine ihtiyag duyulmaktadir. Dolayisiyla bu
basamakta vorteks karistirma siiresi 5 dakikaya sabitlendiginden dolayr 120 pL’nin iizerinde
DOC kullamldiginda ekstraksiyon veriminin artis gostermemesi, bu hacimdeki DOC’{in
kullanilan karistirma  siiresi igerisinde yag numunesinde yeterince dagilmadigini ortaya
koymaktadir. Ekstraksiyon verimi 120 pL DOC hacminin iizerine cikildiginda onemli bir
degisiklik gdstermediginden dolayr bu hacim en uygun DOC hacmi olarak segilmistir. 120 pL
DOC ile yapilan ekstraksiyon islemiyle propil gallat ve oktil gallat icin ekstraksiyon verimleri
sirastyla % 92 ve % 74 olarak bulunmustur.
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Sekil 3.4 Farkli DOC hacimlerinde alkil gallatlar icin elde edilen ekstraksiyon verimleri.
(Ekstraksiyon kosullari: 1 g yag, 1,25 pg/g standart madde ilavesi, 1 mL hekzan,
farkli hacimlerde KoCl:etilen glikol DOC, 5 dakika vorteks karistirma siiresi).
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3.1.5 Vorteks Karistirma Siiresinin Secimi

Mikroekstraksiyon yontemlerinde, vorteks karistirma islemi ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
numune icerisinde dagilmasini kolaylastiran bir islemdir ve bu sayede analitlerin ¢oziiciiyle
etkilesimlerinin daha yiliksek oranda gergeklesmesiyle birlikte daha yiiksek ekstraksiyon
verimleri elde edilmektedir. Ekstraksiyon dengesine ulasmak igin vorteks karistirma siiresi
optimize edilmesi gereken Onemli bir parametredir. Bu basamakta, vorteks karistirma hizi
maksimumda (2500 rpm) sabit tutularak 1 ile 15 dakika arasinda degisen farkli vorteks

karistirma siireleri test edilmistir.

Farkli vorteks karigtirma siirelerinde alkil gallatlar icin elde edilen ekstraksiyon verimleri
Sekil 3.5°de verilmistir. Alkil gallatlar i¢cin ekstraksiyon verimleri karigtirma siiresinin 1
dakikadan 3 dakikaya ¢ikarilmasiyla artis gostermis ve 3 dakikadan 5 dakikaya ¢ikarilmasiyla
ise analite bagl olarak ekstraksiyon verimlerinde hafifge artis gozlenmis veya degisiklik
meydana gelmemistir. 5 dakikanin iizerindeki siirelerde ise ekstraksiyon verimlerinde ilave bir
artis gbzlenmemistir. Ekstraksiyon dengesine 5 dakika vorteks karistirma siiresinde

ulasildigindan dolayi bu siire en uygun karistirma siiresi olarak secilmistir.
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Sekil 3.5 Farkli vorteks karistirma siirelerinde alkil gallatlar igin elde edilen ekstraksiyon

verimleri. (Ekstraksiyon kosullar1: 1 g yag, 1,25 pg/g standart madde ilavesi, 1 mL
hekzan, 120 uL KoCl:etilen glikol DOC, farkl1 vorteks karistirma siireleri).
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En uygun mikroekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi isleminin son basamaginda ise en
uygun santrifiij stiresi belirlenmistir. Santrifiijleme, ekstraksiyon tiiplerinde kromatografik
analiz dncesinde iki ayirt edilebilir faz (yag drnegi ve DOC fazi) elde etmek igin dnemlidir.
Santrifiij h1iz1 4000 rpm’de sabit tutulmustur. Ekstraksiyon sonrasi yag &rneginin ve DOC
fazinin  etkili bir sekilde ayrilmasi, 4000 rpm'de 5 dakika santrifiij islemiyle
gerceklestirilmistir. 5 dakikanin iizerine ¢ikilmasi ise faz ayriminda 6nemli bir iyilestirme

saglamamistir. Bu nedenle santrifiijleme islemi i¢in 4000 rpm ve 5 dakika secilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, yag orneklerindeki alkil gallatlarin ekstraksiyonunda en uygun
DOC olarak KoCl:etilen glikol (1:2), seyreltme ¢dziiciisii olarak hekzan, seyreltme ¢oziiciisii
hacmi olarak 1 mL, DOC hacmi olarak 120 pL, vorteks karistirma hizi ve siiresi olarak 2500

rpm ve 5 dakika, santrifiij hiz1 ve siiresi olarak ise 4000 rpm ve 5 dakika secilmistir.
En uygun ekstraksiyon kosullarinda, propil gallat ve oktil gallat i¢in ortalama ekstraksiyon
verimleri sirasiyla % 93 ve % 73 olarak bulunmustur. Propil gallat ve oktil gallatin kimyasal

yapilar1 ve bazi fizikokimyasal parametreleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Alkil gallatlarin kimyasal yapilar1 ve bazi fizikokimyasal parametreleri.

AlKkil gallatlar Kimyasal yap1 pPKa[96] Log Kow[97]

OH
Propil gallat OH 7,9 2,6
/S
OH
OH

Oktil gallat 7,9 5,2

OH

OH

pKa: Asitlik sabitinin eksi logaritmasi
Log Kow: Oktanol-su dagilim sabitinin logaritmasi

Hem propil gallat ve hem de oktil gallat i¢cin pKa degeri yaklasik aynidir ve degeri 7,9’dur
[96]. Dolayisiyla pKa degerlerinin yaklasik ayni olmasi her iki alkil gallatin hidroksil

oksijenlerinin ayni elektron yogunluguna sahip oldugu anlamimi tasimaktadir. Bu da her iKi
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alkil gallatin hidrojen bagi olusturma potansiyellerinin benzer oldugunu gostermektedir. AlKil
gallatlarin yag ortamindan DOC fazina hidrojen bag1 yaparak transfer oldugu diisiiniildiigiinde
her iki gallat i¢in benzer ekstraksiyon verimleri elde edilmesi gerekirdi. Ancak elde edilen
sonuglara gore oktil gallat i¢in elde edilen ekstraksiyon verimi daha diisiiktlir. Ekstraksiyon
verimlerindeki bu farklilik bilesiklerin hidrofobik 6zelliklerinin farklilig1 ile agiklanabilir.
Propil gallat ve oktil gallat i¢in oktanol-su dagilim katsayist (Log Kow) sirastyla 2,6 ve 5,2 dir
[97]. Alkil gallatlarin hidrofobik 6zelligi alkil zincirinin uzunlugunun artmasiyla artmaktadir.
Oktil gallatin hidrofobik 06zelliginin daha fazla olmasi yag ile daha kuvvetli hidrofobik
etkilesim kurmasina neden olmaktadir. Bu nedenle de ekstraksiyon sirasinda hidrojen bagi

olusturarak DOC fazina transfer olmasi propil gallata oranla daha zayif gergeklesmektedir.

3.2 METODUN ANALITIiK PERFORMANSI

Onerilen metodun performansi, optimize edilen deneysel kosullar altinda degerlendirilmistir.
Bu degerlendirmede metodun dogrusal araligi, belirleme katsayisi (R?), gozlenebilme limiti
(LOD), tayin limiti (LOQ), giin-i¢i ve glinler-aras1 tekrarlanabilirligi incelenmistir. Elde

edilen sonugclar Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2 Alkil gallatlar icin DOC esasli mikroekstraksiyon yonteminin analitik
parametreleri

Alkil gallatlar LA? R2® LOD¢ LOQ¢ BSS%® BSS%f

Propil gallat 0,01-5 0,9995 2,1 7,0 4.6 54

Oktil gallat 0,01-5 0,9996 4,6 15,3 6,4 7,5
®Dogrusal aralik (ug/g).

bBelirleme Katsayisi.

¢Gozlenebilme limiti (ug/kg, S/G = 3).

dTayin limiti (ug/kg, S/G = 10).

¢Glin-i¢i bagil standart sapma (C = 0,5 pg/g, n =5).
fGiinler-aras1 bagil standart sapma (C = 0,5 pg/g, n = 3).

Cizelge 3.2°de goriildiigii gibi metodun dogrusalligi propil gallat ve oktil gallat i¢in 0,01-5
pg/g konsantrasyon araliginda incelenmistir. Bu amagla 1,0 g yag oOrneklerine belirlenen
konsantrasyonlarda alkil gallatlar1 igerecek sekilde standart madde ilavesi yapilmis ve
ardindan yag 6rneklerin optimum kosullarda KoCl: etilen glikol ile ekstraksiyonu yapilmistir.
Yapilan HPLC-UV analizleri sonucunda alkil gallatlar i¢in elde edilen pik alani degerleri
konsantrasyonlara kars1 grafige gegirilerek kalibrasyon grafikleri elde edilmistir. Propil gallat

ve oktil gallat i¢in elde edilen kalibrasyon grafikleri, kalibrasyon denklemleri ve belirleme
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katsayilart (R?) Sekil 3.6 ve Sekil 3.7°de verilmistir. Propil gallat ve oktil gallat icin
kalibrasyon grafiklerinden elde edilen R? degerleri sirasiyla 0,9995 ve 0,9996 olarak

bulunmustur. Bu degerler metodun dogrusalliginin oldukga iyi oldugunu ortaya koymaktadir.

2500000

Propil gallat

2000000 -
y =400003x + 4145,3

R*=0,9995

g
=
<
e
& 1000000 -

500000 -

0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon (ug/g)

Sekil 3.6 Propil gallat i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi, kalibrasyon denklemi ve belirleme
katsayi1si.
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400000 -
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Sekil 3.7 Oktil gallat i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi, kalibrasyon denklemi ve belirleme
katsayisi.

Cizelge 3.2°de verilen metot gozlenebilme limitleri (LOD), propil gallat ve oktil gallat i¢in

sinyal/giiriiltii (S/G) orani1 3 alinarak, metot tayin limitleri (LOQ) ise S/G orani1 10 alinarak
hesaplanmistir. LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasinda, 0,125 pg/g konsantrasyonunda

49



alkil gallatlar1 igeren yag orneginin analizinden elde edilen S/G oranlar1 kullanilmistir. LOD
degerleri propil gallat ve oktil gallat i¢in sirasiyla 2,1 pg/kg ve 4,6 ng/kg, LOQ degerleri ise
sirastyla 7,0 ng/kg ve 15,3 pg/kg olarak bulunmustur.

Metodun tekrarlanabilirligi giin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirlik olarak hesaplanmuistir.
Yag ornegine 0,5 pg/g konsantrasyon seviyesinde olacak sekilde standart alkil gallat ¢ozeltisi
ilave edilmis ve ornekler giin igerisinde bes kez ve sirali {i¢ giin boyunca analiz edilmistir.
Gelistirilen metodun giin-igi ve giinler-arasi tekrarlanabilirligi bagil standart sapma (BSS)

olarak hesaplanmistir. BSS degerlerinin hesaplanmasinda Esitlik 3.2 kullanilmistir.

SS 1100 (3.2)

Bagil standart sapma (BSS %) =

ort
SS: Tekrarli analiz sonuglarinin standart sapmasi

Xort: Tekrarli analiz sonuglarinin aritmetik ortalamasi

Propil gallat ve oktil gallat i¢in giin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirlik sonuglar1 sirasiyla
% 4,664 ve % 54-75 arasinda degisiklik goOstermistir. Sonuglar metodun iyi bir
tekrarlanabilirlige sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

3.3 ONERILEN METODUN FARKLI YAG ORNEKLERINE UYGULANMASI

Onerilen DOC  esasli  mikroekstraksiyon — ydnteminin  farkli  yag  &rneklerine
uygulanabilirliginin arastirilmasi1 amaciyla Zonguldak’taki farkli marketlerden toplanan iig
farkli bitkisel yag ornegi (aycicek yagi, musir yagr ve findik yagi) Onerilen yontem
kullanilarak analiz edilmistir. Bitkisel yag 6rnekleri hem standart madde ilavesi yapilmadan,
hem de alkil gallatlar1 0,25 pg/g ve 2,5 ng/g konsantrasyonlarinda igerecek sekilde standart
madde ilavesi yapildiktan sonra analiz edilmistir. Standart madde ilavesi yapilmayan ve
yapilan farkli yag oOrneklerinin Onerilen metot ile analizlerinden elde edilen HPLC-UV
kromatogramlar1 sirasiyla Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11 ve Sekil 3.12°de

verilmistir.
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Sekil 3.8 a) Standart madde ilavesi yapilmayan, b) 0,25 pg/g ve ¢) 2,5 ug/g
konsantrasyonlarinda olacak sekilde standart madde ilavesi yapilan aycicek yagi-1
Orneginin analizinden elde edilen HPLC-UV kromatogrami. 1: Propil gallat, 2:
Oktil gallat.
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Sekil 3.9 a) Standart madde ilavesi yapilmayan, b) 0,25 ug/g ve ¢) 2,5 nug/g
konsantrasyonlarinda olacak sekilde standart madde ilavesi yapilan aygicek
yagi-2 Orneginin analizinden elde edilen HPLC-UV kromatogrami. 1: Propil

gallat, 2: Oktil gallat.
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3.10 a) Standart madde ilavesi yapilmayan, b) 0,25 ug/g ve c) 2,5 pg/g
konsantrasyonlarinda olacak sekilde standart madde ilavesi yapilan aygicek
yagi-3 Orneginin analizinden elde edilen HPLC-UV kromatogrami. 1: Propil

gallat, 2: Oktil gallat.
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Sekil 3.11 a) Standart madde ilavesi yapilmayan, b) 0,25 pg/g ve ¢) 2,5 nug/g
konsantrasyonlarinda olacak sekilde standart madde ilavesi yapilan misir yagi
orneginin analizinden elde edilen HPLC-UV kromatogrami. 1: Propil gallat, 2:

Oktil gallat.

52



2,0 2,0
1,5 1,5
1 I
\

E o 2
= 1,0 5 _-1,0 =
0,5 0,5

¢ L —_— e
E o /\ —— ~ i
0,0 —a s ~ 0,0
AL B | A AL (LN R L R L AL AL B BN R IR B B B B
0 2 4 6 8 L an 12 14 16 18 20
Dakika

Sekil 3.12 a) Standart madde ilavesi yapilmayan, b) 0,25 nug/g ve c) 2,5 nug/g
konsantrasyonlarinda olacak sekilde standart madde ilavesi yapilan findik yag:
orneginin analizinden elde edilen HPLC-UV kromatogrami. 1: Propil gallat, 2:
Oktil gallat.

Farkl1 bitkisel yag ornekleri hem standart madde ilavesi yapilmadan, hem de alkil gallatlari
0,25 pg/g ve 2,5 ng/g konsantrasyonlarinda igerecek sekilde standart madde ilavesi
yapildiktan sonra analiz edilmistir. Standart madde ilavesi yapilmayan yag 6rneklerinin hig
birinde alkil gallat tespit edilmemistir. Standart madde ilavesi yapilan yag oOrneklerinin
onerilen yontemle analizleri sonucunda bulunan konsantrasyon degerlerinin baslangicta
eklenen konsantrasyon degerlerine oranlanmasiyla alkil gallatlar i¢in bagil geri kazanim
degerleri hesaplanmistir. Analizler, her bir standart madde ilavesi i¢in {i¢ kez tekrarlanmis ve
tekrarli analiz sonuglarindan yontemin bagil standart sapmasi (BSS) hesaplamistir. Cizelge
3.3’de bitkisel yag ornekleri igin bulunan bagil geri kazanim degerleri ve BSS degerleri

verilmistir.
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Cizelge 3.3 Standart madde ilavesi yapilan bitkisel yag oérneklerinin analizinden elde dilen
yiizde geri kazanim ve BSS degerleri.

Propil gallat Oktil gallat
Yag ornegi Eklenen Geri BSS Geri BSS
(ng/e) kazanim (%, n=3) kazanim (%, n=3)
(%) (%)
Aygicek yagi-1 0,25 83 4,8 84 5,7
2,50 96 2,4 98 3,2
Aycicek yagi-2 0,25 78 3,8 93 4.2
2,50 98 2,7 100 2,2
Aycicek yagi-3 0,25 90 4.3 87 4.6
2,50 99 4,0 106 5,2
Misir yagi 0,25 86 5,4 79 5,5
2,50 90 2,5 87 2,0
Findik yag1 0,25 92 3,2 86 4.7
2,50 104 3,4 98 4,4

Cizelge 3.3’de goriildiigii gibi, yag orneklerine uygulanan DOC esashi mikroekstraksiyon
yonteminin geri kazanim degerlerinin % 78 ile % 106, BSS degerlerinin ise % 2,0 ile % 5,7
arasinda degisim gosterdigi bulunmustur. Elde edilen sonuglar, dnerilen metodun bitkisel yag
orneklerindeki alkil gallatlarin belirlenmesinde giivenilir bir sekilde kullanilabilecegini ortaya

koymaktadir.

3.4 ONERILEN METODUN DiGER METOTLARLA KARSILASTIRILMASI

Bitkisel yag &rneklerindeki alkil gallatlarin belirlenmesi igin &nerilen DOC  esash
mikroekstraksiyon  yontemi, literatiirdeki mevcut yontemlerle  karsilastirilmistir.
Karsilagtirmada ornek miktari, ekstraksiyon coziiciisiiniin tiirii, ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin
hacmi, ekstraksiyon siiresi ve bazi analitik performans parametreleri (BSS, LOD ve geri

kazanim) esas alinmigstir. Metotlarin karsilastirma detaylar1 Cizelge 3.4’de verilmistir.
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Cizelge 3.4 Yag orneklerindeki alkil gallatlar i¢in 6nerilen DES esasli mikroekstraksiyon
yonteminin literatiirdeki diger yontemlerle karsilastirilmasi.

Metot Analit  Omek  Ekstraksiyon — Coziicii  Ekstraksiyon BSS LOD Geri Kaynak

miktari ¢oziictist hacmi stiresi (%) kazanim

)] (mL) (dakika) (%)

N oAp PO 2 Titnx-114 5 30 <22 19pgL' 8688  [98]
UDE- Metanol + 1
HPLC-UV PG 10 asetonitril 45 15 <4,0 300 ug L 103-108 [77]
SSE-LC- PG Asetonitril + 20 pg kgt
TOF-MS 0G 0,25 hekzan 3 5 63 ougkgt 829 [78]
DSSME- PG Asetonitril + 10 pugL?
HPLC-DAD oG 0025 hekzan ! 2 7T spgrt 94105 78]
DSSME-
MKFE- PG 2 Heptanol 0,16 ~3 <67 12ugL?® 9092 [88]
HPLC-UV
VD-DOC- » 9
SSME- RS 1 KoCletilen —— ;, 5 <75 2luekg gg 406 BU
HPLC-UV oG glikol DOC 4,6 ug kg calisma

BNE: bulutlanma noktasi ekstraksiyonu; HPLC: yiiksek performans sivi kromatografisi; DAD: diyot dizi dedektorii; UDE; Ultrasonik
destekli ekstraksiyon; UV: ultraviyole; SSE; sivi-sivi ekstraksiyon; TOF-MS: ugus zamanli-kiitle spektrometresi; DSSME: dagitict sivi-sivi
mikroekstraksiyon; MKFE: manyetik kati-faz ekstraksiyon; VD: vorteks destekli; DOC: derin 6tektik ¢oziicli; SSME: sivi-sivi
mikroekstraksiyon; PG: propil gallat; OG: oktil gallat; BSS: bagil standart sapma; LOD: g6zlenebilme limiti.

Cizelge 3.4’de goriildiigii gibi onerilen yontemde, mevcut yontemlerin ¢ogundan daha az
miktarda numune ve ¢oziicli kullanilmaktadir. Bu durum onerilen metoda daha ekonomik
olma ozelligi kazandirmaktadir. Ayrica Onerilen metodun ekstraksiyon siiresi (5 dakika)
mevcut bazi metotlarin ekstraksiyon siirelerinden (5 — 30 dakika) daha kisadir. Bu da onerilen
metoda zaman tasarrufu bakimindan Onemli bir avantaj saglamaktadir. Ekstraksiyon
¢oziiciileri kiyaslandiginda ise Onerilen metotta kullanilan KoCl:etilen glikol DOC, diger
metotlarda kullanilan organik ¢oziiciilere (metanol, hekzan, asetonitril gibi) oranla daha ¢evre
dostudur. Hassaslik, dogruluk ve tekrarlanabilirlik bakimindan yontemler kiyaslandiginda ise
biitiin yontemlerde elde edilen LOD, BSS ve geri kazanim degerleri yakin benzerlik
gostermektedir. Karsilastirma sonuclar1 gdz Oniine alindiginda, onerilen DOC  esash
mikroekstraksiyon yoOnteminin yag Orneklerindeki alkil gallatlarin  belirlenmesinde

kullanilabilecek hizli, kullanimi kolay, ekonomik, cevreye duyarli ve hassas bir yontem

oldugunu ortaya ¢ikmaktadir.
3.5 GENEL DEGERLENDIRME VE ONERILER

Bu ¢alismada, bitkisel yag orneklerdeki bazi alkil gallatlarin (propil gallat ve oktil gallat) DOC

esasli mikroekstraksiyon yontemiyle analizlerine yonelik hassas, kolay uygulanabilen ve
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ekonomik bir metot gelistirilmistir. Gelistirilen metot, 1 mL hekzan ile seyreltilmis 1.0 g yag
numunesinin 120 pL KoCl:etilen kloriir DOC ile 5 dakika boyunca vorteks ile karistirilmasini,
ardindan faz ayrinm igin santrifiijlemeyi ve son asamada ise analitleri igeren DOC fazinin HPLC-
UV ile dogrudan analizini igermektedir. Optimizasyon asamasinda ekstraksiyon verimini
etkileyen baz1 6nemli parametreler incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, yag drneklerindeki
alkil gallatlarm ekstraksiyonunda en uygun DOC olarak KoCl:etilen glikol (1:2), seyreltme
¢oziiciisii olarak hekzan, seyreltme ¢dziiciisii hacmi olarak 1 mL, DOC hacmi olarak 120 pL,
vorteks karistirma hizi ve siiresi olarak 2500 rpm ve 5 dakika, santriflij hiz1 ve siiresi olarak ise

4000 rpm ve 5 dakika secilmistir.

En uygun ekstraksiyon kosullarinda, propil gallat ve oktil gallat i¢in ortalama ekstraksiyon
verimleri sirasiyla % 93 ve % 73 olarak bulunmustur. Metot gozlenebilme limitleri (LOD),
propil gallat ve oktil gallat i¢in sirasiyla 2,1 ug/kg ve 4,6 ug/kg olarak bulunmustur. Propil
gallat ve oktil gallat icin giin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirlik sonuclar1 sirastyla % 4,6—
6,4 ve % 5,4-7,5 arasinda degisiklik gostermistir. Sonuglar metodun iyi bir tekrarlanabilirlige
sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Alkil gallatlarin farkli bitkisel yag oOrneklerinden
mikroekstraksiyonu verimli bir sekilde yapilmistir. Standart madde ilavesi yapilan yag
ornekleri ic¢in geri kazanim degerlerinin % 78 ile % 106 arasinda degisim gosterdigi
bulunmustur. Yag orneklerindeki alkil gallatlarm belirlenmesi igin &nerilen DOC esash
mikroekstraksiyon yontemi, literatiirdeki mevcut yontemlerle karsilagtirilmigtir. Karsilastirma
sonuglar, onerilen DOC esasli mikroekstraksiyon yonteminin yag oOrneklerindeki alkil
gallatlarin belirlenmesinde kullanilabilecek hizli, kullanimi1 kolay, ekonomik, ¢evreye duyarl

ve hassas bir metot oldugunu ortaya koymustur.

Bu ¢aligma kapsaminda yag &rneklerindeki alkil gallatlarin analizine yonelik énerilen DOC
esasli mikroekstraksiyon yontemi, literatiirdeki klasik mikroekstraksiyon yontemlerinin
uygulamalarini genisletmekte ve sahip oldugu avantajlar ile mevcut yontemlere alternatif
olusturmaktadir. Ayrica bu ¢aligmada sunulan yontemin alkil galatlardan baska diger fenolik
antioksidanlarin analizi i¢in de uygulanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda, bu ¢aligma
kapsaminda ©Onerilen yontemin, ileriki zamanlarda yapilacak olan DOC esash

mikroekstraksiyon ¢alismalari igin yol gosterici olabilecegi ongoriilmektedir.
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