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CESITLI GIDA ORNEKLERINDEKI ZEARALENONUN IYONIK SIVI
BAZLI DISPERSIF SIVI-SIVI MIKROEKSTRAKSIYONU iLE
ZENGINLESTIRILEREK HPLC ILE TAYINI

0z

Calismada zearalenonun yiiksek performansl sivi kromatografisi ile tayin dncesi
zenginlestirilmesi i¢in basit, hizli ve etkili olan iyonik sivi bazli dispersif sivi-sivi
mikroekstraksiyon yontemi gelistirilmistir. Yontemde, 1-butil-3-metilimidazolyum
bis(triflorometansiilfonil) imid ve 1-metil-3-oktilimidazolyum
bis(triflorometansiilfonil) imid iyonik sivilar1 ekstraksiyon ¢oOziiclisii olarak
kullanilmistir. Her iki iyonik sivi ile, 6rnek pH’1, dispersif ¢oziicli ¢esidi ve hacmi,
iyonik sivi hacmi, ekstraksiyon ve santrifiij siiresi, tuz etkisi gibi ekstraksiyon
verimliligini etkileyen parametreler optimize edilmistir. 1-butil-3-metilimidazolyum
bis(triflorometansiilfonil) imid ile daha yiliksek ekstraksiyon verimliligi elde
edilmistir. Optimum kosullar altinda, zearalenon tayini i¢in yontemin 1-750 ppb
araliginda dogrusal oldugu ve goézlenebilme sinirinin 0,25 ppb oldugu goézlenmistir.
Giln-i¢i ve giinler-aras1 tekrarlanabilirlik, ylizde bagil standart sapma cinsinden
% 1,36 ve % 3,02 olarak elde edilmistir. Gelistirilen yontem bira ve tahil 6rneklerine
(misir ve bugday) basariyla uygulanmistir. Yontemin dogrulugu icin Orneklere
standart zearalenon ¢ozeltisi ilave edilmis ve %80-100 oraninda geri kazanim elde

edilmistir.

Anahtar kelimeler: Zearalenone, iyonik sivi, dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyonu,

zenginlestirme, yiiksek performans sivi kromatografisi



PRECONCENTRATION OF ZEARALENONE IN VARIOUS FOODS WITH
IONIC LIQUID BASED DISPERSIVE LIQUID-LIQUID
MICROEXTRACTION AND HPLC DETERMINATION

ABSTRACT

In this study, a simple, fast and efficient ionic liquid based dispersive liquid-liquid
microextraction was developed for the preconcentration of zearalenone before its
analysis  with  high  performance liquid chromatography. 1-butyl-3-
methylimidazolium  bis(trifluoromethanesulfonyl)  imide and  1-methyl-3-
octylimidazolium  bis(trifluoromethanesulfonyl) imide were used as extraction
solvent in the method. The parameters affecting the extraction efficiency such as
sample pH, type and volume of dispersive solvent, volume of ionic liquid, time of
extraction and centrifugation, salting effect were optimized with both ionic liquids.
The higher extraction efficiency was obtained with 1-butyl-3-methylimidazolium
bis(trifluoromethanesulfonyl) imide. Under the optimum conditions, the method for
zearalenone determination was linear in the range of 1-750 ppb and the limit of
detection was 0.25 ppb for zearalenone. The inter-day and intra-day precision was in
the range of 1.36-3.02 percentage as percentage relative standard deviation. The
developed method was successfully applied to beer and cereal (wheat and corn)
samples. The recovery percentages of zearalenone for spiked samples were between

were 80.0 and 100.0 percentage.

Keywords: Zearalenone, ionic liquid, dispersive liquid-liquid microextraction,

preconcentration, high performance liquid chromatography
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BOLUM BiR
GIRIS

1.1 Mikotoksinler

Mikotoksinler, yem ve gida maddelerinde fungus tiirleri tarafindan sentezlenen
metabolizma iirlinleridir. Toksijenik mantarlarin metabolitleri olan mikotoksinler,
yem ve insan gidasi olarak tliketilen bitkisel {riinlerin {iiretimi, islenmesi ve
depolanmasi sirasinda olusabilmektedir. Tiiketildiklerinde insan ve hayvan sagligi
acisindan ciddi tehlikeler olusturmaktadirlar. Bu toksinler giiniimiizde insan sagligini
tehdit etmenin yanisira ekonomide de ciddi kayiplara neden olmaktadirlar(Zollner ve
Mayer-Helm, 2006). Bitkisel iiriinlerde bulunan mantarlar; tarlada, hasat sirasinda
yada depolama asamalarinda mikotoksinleri iiretirler. Bunlarin insan ve hayvan
gidalartyla kontamine olmasi ve bunlarin tiiketilmesi durumunda gesitli etkilere

neden olurlar.

Mikotoksinler; Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria basta olmak {izere
bazi mantarlarin belirli nem ve 1s1 kosullarinda olusturduklari fungal sekonder
metabolitlerdir (Logrieco, Mule, Maretti ve Giancarlo, 2003).Mikotoksinlerin
kimyasal yapilarina bakildiginda bir ¢ogunun aromatik yapida oldugu goriiliir.
Genelde yiiksek sicakliklara direnclidirler, mikotoksinler cesitlerine ve sicaklik
derecelerine gore farkli kararlilik gosterirler. Tarim {irlinii veya gidanin nem igerigi,
atmosferin bagil neminden etkilendigi i¢in, sicaklikla birlikte bagil nem de toksin
olusumunu etkileyen 6nemli faktorlerdendir. Bagil nem arttik¢ca gida tizerindeki su
buhar basinct arttifinda su aktivitesi artar ve buna bagl olarak toksin olusumu da

artar (Tunail, 2000).
1.1.1 Mikotoksinlerin Siniflandirilmasi

Kiifler tarafindan {iretilen bircok mikotoksin olmasina ragmen, sadece birkagi
genis capli olarak arastirilmis ve ¢ok azi uygun analiz yontemleriyle saptanabilmistir.
Mikotoksin iireten bazi kiifler ve bunlarin iirettikleri mikotoksinler Tablo 1.1°de ve

mikotoksinlerin baslica bulundugu gidalar Tablo 1.2°de verilmistir.



Tablo 1.1 Baslica mikotoksin iireten kiifler ve tirettikleri mikotoksinler (Weidenborner,2001)

Aspergillus Cinsi

Penicillium Cinsi

Fusarium Cinsi

Aflatoksinler (B1 B, G1,G2)

Sitrinin

Zearalenon

Aspertoksin

Okratoksin A

Trikotesenler

Sitrinin Patulin Deoksinivalenol
Patulin Emadin T-2 Toksin
Okratoksin A Rugulasin Fumanisin
Penisilikasit Rubratoksin Nivalenol

Tablo 1.2 Onemli mikotoksinler ve baslica bulundugu gidalar( Suttajit, 2000)

Mikotoksin

Kimyasal yapi

Bulundugu gida

Aflatoksinler

Yerfistigi, antep fistigi,
findik, soya, misir ve

o o driinleri, siit ve tirtinleri,
oo yemler
° 3
HiCO 0 HaCO 0 H
Aflatoksin B2 Aflatoksin G2
ke COOH
[M_H ] X Muisir,
. T arpa,bugday,yerfistig1,
Okratoksin A et
LT 1 kahve, kakao, soya,
i il peynir
cl
Patulin Meyve sular1 ve peynirler
OH O CH;
O . .
Zearalenon Misir ve gesitli tahillar
HO

8]
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1.1.1.1 Aflatoksinler

Aflatoksinler, baslica Aspergillus tiirleri tarafindan {retilen sekonder
metobolitlerdir. AFB;, AFB,, AFG;, AFG, AFM; ve AFM; tiirevleri olup en toksin
olan1 AFBjolarak belirlenmistir. Bu toksinin ultraviyole 1sinlar1 altinda gosterdigi
floresans Ozelligine gore, mavi floresans veren aflatoksin B; ve B; ile yesil floresans
veren aflatoksin G; ve G, gibi dort temel tiirevinin yanisira hayvanlarin siitlerinden
¢ikan aflatoksin Mj ve M, bulunmaktadir (Girgin, 2001).

1.1.1.2 Okratoksinler

Okratoksinler, Aspergillus ochraceus, melleus, alliaceus, ostianus, sclerotorium,
albertensis, wentii, auricomus ve Penicillium viridicatum, cyclopium, frequentans ve
expansum funguslar1 tarafindan iiretilen mikotoksinlerdir. Ozellikle okratoksin A
(OTA) kuvvetli bir toksik etkiye sahiptir. OTA; musir, kuru fasulye, kuru iiziim,
kakao ¢ekirdegi, kahve ¢ekirdegi, soya fasulyesi, arpa, yulaf, turunggil meyveler gibi
birgok besinde kiiflerin gelismesi sonucu olusmaktadir (Girgin, 2001).

1.1.1.3 Fumonisinler

Fumonisinler, Fusarium tiirleri tarafindan tiretilen gesitli tiirlerdeki hastaliklardan
sorumlu kanserojen toksinlerdir. Fumonisin grubunun baslica toksinleri FB; ve FB;
‘dir. Fumonisinlere 0Ozellikle musir driinlerinde siklikla rastlanilmaktadir.

Fumonisinlerin hepsi kanserojen etkiye sahiptir (Sabuncuoglu, 2008).
1.1.1.4 Trikotesenler

Trikotesenleri Fusarium, Trichoderma, Myrothecium ve Stachybotris tiirleri
olusturur. Trikotesenler ‘*12,13-epoksitrikotes-9-en halkasi’’ temel alinarak kimyasal
yapilarina gore siniflandirilirlar. T-2 ve HT-2 toksinler, deoksinivalenol (DON),
nivalenol (NIV) bu grupta yer alan 6nemli mikotoksinlerdir. DON gida iirlinlerinde
en sik rastlanan mikotoksindir (Ayaz ve Yurttagiil, 2008). DON, epoksi-
seskiterpenoid yapisinda olan mikotoksindir. Istahsizlik ve bulantiya neden olur.Bu
toksinler, renksiz, kristal, suda eriyen ve optikli aktif molekiillerdir. Saklama

stiresince bozulmazlar. Bu toksinler misir iiriinleri gibi tahillarda yer almaktadir.



Protein ve DNA sentezini inhibe ederler. Ayrica bazilar1 antibakteriyel etkiye

sahiptirler.
1.1.1.5 Patulin

Patulin, Aspergillus ve Penicillium cinslerinin ¢ogu tiirleri tarafindan iiretilen bir
mikotoksindir. 4-hidroksi-4H-furol [3,2-c] piran-2(6H)-on yapisindadir. Birgok

organik ¢dziicii ve suda ¢oziinebilirler (Girgin, 2001).

Patulin pek ¢ok canli i¢in toksik bir madde olup afinitesi ile bazi enzimleri inhibe
etmektedir. Patulin en ¢ok; elma sulari, kiiflii ekmek ve diger meyve sularinda bu
kiiflerin cogalmasi sonucu olugmaktadir. Patulinin, antibiyotik 6zelliklerinin yaninda
kanserojen, mutajen ve teratojen Ozelliklerinin oldugu saptanmistir. Patulin asidik
ortamlarda kararli olup bu pH degerlerinde 1s1ya kars1 direnglidir. Bu nedenle meyve

suyu gibi gidalarda 6nem tagimaktadir (Artik, Velioglu ve Saglam, 1991).
1.1.1.6 Zearalenon

Zearalenon (ZEN), cesitli Fusarium tiirleri tarafindan farkli sartlarda tiretilen
metobolik bir toksindir. Fusarium dogada en yaygin olarak bulunan kif tiirtidiir.
Fusarium mantarlar1 tarafindan iretilen ZEN’a, soguk ve nemli mevsimlerde
yetistirilen tahillarda rastlanir. Birgok c¢alismada, insan ve hayvan beslenmesinde
yogun olarak kullanilan misir, soya, bugday, arpa, yulaf, sorgum ve kuru otlarda
saglhig tehdit edici boyutlarda ZEN saptandigi belirlenmistir (Van Egmand, 1993).
Ayrica tiim canlilarin beslenmelerinde ZEN’nun ana kaynaginin tahillar ve tahil
tirtinlerinin oldugu bilinmektedir. Sicakliga dayanikli olan ZEN’ nun, tahillarin uzun
siireli depolanmalarinda kullanilan organik asitlerden de etkilenmedigi goriilmiistiir.
Zearalenon direk bir toksin olmaktan ¢ok hormon benzeri kimyasal bir yap1 gosterir
(Ergilin, 1992). Kimyasal ismi; 6-(10-hidroksi-6-oxo-trans-1 undecenyl)-p rezorsiklik
asit laktondur. Kapali formiilii CgH2,05 olup saf halde beyaz kristaller halinde

bulunmaktadir. Sekil 1.1’de ZEN’nun tiirevleri ve kimyasal yapilar1 verilmektedir.



zearalenon alfa-zearalenol beta-zearalenol

Sekil.1.1 Zearalenone ve tiirevlerinin kimyasal yapilart (Zinedine ve diger., 2006)

ZEN’nun, asetonitril, metilen kloriir, metanol, etanol ve aseton gibi ¢oziiciilerdeki
¢Oziiniirligli yiiksektir. Yapisindaki konjuge bag sisteminden dolayr floresans
Ozelligi bulunmaktadir. Metanolde hazirlanmis ¢ozeltisi, 236 nm’de absorbans
verirken, etanol igerisindeki ¢ozeltisi 314 nm’de uyarilarak 450 nm’de floresans

vermektedir.

ZEN, ostrojen benzeri anabolik bir etkiye sahiptir. Zearalenonun fizyolojik
aktivitesi Cytosolic reseptdr proteini ile baglanip niikleus i¢inde Ostrojen reseptor
kompleksinintranslokosyonunu saglayarak steroid hormonlarinin aktivitesine benzer

etki gostermesiyle ortaya ¢ikmistir. Viicutta hizla absorbe edilmektedir.

ZEN’nun insan sagligina etkilert;

Karaciger kanserine ve gen yapisinda degisikliklere yol acar,

Viicudun hormonal dengesini bozar,

Viicudun koruyucu sistemini zayiflatir,

Kisirliga neden olur,

Gida emilimini azaltir ve kemikleri zayiflatir,

Viicut direncini diisiirerek hastaliklara agik hale getirmektedir (Fink-Gremmels.,
1999).

ZEN’nun c¢esitli gidalardaki maksimum kalint1 limitleri Avrupa Komisyonu
tarafinca belirlenmistir. ZEN i¢in tahil {iriinlerindeki maksimum kalint1 limitlerinin
gencgler i¢in 20 pg kg'l ve yetigkinler icin 100 pg kg'1 oldugu ifade edilmistir
(Avrupa Konseyi, 2007).



1.1.2 Mikotoksinlerin Tayin Yontemleri

Mikotoksin analizleri i¢in ¢ogu prosediir Ornekleme, homojenizasyon,
ekstraksiyon, temizleme ve zenginlestirme asamalarini igerir. Kaynaklarda yaygin
olarak g¢alisilan mikotoksinlerin varligini tespit etmek icin yiiksek performansh sivi
kromtografisi (HPLC) gibi analiz cihazlar1 kullanilmaktadir. Bununla birlikte eser
miktarda olanlarin  tespiti icin daha hassas (sivi  kromatografisi-kiitle
spektroskopisi/kiitle  spektroskopisi (LC-MS/MS) gibi daha pahali cihazlar
gerekmektedir.Gaz kromatografisi-kiitle spektoskopisi (GC-MS) metotlar1 polar
bilesiklerin analizinden Once tiirevlendirmeye ihtiya¢ duyar. Bununla beraber
trikotesenler ve ZEN mikotoksinlerinin kantitatif analizinde GC-MS basarili bir
sekilde kullanilmistir (Tanaka ve diger., 1988). Mikotoksinlerin analizinde, ince
tabaka  kromatografisi, yilksek  performansli sivi  kromatografisi, gaz

kromatografisigibi yontemler kullanilmaktadir.

Analizi yapilacak olan drnekler analizi yapilacak madde disinda bir¢ok bilesenin
yer aldigi kompleks matrikslerdir. Bu nedenle analiz 6ncesi 6rnek hazirlama
amaciyla kullanilan ekstraksiyon, temizleme ve analitlerin zenginlestirilme islemleri

¢ok onemlidir.

Son yillarda matriks orneklerden nitel ve nicel tayinlerde hassas, dogru ve hizl
yontemlerin gelistirilmesi onemli bir konu haline gelmistir. Yiiksek hassasiyetli
analitik cihazlarin gelismesine ragmen, matriks ortaminda tayinlerde basarisiz
olunmaktadir. Bundan dolayr matriks ortamindan Ornegi alma, deristirme
(zenginlestirme) icin genellikle 6n islem (temizleme) uygulanmasi gerekmektedir

(Girgin, 2001).

1.2 Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC, sabit faz olarak bilinen kolon igerisindeki sorbentten, ters polaritedeki
uygun hareketli faz olarak bilinen c¢oziiciilerin yiiksek basingta gecirilmelerine
dayanir. Degazer, pompa, ornekleyici, kolon-kolon firin1 ve dedektorden olusur.

Hareketli fazin yiiksek basingta HPLC sistemi icinde hareket etmesi pompa



yardimiyla saglanir. HPLC’de izokratik ve gradient olmak {izere iki yontem bulunur.
Izokratik yontemde, hareketli faz karisimi, tek kanaldan gegecek sekilde
karistirilarak hazirlanir. Gradient yontemde ise, farkli hareketli faz ¢ozeltiler vardir
ve bunlar farkli oranlarda ve zamanlarda karistirilir. Analiti iceren numunenin kolon
ve dedektore gonderilmesi ornekleyici yardimiyla saglanir. Kolon-kolon firini
sayesinde, kolondaki maddeler fiziksel ve kimyasal oOzelliklerine bagli olarak
birbirlerinden ayrilir. Analit miktar1 dedektor tarafindan belirlenir. Bu amacla
HPLC’de, analiz edilen analitin kimyasal yapisina baglh olarak fotodiyot (DAD),
floresans (FLD) ve ultraviyole (UV) dedektorler kullanilabilir (Yashin, Y. ve
Yashin, A., 2012).

1.3 Ekstraksiyon Yontemleri
Karmagik bir drnekteki maddeler HPLC veya GC gibi kromatografik yontemlerle
analiz edilmek istendiginde, bu maddelerin miktarlarinin cihazin tayin siirlarinin
lizerine getirilmeleri (zenginlestirme) veya matriksten miimkiin oldugu kadar
arindirilmalar (saflastirma) gerekir. Bu saflastirma ve zenginlestirme islemleri cesitli
ekstraksiyon yontemleri kullanilarak gerceklestirilir (Demirci ve Ozgimder,2008). Bu

amagcla kullanilan ekstraksiyon cesitleri s0yle siralanabilir:

* S1vi-s1v1 ekstraksiyonu

* Bulutlanma noktasi ekstraksiyonu
* Kati-s1vi ekstraksiyonu
* Kat1 faz ekstraksiyonu
* Kat1 faz mikroekstraksiyonu

* Dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyonu
y

1.3.1 Kati Faz Mikroekstraksiyonu

Kat1 faz mikroekstraksiyon (KFME) yontemi ilk olarak Arthur ve Pawliszyn
tarafindan 1990 yilinda gelistirilmistir (Arthur ve Pawliszyn, 1990). Bu yontem,
analitlerin fiber lizerindeki sorbent kaplamaya ekstrakte edilmesine dayanan basit ve
organik c¢oOziiciiden bagimsiz ekstraksiyon yontemidir (Frozey, Barkley ve Sievers,

1998).  Fiber iiretimi i¢in polidimetilsiloksan (PDMS), divinilbenzen (DVB),



poliakrilat (PA) kullanilabilir (Olariu, Viane, Gimberg ve Arsene, 2010). Daldirmali
ve tepe bosluklu ¢esidi olan KFME yonteminde, analitler fiber lizerindeki sorbent ile
ornek matriksi arasinda (daldirmali) ve Ornegin iizerindeki tepe boslugu (tepe
bosluklu) arasinda denge kurar(Malik, Kour ve Verno, 2006). KFME’nunda
maddenin miktar1 ekstraksiyon fazinin hacmi ile dogru orantili oldugundan
ekstraksiyon fazinin hacmi arttirtlarak metodun hassasiyeti arttirilabilir (Dietzs, Sanz
ve C’amara, 2006).

Klasik 6rnek hazirlama yontemleri ile karsilastirildiginda KFME’ nun 6nemli
avantajlar1 vardir. Omek matriks ortamindan uzaklastirihirken aym1 zamanda
zenginlestirilir. Hizl1 ve basit olmasinin yan sira ¢oziicii kullanilmamasindan dolay1
yaygin ekstraksiyon tekniklerine alternatif bir yontemdir. Genis bir alanda madde
derigimi i¢in dogrusal sonuglar verir (Kumar, Gourov, Malik, Tewary ve Singh,
2008).

1.3.2 Kat1 Faz Ekstraksiyonu

Kati faz ekstraksiyon (KFE) yontemi ilk olarak organik mikrokirleticilerin
zenginlestirilmesi i¢in sivi-sivi ekstraksiyonuna alternatif olarak ortaya cikmistir
(Liska, 2000).

KFE yontemi, s1v1 faz icerisinde bulunan analitin kat1 bir faz {izerinde toplanmasi
esasina dayanir. Yontem; basit, hizli, ucuz olmasi, organik ¢oziiciiniin ¢ok kiigiik
miktarda kullanilmas1 ve yiiksek zenginlestirme faktorii elde edilebilmesi gibi bir¢cok
avantaja sahiptir (Lemos, Baliza, Lago de Carvalho, Oliveira, Teixeira ve Bezerra,
2008). KFE yontemi Sekil 1.2°de gosterildigi gibi 4 basamaktan olusur.

[lk basamakta kati sorbent uygun ¢oziicii ile sartlandirilir. Kolonun
sartlandirilmasinda ve Ornegin gecirilmesinde sorbentin kuru kalmamasina dikkat
edilir. Ikinci basamak 6rnek ¢dzeltisinin kolondan gegirilmesidir. Bu siirecte analitler
sorbent iizerinde birikir (Camel, 2003). Ugiincii basamakta matriks bilesenlerini
elimine etmek icin analiti etkilemeyen ¢0ziicii ile yikama islemi yapilir. Son
basamakta ise sorbente tutunan analit sadece analitle etkilesime giren ¢oziicii ile eliie
edilir. Inorganik bazli sorbent olarak silika jel, TiO; ve Cig bagl silikajel vb. gibi

sorbentler kullanilabilir. Organik bazli sorbent olarak ise genellikle cesitli recineler



kullanilir. Ayrica KFE ‘da inorganik ve organik sorbentler kullanildig1 gibi bakteri,
alg gibi mikroorganizmalarda sorbent olarak kullanilabilir (Wang ve Chen, 2009).
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Sekil 1.2 Kat1 faz ekstraksiyon basamaklar1 (Camel, 2003)

1.3.3 Bulutlanma Noktasi Ekstraksiyonu

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyon (BNE) yontemi, ilk olarak Hiroto Watanabe ve
arkadaslar1 tarafindan ortaya konulmustur (Hinze ve Pramauro, 1993).Y 6ntem, basit
ve diisiik maliyetli olmasinin yani sira ¢evre dostu bir yontemdir (Ohashi, Ito, Kanai,
Imura ve Ohashi, 2004). Hem metal iyonlarinin hem de molekiillerin
zenginlestirilmesi i¢in uygulanan bir yontemdir. Yontemde, analiti igeren cozelti
ortamina yiizey aktif maddenin ¢ozeltisi ilave edilir. Ayrim1 yapilacak maddeye bagh
olarak ayarlanan sartlarin (pH, sicaklik gibi) ardindan yiizey aktif maddenin yapisina
gore bulutlanma noktasi degerine kadar c¢ozelti 1sitilir. Bulutlanma noktasina
ulasildiginda, ¢ozelti santrifiijlenerek biri ylizey aktif maddece zengin olan, digeri ise
sulu faz olan iki faza ayrilir. Daha sonra bir buz banyosu veya buzdolabinda
sogutularak fazlar arasindaki viskozluk farki bliylir ve fazlarin ayrilmasi

kolaylagtirilmis olur. Bu sayede hedef analit ortamdan ayrilarak ilk basta bulundugu



¢ozelti hacmine gore daha kiiciik bir hacim igerisinde zenginlestirilmis olur (Quina,

ve Hinze, 1999).

1.3.4 Dispersif Stvi-Stvi Mikroekstraksiyon

Dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon (DSSME) yontemi ilk olarak 2006 yilinda
Rezaee ve arkadaglari tarafindan gelistirilen mikro diizeyde dispersif ¢oziicli ve
ekstraksiyon ¢oziiciisiinlin kullanildig bir ekstraksiyon yontemidir (Rezaee ve diger.,
2006). Bu yontem homojen sivi-sivi ekstraksiyonu ve bulutlanma noktasi
ekstraksiyonuna benzer bir {iglii ¢oziicli sistemine dayanmaktadir (Leang ve Hwang,

2008).

DSSME yontemi, hedef maddeleri iceren sulu Ornek igerisine dispersif ve
ekstraksiyon ¢oziicli karigiminin hizli bir gekilde enjeksiyonuna dayanir (Sekil 1.3).
Ornek ¢ozeltisine hizli bir sekilde yapilan enjeksiyon, drnek icerisinde ekstraksiyon
¢oOziiclisinlin  kiiciik damlaciklarin olugsmasina neden olur. Bdoylece ¢ozeltide

bulutlanma olusur.

Organik comicy iceren dafitict ¢omcunin
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Sekil 1.3 Dispersif s1vi-s1vi mikroekstraksiyon sistemi (Rezaee ve diger., 20006)

DSSME’nunda ekstraksiyon karisiminin %97-99’unu olusturulan sulu ¢dozelti
icinde, ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin 1yi damlaciklar olusturmasinda dispersif ¢oziicii

anahtar rol oynar. Ekstraksiyon ¢oziiciisii ile sulu 6rnek arasinda biiylik ylizey alani



olustugundan dengeye ¢ok hizli ulagir. Boylece ekstraksiyon zamandan bagimsiz
olur. Hidrofobik maddeler toplam sulu ¢o6zelti igerisinde dagilan ekstraksiyon
coOzeltisinde zenginlestirilir. Karisim santrifiijlendiginde kiiciik damlaciklar tlipiin
dibinde toplanir. Dibe toplanan alt fazdaki ekstraksiyon ¢oziiciisii, mikro enjektorle
alinarak uygun enstriimantal yontemler ile tayin edilir (Sarafraz-Yazdi ve Amiri,
2010).

Ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak yogunlugu sudan agir ve su ile karismayan
klorobenzen, karbon tetrakloriir ve tetrakloroetilen gibi ¢oziciiler kullanilirken;
dispersif ¢oziicii olarak aseton, etanol, metanol ve asetonitril gibi su ile karisan polar
¢oziiciiler kullanilir (Dodfornio, ve Shabani, 2010).

DSSME’de zenginlestirme faktorii (ZF), ornekteki analitin santriflij sonrasinda

olusan fazdaki derisiminin baslangi¢ derisimine orani olarak ifade edilir.

r Czed
- co

(1.1)
Cseq; santrifiij sonrasi olusan sediment fazdaki analit derisimi, Cop; baslangigtaki analit

derisimi

Ekstraksiyon geri kazanimi (% geri kazanim) santrifiij sonrasi olusan fazin,

toplam analit miktarina ytizdesi olarak ifade edilir.

Czed Vsed Vsed
% geri kazamim = ———— x 100 = ZF x
CO Vs Vs

(1.2)

Vseg:santrifiij sonrast altta toplan sediment fazin hacmi, Vy,,; sulu dérnek ¢ozeltisinin

hacmi

Bu yontemin baglica avantajlari; basit, diisiik maliyetli, hizl1 olmasi, diisiik 6rnek
hacmi, yiiksek geri kazanim ve yiiksek zenginlestirme faktorleri elde edilebilmesidir
(Sarafraz-Yazdi ve Amiri, 2010). Son zamanlarda, DSSME yonteminde
ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak organik ¢oziiciilerin yerine ¢evre dostu iyonik sivilar

kullanilmaya baslanmistir.
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1.4 Tyonik Sivilar

Iyonik sivilar inorganik yapilara alternatif olarak anyonu ya da katyonu veya her
ikisi de organik yapida iyonlardan olusan tuzlardir. Genellikle oda sicakliginda sivi
halde bulunurlar ve yiiksek kaynama noktasima sahiptirler (Welton, 1999). Iyonik
stvilar bilinen organik ¢oziiciilere kiyasla bircok avantaja sahiptir.

Bu avantajlar,

* Buhar basinglar1 ¢cok diisiiktiir. Bu nedenle atmosfere karisamazlar ve yesil kimya
olarak kullanilabilirler.

* Bir¢ok organik, orgonametalik, inorganik, ve polimerik bilesigi ¢ozebildiginden
cok 1yi ¢oziictidiirler.

* Yiiksek sicakliklarda kararhidirlar.

* Bircok organik ¢oziiciilerle karigmazlar ve bu bilesiklerin iki fazli sistemlerde
kullanilabilmelerini saglar.

* Yiiksek viskoziteye sahiptirler.

* Elektrik iletkenligi yiiksektir.

* Diigiik uguculuga sahiptirler.

* Diistik alev alma 6zellikleri bulunmaktadirlar.

* Distik toksisiteye sahiptirler.

Iyonik sivilar yapi itibariyle anyonik ve katyonik gruplar igerir. Halojen grubu
anyonlar ve tetrafloroborat gibi anyon yapilar1 iyonik sivinin sudaki ¢oziiniirliiglini
arttirirken, yapida hegzaflorofosfat, triflorosiilfonil imid gibi anyonik yapilarin
bulunmas1 iyonik sivinin lipofilik karakter kazanmasini saglar. Katyonik gruplar
olarak ise imidazolyum, fosfonyum, pridinyum, amonyum gibi gruplar kullanilir
(Tablo 1.3). Farkli uzunluktaki alkil zinciri, katyon ve anyon segilerek farkli

ozelliklerde iyonik sivilar elde edilebilir.
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Tablo 1.3 Iyonik svilarda kullanilan anyon ve katyon gruplari (Seddon, Stark ve Torres, 2000)

Katyonlar Anyonlar
I~ O -~
Rk uM = R—O-5-O
) 3 kS
. alkil siilfat
imidazolyum
Ry Y ":’_ )
RJ-.I\/-‘J/H-I H:L_(.\': Jﬂ‘_‘\\:_'; -
. |
Organik e tosilat
R,
piridinyum -
RyC-5-0
o
N metansiilfonat
Ry R
pirrolidinyum
Ry ]
Fr=Frfu FFg
R
i hekzaflorofosfat
fosfonyum
fa e
Rl-rll'_'}_"'q
Inorganik Rz tetrafloroborat
amonym
Ry Hal
Ry Ry halojeniir
stilfonyum

1.5 Literatiir Ozeti

ZEN’in ¢esitli orneklerde tayin Oncesi zenginlestirilmesine yonelik DSSME ile
ilgili ¢esitli ¢aligmalar mevcuttur. Asagida bu calismalardan bahsedilmistir. Bu
caligmalarin hepsinde ekstraksiyon c¢oziiciisii olarak c¢esitli organik ¢oziicliler

kullanilmistir.

Emidio ve diger., (2015)’de, su Orneklerinde ZEN ve tiirevlerini tayin etmeden

once bunlar1 DSSME yontemi ile zenginlestirmiglerdir. Calismada ekstraksiyon
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¢oOziiclisii olarak bromosiklohekzan kullanmiglardir. Gelistirdikleri yontemin
dogrulugunu gostermek ig¢in su Orneklerine analitlerin standart ¢ozeltilerinden
eklemeler yapmislar ve %81-118 araliginda geri kazanim elde etmislerdir (Emidio,

da Silva ve de Marchi, 2015).

Hashemi ve diger., (2014)’ de, tahil iriinlerinde ZEN nu spektroflorimetrik olarak
tayin etmeden 6once DSSME-KFE yontemleri ile zenginlestirmiglerdir. DSSME
basamaginda ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak 1-heptanol kullanmiglardir. Bu
ekstraktant fazini ortamdan hidrofobik magnetik nano partikiiller ile ayirmigslardir.
Daha sonra ZEN’nu magnetik ano partikiillerden 1 mL asetonitril ile geri
styirmiglardir. ZEN i¢in optimum kosullar altinda 0,51-300 mg L derisim araliginda
caligma aralig1 elde etmislerdir. % 93,-102,1 aralifinda geri kazanim saglamiglardir

(Hashemi, Taherimaslak, Parvizi ve Torkejokar, 2014).

Arroyo-Manzanares ve diger., (2013)’te yaptiklar1 calismada, ZEN’u da iceren 15
tane mikotoksini DSSME yontemi ile zenginlestirerek ultra performans sivi
kromatografisi-kiitle spektrometresi (UHPLC-MS/MS) ile tayin etmislerdir.
Ekstraksiyonda ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kloroform kullanmislardir (Arroyo-

Manzanares, Garcia-Campana ve Gamiz-Gracia, 2013).

Antep ve diger., (2012) yilina ait ¢aligmalarinda ZEN’nu floresans dedektorlii
HPLC ile tayin etmeden dnce DSSME yontemi ile zenginlestirmislerdir. Calismada
ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kloroform kullanmiglardir. Optimum kosullarda ZEN
icin zenginlestirme katsayisin1 43,3 ve geri kazanimi 83 olarak elde etmislerdir.
Gelistirdikleri yontemi 11 farkli bira ornegine uygulamislar ve spike yaptiklar
orneklerden %71-108 araliginda geri kazanim saglamislardir(Antep ve Merdivan,
2012).
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1.6 Calismanin Amaci

Calismada, ZEN’nun floresans dedektorli HPLC ile tayini Oncesi
zenginlestirilmesi ic¢in iyonik sivi bazli DSSME yontemi gelistirilmistir. Calismada
iki farkli iyonik siv1 ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilmis ve her iki iyonik sivi
ile ekstraksiyon parametreleri optimize edilmistir. Caligmanin basamaklar1 asagida

verilmistir.

1. 1-butil-3-metilimidazolyum bis(triflorometansiilfonil) imid ve 1-metil-3-
oktilimidazolyum bis(triflorometanstilfonil) imid iyonik sivilarinin sentezi ve
karakterizasyonu

2. ZEN igin HPLC optimizasyonu

3. Her iki iyonik siv1 ile DSSME yo6nteminin optimizasyonu (dispersif ¢oziicii
secimi ve hacmi, 6rnek pH’s1, iyonik s1vi hacmi, ekstraksiyon siiresi, santrifiij
stiresi ve tuz etkisi)

4. Analitik performans (lineer aralik, bagil standart sapma, gozlenebilme siniri,
tayin sinir1, giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik)

5. Gelistirilen yontemin bira ve tahil 6rneklerine (misir ve bugday) uygulanmasi
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BOLUM iKi
MATERYAL VE YONTEM

2.1 Kullamilan Kimyasallar

Iyonik sivilar sentezi igin gerekli olan 1-metilimidazol (%99), 1-bromobiitan
(%99), 1-bromooktan (%99), lityum bis(triflorometan)siilfonimid analitik saflikta
olup Sigma-Aldrich marka temin edilmistir. Kullanilan tiim ¢6ziiciiler Merck marka
olup HPLC safliktadir. ZEN analitik saflikta olup Sigma-Aldrich marka satin
alinmistir. Ultra saf su Milli-Q (Millipore) su saflagtirma sisteminden elde edilmistir.
Kullanilan diger biitiin reaktifler analitik safliktadir. ZEN’nun stok ¢ozeltisi 1000
ppm olarak asetonitril i¢erisinde hazirlanmis ve 4 °C’de buzdolabinda saklanmuistir.
Gilnliik calisma c¢ozeltileri ara stok c¢ozeltilerinin saf su ile seyreltilmesiyle

hazirlanmagstir.
2.2 Kullamilan Cihazlar

Iyonik sivi sentezi i¢in Buchi marka Rotary evaporator, karakterizasyon igin
Perkin Elmer marka Spectrum 100 model Fourier Transfer Infrared Spektrometresi
(FTIR) ve termal kararlilhik icin Perkin Elmer marka Diamond model Termal
Gravimetrik Analiz/Diferansiyel Termal Analiz (TG/DTG) cihazi kullanilmistir.
Kromatografik analizler Thermo Dionex Ultimate 3000 model yiiksek performansl
stvi kromatografisi (HPLC) cihazi ile gerceklestirilmistir. pH calismalar igin WTW
720 model pH metre kullanilmistir. Ekstraksiyon sirasinda santrifiijleme iglemleri

Nuve NF 400R model santrifiij cihazi ile saglanmistir.
2.3 Iyonik Sivilarin Sentezi

2.3.1 1-butil-3-metilimidazolyum bis(triflorometansiilfonil) imid ([Csmim][TFSI])

Sentezi

Esit mol sayilarinda 1-metilimidazol ve 1-bromobiitan yuvarlak dipli bir balonda
karistirilmis ve karisima toluen ilave edilerek 60-70 oC’de sogutucu altinda~ 2-3 saat

isitilmistir. Bu  siirenin - sonunda alt fazda olusan 1-butil-3-metilimidazolyum
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bromiir([Csmim][Br])alinmis ve diklorometan igerisindeki ¢ozeltisine esit mol sayida
lityum bis(triflorometan)siilfonimid tuzu ilave edilmistir. Karisim 24 saat oda
sicakliginda karistirildiktan sonra siiziilerek lityum bromiir tuzu ayrilmistir. Kalan
cOzelti lizerine gilimiis nitrat ¢ozeltisi ilave edilerek ortamdaki fazla bromiir
iyonlarinin AgBr’iin su fazina ge¢mesi saglanmistir. Daha sonra evaporatorde
diklorometanin uzaklastirilmasiyla ([C4qmim][TFSI]) elde edilmistir (Sekil 2.1)
(Zafer, Ocakoglu, Ozsoy ve i¢li, 2009; Ozdemir, Varlikli, Oner, Ocakoglu ve Icli,
2010).

(N:j“ . Br/\/\CHB . (“‘w/\/\c

) -
N Er-
H4C HCf
3
. F TN
J Hy + O FLiNO4S, — o ;JJ CH,
Br- /N (CF5 5053,
HaC Hat

Sekil 2.11-butil-3-metilimidazolyum bis(triflorometansiilfonil) imid hazirlanisi

2.3.21-metil-3oktilmidazolyum bis(triflorometansiilfonil) imid ([Csmim][TFSI])
Sentezi

Yuvarlak dipli bir balona esit mol sayilarinda 1-metilimidazol ve 1-bromooktan
ilave edilerek toluen igerisinde edilerek 60-70 °C’degeri sogutucu altinda ~ 2-3 saat
isittlmigtir. Alt fazda olusan 1-metil-3-oktilimidazolyum bromiiriin([Cgmim][Br])
diklorometan igerisinde ¢ozeltisi hazirlanmis ve bu ¢ozelti esit mol sayisinda lityum
bis(triflorometan)siilfonimid tuzu ile karistirilmistir. Olusan karigim oda sicakliginda
24 saat karistirilmistir. Daha sonra lityum bromiir tuzu siiziilerek ayrilmis ve kalan
cozeltiye giimiis nitrat ilave edilerek fazla bromiir iyonlarinin AgBr’iin su fazina
geemesi  saglanmistir. Daha sonra c¢ozeltideki diklorometan evaporatdrde
uzaklastirilarak ([Csmim][TFSI]) iyonik sivisi elde edilmistir (Sekil 2.2) (Zafer ve
diger., 2009; Ozdemir ve diger., 2010).
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Sekil 2.21-metil-3-oktilimidazolyum bis(triflorometansiilfonil) imid hazirlanigt
2.4 HPLC Kosullar

ZEN’nun floresans 6zellik gdstermesinden dolayr HPLC ile analizinde floresans
dedektor kullanilmistir. Uyarma dalga boyu olarak 235 nm, emisyon dalga boyu
olarak 440 nm alinmistir. Kolon olarak Eclipse Plus Cig (5 um, partikiil boyutlu, 150
mm X 4,6 mm) kullanilmistir. ZEN i¢in izokratik eliisyon kullanilmis olup mobil faz
su:asetonitril (48:52, v/v), akis hizt 1 mL dak™ ve kolon sicakligi 40°C olarak
sec¢ilmistir (Antep ve Merdivan, 2012). Bu kosullar altinda ZEN igin analiz siiresi 5,9
dakika olarak belirlenmistir.

ZEN’nun HPLC ile nicel analizi i¢in farkli derisimlerde (10-1500 pg/ L) standart
cozeltiler, eliisyon ¢ozeltileri ile hazirlanarak HPLC’de analiz edilmis ve kalibrasyon

denklemi olusturulmustur (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 ZEN igin standart kalibrasyon grafigi ve denklemi
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2.5 Iyonik Sivi Bazh DSSME

pH’st 5 olan 5 mL 0,2 mg/LL standart ZEN ¢ozeltisi igeren 10 mL’lik santrifiij
tiplniin icerisine 200 pL ekstraksiyon c¢oziiciisi ([C4mim][TFSI]) ve 250 uL
dispersif ¢oziicli (metanol) karisimi hizli bir sekilde ilave edilmistir. Karisim elde 1
dakika c¢alkalanmis ve olusan bulutsu goriiniimdeki ¢ozelti 3500 rpm’de 2 dakika
santrifiijlenmistir. Daha sonra santrilij tiipiiniin {ist fazi1 pastér pipetiyle
uzaklagtirilmis ve alt fazdaki sediment faz (~50 = 3 puL) 1 mL metanolde ¢oziilerek

HPLC’ye enjekte edilmistir.
2.6 Gercek Orneklerin Analize Hazirlanmasi
2.6.1 Bira Ornekleri

Ug farkli markadaki bira 6rnegi Izmir’deki marketten satin alinarak 4°C’de
buzdolabinda saklanmistir. Analiz Oncesi, bira Ornekleri 45 dakika ultrasonik
banyoda degase edilmis ve daha sonra 0,45 pm’lik filtrelerden gecirilmislerdir
(Antep ve Merdivan, 2012). Bu islemden sonra, 6rneklerin pH’1 0,1 M sodium
hidroksit ¢ozeltisi ile pH 5’e ayarlanarak 2.5’te verilen iyonik sivi bazli DSSME

yontemi uygulanmustir.

Yontemin dogrulugu icin, bira érneklerine 0,05, 0,10 ve 0,20 mg/L derisimlerinde
standart ZEN ¢ozeltileri ilave edilerek 1 dakika karistirilmis ve pH 5’e ayarlanarak

ornege optimize edilen iyonik sivi bazli DSSME yontemi uygulanmistir.
2.6.2 Tahu Ornekleri

Misir ve tahil drnekleri paket igerisinde Izmir’deki marketten satin alinmistir.
Ornekler laboratuvarda, 6giitiicii ile toz haline getirilmis ve daha sonra 20 mL
metanol ile ekstrakte edilmistir(Campone, Piccinelli, Celano ve Rastrelli, 2012;
Mashhadizadeh,Amoli-Diva ve Pourghazi, 2013). Daha sonra bu ekstrattan 1 mL
alinarak 5 mL saf su ile seyreltilmistir.Cozelti 0,45um’lik filtrelerde siiziilmiis ve 0,1
M sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile 6rneklerin pH’s1 5’¢ ayarlanarak iyonik sivi bazli

DSSME yontemi uygulanmastir.
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Yontemin dogrulugu i¢in, misir ve bugday 6rneklerine 0,05, 0,10 ve 0,20 mg/L
derisimlerinde standart ZEN c¢ozeltileri ilave edilmis ve 1 dakika karistirildiktan

sonra pH 5’e ayarlanmis ve optimize edilen DSSME yontemi uygulanmaistir.
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BOLUM UC
SONUCLAR VE DEGERLENDIRME

3.1 Iyonik Sivilarin Karakterizasyonu

ZEN i¢in gelistirilen DSSME yoOnteminde ekstraksiyon ¢doziiciisii olarak
kullanilmak {izere sentezlenen iyonik sivilarin yapilart FTIR spektrumlar: ile

karakterize edilmistir. Termal kararliliklar1t TG/DTG egrisi ile incelenmistir.
3.1.1 [Csmim][TFSI]ve [Cemim][TFSI]’inFTIR Spektrumu

Sentezlenen iyonik sivilarin FTIR spektrumlart ATR probu ile yaklasik 0,1 mL
ornek kullanilarak alinmistir.  [Csmim][TFSI] ve [Cgmim][TFSI]’in FTIR
spektrumlart ara iriinlerin ([Csmim][Br] ve [Cgmim][Br])FTIR spektrumlari ile
karsilastirilmistir.[Csmim][TFSI] ve [Csmim][TFSI]’de farkli olarak aromatik S=O
ve alifatik S-N gerilme titresimlerinin gézlenmesi ara {irlinlerden bu iyonik sivilarin
sentezlendigini gostermektedir. Tiim iyonik sivilardaki karakteristik pikler Tablo
3.1de  Ozetlenmistir.  Sekil 3.1’de [Csmim][TFSI]’in ve Sekil 3.2°de
[Cemim][TFSI]’in FTIR spektrumlari verilmistir.

Tablo 3.1 iyonik stvilarin FTIR spektrum verileri

Iyonik siv1 Dalga sayisi cm™

=C-H -C-H C=N C=C -C-N S=0 S-N

[Camim][Br] 3055  2950- 1570 1452 1160 - -
2864

[Cemim][Br] 3035  2922- 1564 1452 1156 - -
2860

[Camim][TFSI] 3155 2925- 1570 1455 1142 1348 1180
2852

[Cemim][TFSI] 3150  2927- 1571 1457 1135 1348 1182
2835
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Sekil 3.1[C4mim][TFSI]’in FTIR spektrumu

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1 1300 1600 1400 1200 1000 300 430
cm

Sekil 3.2[Cemim][TFSI]’in FTIR spektrumu
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3.1.2[Cymim][TFSI]ve [Cemim][TFSI]’in Termal Analiz Sonuglart

Iyonik sivilarin termal analizi aliiminyum kap kullanilarak azot atmosferinde 25-
500 °C araliginda (sicaklik artist 15 °C/dak) analiz edilmistir. Sekil 3.3 ve Sekil
3.4’de wverilen TG/DTG egrilerinde gorildigi gibi [Csmim][TFSI] ve
[Comim][TFSI]’in termal olarak iki kademede (~95 ve 280 OC) bozundugu

gozlenmistir. Her iki iyonik s1v1 oda sicakliginda kararhdir.
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Sekil 3.3[C4ymim][TFSI])’in TG/DTG egrisi

%% Tiirev Agwhs (% dak )

3Bie 100 200 300 400 500 s34
Sicakhk (VC )
Sekil 3.4[Cgmim][TFSI]’in TG/DTG egrisi
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3.2 Iyonik Sivi Bazh DSSME Yénteminin Optimizasyonu

ZEN’nun HPLC ile analizinden once iyonik sivi bazli DSSME yontemi ile
zenginlestirilmesi i¢in su parametreler optimize edilmistir:dispersif ¢oziicii ¢esidi ve
hacmi, 6rnek ¢ozelti pH’1, iyonik s1vi hacmi, tuz etkisi, ektraksiyon siiresi, santrifiij

suresi.

Tim parametreler, ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilan [Csmim][TFSI] ve

[Cemim][TFSI] iyonik sivilarinin her ikisi ile de gergeklestirilmistir.
3.2.1 Dispersif Coziicii Cesidi ve Hacminin Optimizasyonu

DSSME yonteminde, eksraksiyonun verimli olabilmesi i¢in kullanilan dispersif
¢oOziiclisiinlin hem ekstraksiyon ¢oziiciisii ile hem de sulu Ornek c¢ozeltisi ile
karisabilir Ozellikte olmasi gerekmektedir (Rezaee, Assadi, Hosseini, Aghaee,
Ahmadi ve Berijani, 2006; Campone, Piccinelli ve Rastrelli, 2011). Bu amagla
calismada metanol, aseton, asetonitril, tetrahidrofuran gibi ¢oziiciiler dispersif ¢oziicii
olarak kullanilmistir. Her iki iyonik sivi ile de gerceklestirilen ekstraksiyonda en

yiiksek ekstraksiyon verimliligi metanol ile elde edilmistir (Sekil 3.5).

W [C:mim][TFSI]

600000 - [Cemim][TFSI]
500000 - I I
I

400000 | 1
g
i
_: 300000 -
o

200000

100000 -

0 T T T |
metanol asetonttril aseton tetrahidrofuran

Dispersif ciziici
Sekil 3.5 Iyonik s1vi bazli DSSME yéntemine dispersif ¢oziicii etkisi. Deney kosullari: 5 mL 0,2 mg/L

test ¢ozeltisi, pH 5, dispersif ¢oziicii hacmi 500 pL, iyonik s1vi hacmi 100 pL, ekstraksiyon siiresi 1

dak., santrifiij siiresi 5 dak., tuz ilavesiz.
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DSSME yonteminde, dispersif ¢oziicii hacmi, ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin sulu
ornek cozeltisindeki ¢oziiniirliigiinde biiylik etkiye sahip oldugu i¢in, bu hacmin
optimize edilmesi gerckmektedir. Bu yiizden [C4smim][TFSI] ve [Csmim][TFSI] ile
gerceklestirilen DSSME’nunda 50, 100, 250, 500, 750 ve 1000 pL metanol
cozeltileri ile ¢alisilmistir. [C4mim][TFSI] ile gerceklestirilen DSSME yonteminde
metanoliin 250 pL’si ile,[Cgmim][TFSI] ile gergeklestirilen DSSME yo6nteminde ise
metanoliin 500 pL’si ile en yiiksek ekstraksiyon verimliligi elde edilmistir. Bu
ylizden daha sonraki ¢aligsmalar, butil grubuna sahip iyonik sivi i¢in 250 uL metanol
ve oktil grubuna sahip iyonik sivi igin 500 uL  metanol kullanilarak

gerceklestirilmistir.
3.2.2 pH Optimizasyonu

ZEN c¢ozeltisinin pH’sim1 optimize etmek igin, ¢ozelti pH’st 0,1 M sodyum
hidroksit ve hidroklorik asit ¢ozeltileri ile pH 3, 5, 6, 7, 8, 9, ve 11°¢ ayarlanmustur.
Her iki iyonik sivi1 ile gergeklestirilen DSSME yonteminde en yiiksek ekstraksiyon
verimliligi pH 5’de elde edilmistir (Sekil 3.6).

W [C:mim][TFSI]

Cemim][TESI
00000 - [ : ]
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0

pH
Sekil 3.6 iyonik sivi bazl DSSMME yéntemine pH etkisi. Deney kosullari: 5 mL 0,2 mg/L test

¢ozeltisi, pH 5, metanol hacmi 250 pL ([C4mim][TFSI]’de) ve 500 pL ([Cegmim][TFSI]’de), iyonik

stvi hacmi 100 pL, ekstraksiyon siiresi 1 dak., santrifiij siiresi 5 dak., tuz ilavesiz.
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ZEN’nun pK, degeri 7,6’dir. Buna gore pH 3’de ZEN iyonlasmamis durumdadir.
Bu yiizden bu pH degerinde, iyonik sivilarla yeteri kadar etkilesemedigi icin
ekstraksiyon verimliligi disiiktiir. pH 7°de ise, ZEN sulu ¢ozeltide fenolik anyon
icermektedir ve pH 9°’da da anyonik formdadir (Emidio, da Silva ve de Marchi,
2015). Bu pH degerlerinde de ekstraksiyon verimliligi pH 5’e gore daha disiik
oldugu icin, bu durum baglica etkilesim tiirlinlin elektrostatik olmadigini
gostermektedir. pH 5 degerinde ZEN’nun molekiiler arasi etkilesimlerle (hidrojen
bagi, dipol-dipol etkilesimi gibi) iyonik sivi fazina gectigi diistiniilmektedir. Daha
sonraki ¢aligmalar pH 5’de gerceklestirilmigtir.

3.2.3 Iyonik St Hacminin Optimizasyonu

DSSME yonteminde kullanilan ekstraksiyon ¢oziiciisii, sudan daha yogun 6zellikte
olmali, su ile karismamali ve analit icin iyi bir ¢oziicii 6zelligi gostermelidir (Gure,
Lara, Garcia-Campana, Megersa ve del Olmo-Iruela, 2015; Ji, Du, Zhang ve Zhang,
2014). Optimum iyonik sivi hacminin belirlenmesi igin [Csmim][TFSI] ve
[Comim][TFSI] iyonik sivilarinin 25, 50, 75, 100, 200, 250 v 500 uL’si ile

ekstraksiyon gerceklestirilmistir.

[C4mim][TFSI]’in 200 pL’si ile ve [Cgmim][TFSI]’in 250 pL’si ile daha yiiksek
ektraksiyon verimliligi elde edildigi gozlenmistir (Sekil 3.7). Bu yiizden daha sonraki

caligmalar bu iyonik s1vi hacimleriyle gergeklestirilmistir.
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Iyonik siv1 hacmi (uL)
Sekil 3.7 Iyonik s1ivi bazli DSSME yéntemine iyonik s1vi hacminin etkisi. Deney kosullari: 5 mL 0,2
mg/L. test c¢ozeltisi, pH 5, metanol hacmi 250 pL  ([Cymim][TFSI]’de) ve 500 upL

([Cemim][TFSI]’de),ekstraksiyon siiresi 1 dak., santrifijj siiresi 5 dak., tuz ilavesiz.

3.2.4 Tuz Etkisi

Iyonik sivi bazli DSSME yonteminde iyonik siddetin etkisini incelemek igin,
ornek ¢ozeltisinin icerisine %0-20 (w/v) oranlarinda sodyum kloriir ¢ozeltileri ilave
edilmistir. Her iki iyonik sivi ile gerceklesen DSSME’nunda ilave edilen sodyum
kloriir ¢ozeltisinin derisiminin artmasiyla ekstraksiyon verimliliginin azaldig:
gozlenmistir. Bu durumun, ortamda sodyum kloriir miktarinin artmasiyla iyonik
stvilarin - anyonlarinin  kloriir iyonuyla yer degistirmesi ve olusan 1-butil-3-
metilimidazolyum  kloriir ~ve  1-metil-3-oktilimidazolyum  kloriirin ~ suda
coziinmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Zhao, Wang, Li, Wang, Zhang ve
Cheng, 2011). Bu yiizden daha sonraki ¢aligmalar tuz ilavesi olmadan

gergeklestirilmistir.
3.2.5 Ekstraksiyon Siiresinin Optimizasyonu

DSSME yonteminde ekstraksiyon siiresi, dispersif ¢oziicii ve ekstraksiyon ¢oziicii

karigiminin sulu 6rnek ile karistirilmasi ve santrifiijleme islemi arasinda kalan siire
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olarak tanimlanabilir (Niazi, Khorshidive Ghaemmaghami, 2015). Optimum
ekstraksiyon siiresinin belirlenmesi igin ekstraksiyon her iki iyonik siviyla 0, 15, 30,
60, 90 ve 120 saniyelerde gerceklestirilmistir. Sekil 3.8’de goriildiigii gibi her iki
iyonik sivi i¢in de en iyi ekstraksiyon siiresi 60 saniye olarak belirlenmistir. Bu da
ZEN ile ekstraksiyon ¢oziiclisii arasindaki etkilesimin olduk¢a kisa oldugunu
gostermektedir. Ayrica ekstraksiyon siiresinin kisa olmasi gelistirilen yontem i¢in iyi

bir avantaj olusturmaktadir.
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Ekstraksiyon siiresi (saniye)
Sekil 3.8 Iyonik sivi bazli DSSME yo6ntemine ekstraksiyon siiresinin etkisi. Deney kosullari: 5 mL 0,2
mg/L  test ¢ozeltisi, pH 5, metanol hacmi 250 pL ([Cymim][TFSI]’de) ve 500 uL
([Cgmim][TFSI]’de),iyonik s1vt hacmi 200uL ([C;mim][TFSI]) ve 250 uL ([Cgmim][TFSI]), santrifiij

Pikk alam

siiresi 5 dak., tuz ilavesiz.
3.2.6 Santrifiij Siiresinin Optimizasyonu

Optimum santrifiij siiresini belirlemek i¢in DSSME’nu 3500 rpm’de 0, 1, 2, 5, 10,
20 ve 30 dakikada gerceklestirilmistir. [Cymim][TFSI] ile gerceklestirilen DSSME
yonteminde optimum santrifiij siiresi 2 dakika, ve [Cgmim][TFSI] ile ger¢eklestirilen
DSSME yonteminde ise optimum santrifiij sliresi 5 dakika olarak belirlenmistir

(Sekil 3.9).
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Santrifiij siiresi (dakika)

Sekil 3.9 Iyonik sivi bazli DSSME yoéntemine santrifiij siiresinin etkisi.Deney kosullari: 5 mL 0,2
mg/L. test c¢ozeltisi, pH 5, metanol hacmi 250 pL  ([Cymim][TFSI]’de) ve 500 upL
([Cgmim][TFSI]’de),iyonik sivi hacmi 200pL ([Cymim][TFSI]) ve 250 pL ([Cgmim][TFSI]),

ekstraksiyon siiresi 1 dak., tuz ilavesiz.

3.3 iyonik Sivilarin Ekstraksiyon Etkinliginin Karsilastirilmasi

Gelistirilen DSSME yonteminde tiim optimum parametrelerin belirlenmesinde
ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak hem [Cymim][TFSI] hem de [Cgmim][TFSI]
kullanilmigtir. Optimum pH, dispersif ¢oziicii, ekstraksiyon zamani ve tuz etkisi her
iki iyonik sivida benzer sonuglar1 vermistir. Fakat optimum dispersif ¢oziicli hacmi,
iyonik s1vi hacmi ve santrifiij zamani iyonik sivilarda farkli degerlerde elde edilmistir
(Tablo 3.2). Ayrica [Cymim][TFSI] ile gergeklestirilen DSSME yonteminde,
santrifiij sonrasi olusan sediment fazin hacmi ~50 uL iken [Cgmim][TFSI] ile
gerceklestirilen ekstraksiyonda ise bu hacim ~150 pL olarak bulunmustur. Her iki
iyonik sivi i¢in elde edilen optimum kosullarda ZEN’nun zenginlestirme katsayisi
hesaplanmis ve [Cymim][TFSI] ile gerceklestirilen ekstraksiyonda daha yiiksek

zenginlestirme katsayisi elde edilmistir.
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Tablo 3.2 Gelistirilen iyonik s1vi bazli DSSME yonteminde elde edilen ekstraksiyon sonuglari

[C4smim][TFSI]

[Csmim][TFSI]

Optimum pH
Optimum dispersif ¢oziicii

Optimum dispersif ¢oziicii
hacmi (uL)

Optimum iyonik sivi hacmi
(uL)

Optimum ekstraksiyon siiresi

(s)

Optimum  santrifiij ~ siiresi

(dak.)
Tuz miktart (%, w/v)

Ekstraksiyon sonrast
sediment faz'(uL)

Geri kazanim®(%)

Zenginlestirme katsayisi

5
metanol

250

200

60

5043

93,29+0,58
93+1

5
metanol

500

250

60

150+2

83,94+0,65
29+0,25

Ih=3
ZEN = 0,2ppm, 5 mL

3.4 Analitik Performans

Iki iyonik siviyla gerceklestirilen DSSME yonteminde [Csmim][TFSI] ile daha iyi
ekstraksiyon sonuclar1 elde edildigi i¢in yontemin dogrusal araligi, kesinligi,

gozlenebilme sinir1, tayin siurt gibi analitik performansi belirleyen parametreler bu

iyonik s1v1 ile kullanilarak belirlenmistir.

Gelistirilen yontem ZEN’nun 1-750 pg/L derisim araliginda y=11088x+21386 (y,
pik alani; x, pg/L cinsinden ZEN derisimi) kalibrasyon denklemi ile dogrusallik
gostermistir. Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin smir1 (LOQ), yontemin kalibrasyon
esitligindeki en kiiciik derisimdeki ZEN’nun 10 paralel okutulmast ve elde edilen
yanitin standart sapmasina (SD) ve kalibrasyon dogrusunun egiminine (S) dayanarak

elde edilmistir. LOD i¢in 3(SD/S) ve LOQ i¢in 10(SD/S) formiilii kullanilmistir.

Elde edilen sonuclar Tablo 3.3’de verilmistir.
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Yontemin kesinligi, 10 pg/L ZEN derisimi ile 3 paralel olarak ayni giin ve farkl
giinlerde calisilmasiyla belirlenmistir. Giin- i¢i ve glinler-arasi tekrarlanabilirlik, %

bagil standart sapma (%BSS) cinsinden %1,36 ve %3,02 olarak bulunmustur.

Yontemde % geri kazanim ve zenginlestirme katsayisinin belirlenmesi i¢in

asagidaki esitlikler kullanilmistir ve sonuglar Tablo 3.3’de 6zetlenmistir.

Csed
Zenginlestirme katsayisi = o

(3.2)
Cseq: Sediment fazdaki analit derisimi; Co: Sulu ¢ozeltideki analit derigimi
Csed x Vsed
04 Geri kazamm = x 100
CO xV sulu faz
(3.2)

Veeq: Sediment fazin hacmi; Vg, faz: Sulu 6rnek ¢ozeltisinin hacmi

Tablo 3.3 Gelistirilen iyonik s1vi bazli DSSM yonteminde elde edilen analitik parametreler

Parametreler Veriler
Lineer aralik (pg/L) 1-750
Korrelasyon katsayisi (R?) 0,9960
LOD (ug/L) 0,25
LOQ (ng/L) 0,83
%BSS (giinler-arasi, n=5) 3,02°
%BSS (giin-i¢i, n=5) 1,36°
10 ppb ZEN igin.
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3.5 Gelistirilen Yontemin Ger¢ek Orneklere Uygulanmasi

Gelistirilen iyonik sivi bazlit DSSME yontemi bira ve tahil 6rneklerine (misir ve
bugday) uygulanmistir. Yontemde ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak [Csmim][TFSI]
kullanilmistir. Bira ve tahil 6rneklerine 0,05, 0,10 ve 0,20 mg/L standart ZEN
cozeltisi ilave edilmis ve %80-100 araliginda geri kazanim degerleri elde edilmistir.
Tablo 3.4’de goriildiigii gibi gergek Orneklerde ZEN kalintisina rastlanmamistir.
Sekil 3.10°da 2 numarali bira Orneginin spike yapilmis ve spike yapilmamis

hallerinin, iyonik siv1 bazli DSSME sonrasi elde edilen kromatogramlar: verilmistir.

ZEN’nun zenginlestirilmesi i¢in gelistirilen iyonik sivi bazli DSSME yontemi,
literatiirlerde ZEN icin kullanilan diger zenginlestirme yontemleri ile Tablo 3.5’de
karsilagtirilmistir.  Tabloda da goriildigii gibi gelistirilen yontem, yiliksek
zenginlestirme katsayisina, yiiksek geri kazanima ve diisiik gdzlenebilme sinirina

sahiptir.
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Tablo 3.4 Bira ve tahil 6rneklerinin analiz sonuglart (n=3)

Ornekler Eklenen Bulunan Geri kazanim
(mg/L) (mg/L) (%)
Bira 6rnegi 1 - - -
0,05 0,05+0,01 100,0
0,10 0,09+0,01 90,0
0,20 0,19+0,02 95,0
Bira 6rnegi 2 - - -
0,05 0,04+0,01 80,0
0,10 0,09+0,01 90,0
0,20 0,20+0,02 100,0
Bira 6rnegi 3 - - -
0,05 0,05+0,01 100,0
0,10 0,09+0,02 90,0
0,20 0,18+0,02 90,0
Bugday tahili - -
0,05 0,04+0,01 80,0
0,10 0,08+0,02 80,0
0,20 0,18+0,02 90,0
Misir tahili - -
0,05 0,05+0,01 100,0
0,10 0,09+0,01 90,0
0,20 0,19+0,02 95,0
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300.000 4 counts 238 nm 440 nm
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Sekil 3.10 Kromatogramlar: a) metanolde 0,05 mg/L standart ZEN ¢ozeltisi b) gelistirilen yontem

sonrasi 2 numarali bira 6rnegi c¢) gelistirilen yontem sonrasi 0,05 mg/L ZEN eklenmis 2 numaral1 bira

ornegi
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Tablo 3.5 ZEN igin gelistirilen iyonik sivi bazli DSSME yo6nteminin literatiirdeki diger yontemlerle

karsilastirilmasi
Zenginlestirme Tayin Ie_lirZIelir Zenginlestirme LOD kafai:m Referans
yontemi yontemi (ug/L) katsayisi (ug/L) (%)
KFE HPLC 20- - - 82-87 Lucci,
8800 Derrien,
Alix,
Pérollier ve
Bayoudh,
2010
DSSME-KFE Spektro-  0,51— 58,5 0,25 93,2- Hashemi,
_ 300,0 102,1  Taherimasla
florl-metr k, Parvizi,
: Torkejokar,
2014
KFE HPLC - 20 - 89,5 Pasinli ve
Henden,
2013
KFE HPLC  6-500 - 1,7- 86-97 Urraca,
2,4 Marazuela
ve Moreno-
Bondi, 2006
DSSME HPLC 0,4- 43,3 0,12 71-108 Antep ve
120 Merdivan,
2012
Iyonik stvibazli  HPLC  1-750 93 0,25 80-100 Bucalisma

DSSME

KFE: Kat1 faz ekstraksiyonu
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3.6 Degerlendirme

Calismada ZEN’nun HPLC ile tayin Oncesi zenginlestirilmesi igin iyonik sivi
bazli DSSME yontemi gelistirilmis ve optimize edilen yontem bira ve tahil

orneklerine (misir ve bugday) basariyla uygulanmstir.

Calismada oncelikle ekstraksiyon ¢oziicii olarak kullanilmasi i¢in iki tane iyonik
stvi ([Camim][TFSI] ve [Cemim][TFSI]) sentezlenmis, DSSME yontemi bu iki
iyonik s1v1 kullanilarak optimize edilmistir. Iyonik sivilarmm DSSME yéntemi igin
ekstraksiyon etkinlikleri karsilastinltiginda ZEN’nun  zenginlestirilmesinde
[Comim][TFSI]’in etkili oldugu gozlenmistir. Bu durum, iyonik sivilarin alkil
gruplarimin uzunlugu ile agiklanabilir. Alkil zinciri uzadik¢a steril engelden dolay:
ZEN’nun iyonik sivi ile etkilesmesi zorlasmakta bu da ekstraksiyon verimliligini
diisiirmektedir. Bu calismada da ZEN ve [Cymim][TFSI] arasinda etkilesim daha
fazla oldugu i¢in yontemin gercek Orneklere uygulanmasi ve yontemin analitik

performansi [C4smim][TFSI] ile gerceklestirilmistir.

Geligtirilen yontemin dogrusal ¢alisma aralifi, gézlenebilme siniri, tayin siniri,
giin-ici ve glinler-aras1 tekrarlanabilirligi belirlenmistir. Bira, misir ve tahil
orneklerinde ZEN kalintisina rastlanmamistir. Yontemin dogrulunu gostermek icin
belli derisimlerde ZEN standardi orneklere eklenmis ve %80-100 araliginda geri

kazanim degerleri elde edilmistir.
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