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OZET
ESER DUZEYDEKI B1 VE B2 VITAMINLERININ BULUTLANMA NOKTASI
EKSTRASKiYONU SONRASI KROMATOGRAFIK TAYINLERI

SONGUL ULUSOY
Doktora Tezi
Kimya Anabilim Dah
Danisman: Prof. Dr. Mehmet AKCAY
2015, 87+xv sayfa

Bu tez caligmasinda eser miktardaki B1 (Tiyamin) ve B2 (Riboflavin) vitaminlerinin
bulutlanma noktasi ekstraksiyonu ve HPLC analizlerini kapsayan bir zenginlestirme ve
tayin yontemi gelistirilmistir. Onerilen yontemde, vitamin tiirleri Ag(I) iyonuyla pH 9.0
fosfat tamponu varliginda kararli kompleksler olusturmakta ve sonra olusan kompleks
Genapol/Tergitol surfaktanlarinin noniyonik fazina ¢ekilmektedir. Etkin bir faz ayirimi
i¢in 6rnekler santrifiijlendikten sonra surfaktanca zengin faz ayrilmis ve %50 metanolde
hazirlanmig 0.1 M HCI c¢ozeltisiyle seyreltilmistir. Daha sonra 0.45 um gozenekli
filtreden siiziilen Ornekler HPLC viallerine aktarilmis ve 20 pL si cihaza enjekte

edilmistir.

Orneklerin analizi C18 kolonu kullanilarak, metanol ve pH 3.0 fosfat tamponundan
olusan yiiriitiicii faz ile yapilmistir. Tiyamin ve Riboflavin igin sirasiyla; 244 ve 267 nm
dalga boylarindaki absorbanslar diyot serisi (DAD) dedektor kullanilarak izlenmistir.
Optimize edilmis kosullar altinda elde edilen dogrusal aralik tiyamin igin 4-400 ng mL™,
Riboflavin i¢in ise 1-500 ng mL™ dir. Yontemin tayin smirlar sirasiyla 1.33 ng mL™ ve
0.35 ng mLtdir. 100 ng mL? derisimli ¢ozeltilerle 5 tekrarli yapilan dlgiimlerden elde
edilen bagil standart sapmalar (BSS) sirasiyla % 2.90 ve % 2.20 dir. Gelistirilen yontemin
validasyonu i¢in ti¢ farkl sertifikali referans gida 6rnegi (NIST-3280, BCR-485 ve ERM-
BD6000) ile geri kazanim galismalar1 yapilmistir. Son olarak, gelistirilen yontem bebek
mamasi, siit ve tahil orneklerindeki B1 ve B2 vitaminlerinin analizine basariyla

uygulanmstir.

Anahtar kelimeler: B1 vitamini, B2 vitamini, HPLC, bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu,

gida ornekleri

viii



ABSTRACT
CHROMATOGRAPHIC DETERMINATION OF VITAMIN B1 AND B2 AT
TRACE LEVELS AFTER CLOUD POINT EXTRACTION

Songiil ULUSOY
Doctorate Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet AKCAY
2015, 87+xv pages

A pre-concentration and determination method was developed for Vitamin Bl
(Thiamin) and B2 (Riboflavin) at trace amounts based on cloud point extraction (CPE)
and HPLC analysis. In the presented method, vitamin species form stable complexes with
Ag (1) ions in the presence of pH 9.0 buffer. Then, the formed complexes were extracted
to nonionic surfactant phase consisting of Genapol and Tergitol. A centrifugation
procedure was applied to samples in order to make an efficient phase separation.
Surfactant rich phase (SRP) was separated by decantation and then surfactant-rich phase
was diluted with 0.1 M HCI in 50 % methanol. The samples were filtered via 0.45 um

membrane and 20 uL of samples were injected to HPLC system.

Analysis of samples were carried out on C18 column with isocratic elution procedure
by using methanol and pH 3.0 phosphate buffer including sodium hexane sulfonate.
Absorbance signals were monitorized by using a diode array dedector (DAD) for thiamine
and riboflavin as 244 nm and 267 nm, respectively. Under the optimized conditions, linear
calibration curves were obtained in the range of 4-400 ng mL™ for Thiamin and 1-500 ng
mL* for Riboflavin. The detection limits of method were calculated as 1.33 ng mL ™ and
0.35 ng mL™, respectively. The relative standard deviations were 2.90 and 2.20 % for 5
replicate measurements at 100 ng mL™* concentration level. The method was validated by
the analysis of three certified reference materials (NIST 3280, BCR-485 ve ERM-
BD6000) and recovery test. Finally, the method was applied to the determination of
vitamin B1 and B2 in real samples including baby foods, milk and creals.

Key Words: Vitamin B1, Vitamin B2, HPLC, cloud point extraction, food samples
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GENEL BIiLGILER

1.1 Vitaminler

Vitaminler viicudun saglikli gelisimi, sindirim fonksiyonlarinin diizeni, enfeksiyonlara
kars1 bagisiklik kazanmasi acisindan oldukca gerekli olan, eser diizeydeki organik
bilesiklerdir. Ayrica viicudumuzun karbonhidrati, yagi ve proteini kullanmasina yardimci
olurlar. Vitaminler viicutta yakilmadigindan, dogrudan enerji (kalori) kaynagi olarak

degerlendirilmezler.

Vitaminler; A, D, E, K vitaminlerini kapsayan yagda ¢6ziinen ve tiyamin (B1 vitamini),
riboflavin (B2 vitamini), pantotenik asit, folat (folik asit), B12 vitamini
(siyanokobalamin), biotin, B6 vitamini, niasin ve C vitaminini (askorbik asit) kapsayan
suda ¢oziinen vitaminler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Bu siniflandirma vitaminlerin
olas1 kaynaklar1 hakkinda bilgi vermesi agisindan da faydalidir. Gidalardan vitaminlerin
ekstraksiyon ve saflastirma islemleri ile alinmast; 1513a, oksijene, 1siya ve pH’ya duyarli
olmalar1 nedeniyle zordur. Vitaminlerin dayaniksiz olmasindan ve matrislerin
karmagikligindan dolay1 vitamin 6l¢iimiinde dogru ve etkili analitik yontemler iizerine
yogun arastirmalar yapilmaktadir (Moreno ve Salvadd, 2000; Otles ve Karaibrahimoglu,

2005).

Suda ¢oziinen vitaminlerin fazlasi viicut sivilari ile atilirken, yagda ¢dziinen vitaminlerin
fazlasi ise yag dokusunda depolanir. Depolandiklari i¢in yagda ¢6ziinen vitaminlerin agir
dozu zararl olabilir. Ozellikle A ve D vitaminlerinin tiiketiminde dikkatli olmak gerekir.
Vitaminler biitiin hiicrelerde oldukca az miktarlarda depolanabildigi gibi, daha c¢ok
karacigerde depolanirlar. Ornegin karacigerde depolanan A vitamini, hi¢ vitamin
almayan bir kisiye 5-10 ay kadar yetebilir ve karacigerdeki D vitamini deposu ise
genellikle 2-4 ay kadar yeterlidir (Wikipedia; Ivanovic vd.,1999; Ciulua vd., 2011).

Suda ¢oziinen vitaminlerin viicutta depolanma orani nispeten diisiiktiir. Bu, 6zellikle B
vitaminlerinin birgogu igin gecerlidir. B vitaminleri eksikligi olan bir kiside belirtileri
bazen birka¢ giinde ortaya ¢ikabilir. B12 vitamini ise bunun disindadir, ¢linkii B12'nin

karacigerdeki deposu kisiye bir yil veya daha uzun stire yetebilir. Suda ¢6ziinen bir bagka



vitamin olan C vitamininin yoklugunda ise birka¢ haftada bu belirtiler ortaya ¢ikar. C
vitamini eksikliginden kaynaklanan iskorbiit hastaligt 20-30 hafta icinde Oliimle
sonuglanabilir. Viicut fonksiyonlar1 agisindan vitaminlerin hayati 6neme sahip olmasi
nedeniyle vitamin aliminin kontrol ve takibi agisindan hem bir ¢ok gida 6rneginde hem

de viicut sivilarindaki miktarlarinin izlenmesi 6nemlidir (Eitenmiller vd., 2008).

1.1.2 Tiyamin (B1 vitamini)

B1 vitamini olarak bilinen Tiyamin, ilk kez 1926’da tanimlandiktan sonra, 1927’ de
Ingiliz Medikal Arastirma Konseyi tarafindan suda ¢dziinen vitaminlerin ilki olarak
kaydedilmistir. 19.yiizylin baslarinda Tiyamin eksikliginin bir sonucu olarak beriberi
hastalig1 teshis edilmistir ve o yillarda kabugu soyulmus hububat iriinlerinin asir1
tilketiminin buna neden oldugu gosterilmistir. Beriberi hastaligi, kalp kas1 rahatsizligi,
diisiik tansiyon, sodyum depolanmasi, tasikardi ve akciger 6demine neden olan kuru
beriberi ve 6dem olusumu, istahsizlik, kaslar da zayiflik ve koordinasyon bozukluguna
neden olan yas beriberi olmak tizere iki sekilde siniflandirilmaktadir (Food and Nutrition
Board, 2000; Machlin ve Huni, 1994). Ani dliimlere sebep olan ¢ocuk beriberisi ise
kusma, kasilma, karin sigligi ve istahsizlikla kendini gosterir. Ayrica kalp yetmezligine
de neden olabilir. Tiyamin eksikligi Oncelikle beriberi hastaligi olarak kendini
gostermesine karsin daha u¢ durumlarda Wernicke-Korsakoff sendromu olarak da bilinen
bir hastaliga yol agar ve temel belirtileri yorgunluk, huzursuzluk ve konsantrayon
eksikliginin yaninda haliisinasyonlar, ¢esitli mental bozukluklar ve komay1 da igeren daha
siddetli belirtiler de gozlenir. Bu sendrom uzun siireli alkol aliminda ve asir1 sigara

tiiketimin de kendini gosterir (Tang vd., 2006; Eitenmiller vd., 2008).

Dengesiz beslenme ve asiri tiiketilen etanoliin bagirsakta tiyamin absorbsiyonunu inhibe
etmesi sonucu alkoliklerde yukaridaki belirtiler sik¢a goriilmektedir. Ayrica kronik
kusma, anoreksi, gastrointestinal hastaliklar ve parenteral beslenme durumlarinda ve
yaslilikta bu belirtilere daha sik rastlanmaktadir. Diisiik depolama zamanina bagli olarak
tiyamin yetersizligi 10 giin i¢inde, eger alim durmussa daha siddetli eksikligi 21 giin
icinde gozlenmektedir (Lynch ve Young, 2000).

Tiyamin(B1 vitamini) i¢ceren 6nemli gida kaynaklari zenginlestirilmis kahvalti gevrekleri,
islenmemis tahillar, zenginlestirilmis tahil {iriinleri, baklagiller, kuruyemisler ve ayrica

bazi hayvansal gidalarda bulunur (Solfrizzo vd., 2010).
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Tiyaminin giinliik diyetle aliminin dort temel kaynagi vardir ve bunlarin toplam dagilima;
tahil gevrekleri (%50), sebzeler(%20), et(%10) ve siit {irlinleri(%10) olarak verilebilir.
Piring, seker, alkol, yag ve diger islenmis gidalar tiyamince fakir kaynaklardir (Gibson ,

1990).

Yiyeceklerin pisirilmesi var olan tiyaminin azalmasina neden olabilir. Ayranci ve Kaya
tarafindan yapilan bir ¢alismada, makarnanin pisirilmesi sirasinda % 50 ye kadar tiyamin
kaybinin gergeklestigini ve bunun kismen termal bozunma yiiziinden oldugu ancak daha
cok pisirme isleminde vitaminin suya ge¢mesinden kaynaklandigi ortaya cikarilmistir
(Ayranci ve Kaya, 1993). Pisirme kayiplar1 daha ¢ok piring ve yesil sebzelerde gozlenir.
Ormnegin 1spanakta, 6zellikle de yiiksek pH’da ve kloriir varliginda tiyamin kayb1 %90
lara kadar ¢ikabilmektedir ( Kimura vd., 1990).

1.1.3 Riboflavin (B2 Vitamini)

B2 vitamini olarak bilinen Riboflavin; ilk kez 1932’de hiicre solunumunda rolii oldugu
diistiniilen sar1 renkli bir enzim olarak Brewer mayasindan izole edildi. 1933 de yapisi
aydinlatildi ve 1935°de ilk kez laboratuvar ortaminda sentezlendi. Riboflavin yetmezligi
tek basina nadir goriiliir. Genellikle suda ¢oziinen vitaminlerin genel eksikliginin bir
sonucu olarak meydana gelir. Riboflavin enerji, protein ve lipid metabolizmasinda 6nemli
gorevler lstlenir. Riboflavin eksikliginin en karakteristik belirtisi agiz i¢i ve agiz
kenarindaki yaralardir. Diger belirtileri ise ciltte dokiintii, agiz kenarinda kizariklik ve
catlaklar olarak sayilabilir( Powers, 2003). Riboflavin eksikliginin tanis1 biyokimyasal
testlerle yapilir. Klinik olarak izlenmesi Flavanin Adenin Diniikleotite (FAD) kofaktor
olarak gereksinim duyan eritrosit glutationin rediiktaz (EGR) enziminin izlenmesiyle
yapilir. Giinliik diyetteki riboflavin kaynaklar1 ¢cogunlukla hayvansal tiriinlerdir. Siit ve
diger siit iirtinleri riboflavin i¢in miikemmel dogal kaynaklardir. Tahillarin riboflavin
igerigi diislik olmasina ragmen devamli alindiklarinda 1yi kaynaklardan biri olabilir. Yesil
sebzelerin riboflavin ierigi meyvelere kiyasla daha yiiksektir (Ruiz vd., 2013). Islenmis
tirtinlerde hem pisirme hem de depolama sirasinda riboflavin miktarinda azalma olur (

Boyac1 vd., 2012).

Her iki vitamin tiirii i¢in de farkli yas gruplarma gore giinliikk alinmasi tavsiye edilen

miktarlar Cizelge 1.1°de goriilmektedir.



Cizelge 1.1 Tiyamin ve Riboflavin i¢in giinliik diyetle alinmasi tavsiye edilen miktarlar
(Etienmiller vd., 2008)

Giinliik Diyetle Alinmasi Tavsiye Edilen Miktar (mg/Giin)

Yas Grubu
Tiyamin Riboflavin
Yeni Dogan
0-6 Ay 0.2 0.3
7-12 Ay 0.3 0.4
Cocuk
1-3 0.5 0.5
4-8 0.6 0.6
Erkekler
9-13 0.9 0.9
14-18 1.2 1.3
19-30 1.2 1.3
31-50 1.2 1.3
51-70 1.2 1.3
Kadnlar
9-13 0.9 0.9
14-18 1.0 1.0
19-30 1.1 1.1
31-50 1.1 11
51-70 1.1 1.1
Hamilelik Dénemi
< 18 1.4 1.4
19-30 1.4 1.4
31-50 1.4 1.4
Emzirme Donemi
< 18 1.4 1.6
19-30 1.4 1.6
31-50 1.4 1.6




1.1.4 B1ve B2 Vitaminlerinin kimyasal ve spektral ozellikleri

Tiyamin dogal olarak serbest tiyamin ve tiyamin mono fosfat (TMP), tiyamin di fosfat
(TDP) ve tiyamin tri fosfat (TTP) formlarinda bulunur. Hayvan ve bitki dokularinda tiim
formlar bulunmasina ragmen, bitki dokularindaki serbest tiyamin miktar1 hayvan
dokularina nazaran daha fazladir( Moore ve Dalan, 2003). Tiyaminin (B1 vitamini) agik

formiilii Sekil 1.1°de verilmistir.

Kimyasal yapisinda bir pirimidin halkasi, siibstitiie olmus thiazoliin 3.konumundaki azota
bir metilen kopriisii ile baglanir. Bl vitamini olarak bilinen tiyaminin tam adi: 3-((4’-
amino-2’-metil-5’-pirimidinil) metil)-5-(2-hidroksietil)-4-metil thiyo azol diir. Tiyaminin
farkli yapilari arasinda tiyamin hidro kloriir Birlesik Devletler Farmakoloji Birligi
tarafindan referans standart olarak kabul edilir. Diger formu olan tiyamin mono hidrat
suda ¢ok daha az ¢oziindligl i¢in endiistriyel alanlarda ve arastirma calismalarinda ¢ok
fazla kullanilmaz. Tiyamin hidro kloriir ortam pH’na bagl olarak 200-300 nm arasinda
sogurum yapar. pH 2.9°da 246 nm’de tek sogurma maksimumuna sahipken 5<pH<7
bolgesinde 234-264 nm’de primidin ve tiyoazol halkalarindan kaynaklanan iki
maksimuma sahiptir (Blake 2007; Kondyli vd., 2007).

B2 vitamini olarak bilinen riboflavinin a¢ik adi ise 7,8-dimetil-10(1°-D- ribitil)
isoalloksazindir. Izoalloksazin halkasi yaygin olarak flavin halkasi olarak da bilinir.

Riboflavinin agik yapis1 Sekil 1.2°de goriilmektedir.

NH,
NN NN
)l\ 7 =
HC™ N Hye

OH

Sekil 1.1 Tiyaminin acik kimyasal yapisi


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f0/Thiamin.svg

CH 5

CH 5

Sekil 1.2 Riboflavinin (B2 Vitamini) a¢ik kimyasal formiilii

Riboflavin sar1 yesil renkte ince kristaller halinde floresans aktif bir bilesiktir.
Riboflavinin karakteristik 6zellikleri incelenecek olursa sulu ¢ozeltilerinde 223, 266, 373
ve 445 nm’de absorpsiyon pikleri verdigi goriilir. UV-VIS spektral 6zellikleri ¢ok
belirgin olmasimna ragmen daha duyarl olgiimler igin bilesigin floresans ozelligi de

kullanilabilir (Portocarrero vd., 2011; Eitenmiller vd., 2008).

1.1.5 Tiyaminin ve riboflavinin kararhhklari

Ortam pH’1 noétrale yaklastifi zaman tiyamin, suda ¢dziinen vitaminler arasinda en
kararsizlarindan biridir. Tiyaminin maksimum kararliligi pH 2 ila 4 arasindadir. Bu
yiizden asiditligi diisiik olan yiyeceklerde 1sitma islemlerindeki kayiplara karsi oldukga
duyarhidir. Tiyamin bazik pH’larda oldukg¢a kararsizdir. Kararliligi, gidanin yapisina ve
uygulanan 1sitma islemine baglidir. Ayrica Tiyamin (Bl vitamini) suda c¢dziinen
vitaminler igerisinde, radyasyona en az dayanikli olanidir. Calenberg ve ark. tarafindan
yapilan bir ¢alismada mikro dalga yoluyla isitilan tavuk orneklerinde %28 ila %31

arasinda tiyamin kayb1 oldugu gosterilmistir (Calenberg vd., 1999).

Riboflavin eger 1s1ktan korunursa 1s1 ve oksidasyona kars1 kararlidir. Bir¢ok gida {iretim
islemi riboflavin i¢eriginde ¢ok az degismeye neden olur. Asirt miktarda fiziksel kayiplar
liging etkisi ile olurken kimyasal bozunma nadiren olur (Vinas vd., 2004). Asitlik arttik¢a
kararlilig1 artarken, 1s1l bozunmaya kars1 max. kKararlilik pH 2-5 arasindadir. 420-560 nm
arasindaki UV-VIS 1s1n riboflavin bozunmasina neden olan en biiyiik etkidir. Ayrica
¢Ozeltinin pH’1 bozunmanin yoniinii tayin eder. Asidik ve nétral ¢ozeltilerde ribitil zinciri
koparak ltimikrom olusurken bazik ¢ozeltilerde UV 15181n da etkisiyle liimiflavin olusur

(Eitenmiller vd., 2008). Riboflavin yapist asit hidrolizine karsi dayanikli iken FMN
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(Flavin mono niikleotit)ve FAD (flavin adenin di niikleotit) pH<5’in altinda kolayca

riboflavine doniisiir

1.1.6 Vitamin analizlerinde yaygin kullanilan yéntemler

Vitamin analizlerinde elektroanalitik, spektroskopik ve kromotografik temelli
yontemlerin kullanildig1 pek c¢ok c¢alisma mevcuttur. Klinik laboratuvarlar ve fazla
duyarlilik  gerektirmeyen c¢aligmalarda genelde spektroskopik  yontemlerden
yararlanilirken, segicilik ve duyarliliga ihtiya¢ duyulan eser diizeydeki analizlerinde
cogunlukla kromotografik yontemler tercih edilmektedir. Yiiksek basarimh
(performansli) sivi kromotografisi (HPLC), yiiksek seciciligi ve kullanilan detektor
sistemine gore sagladigi etkin duyarliligi nedeniyle vitamin analizlerinde oldukga sik
kullanilir. Ayrica yagda ¢Ozlinen vitaminlerin ugucu tiirevlerinin hazirlanmasi

durumunda gaz kromotografisi de etkin bir sekilde tayinler i¢in kullanilabilmektedir.

Gergek orneklerde vitamin analizlerinde karsilasilan iki temel sorun vardir. Bunlardan
ilki; ilgilenilen tiiriin 6rneklerde olduke¢a diisiik diizeylerde bulunmasi, ikincisi ise her
tiirli girisim etkileridir. Eger 6rneklerdeki vitamin diizeyi kromotografik olarak dogrudan
tayin edilebilecek seviyede ise HPLC’ nin sagladigi se¢icilik ¢ogu durumda dogrudan
tayinleri miimkiin kilmaktadir. Ancak ilgilenilen tiir, cihazin tayin sinirlarina yakin bir
derisime sahip ise bu durumda tayin Oncesi ayirma ve zenginlestirme ydntemlerine
basvurulmasi gerekir. Uygulanacak bu 6n islem ile hem analizi bozabilecek major
diizeydeki girisimci tiirler uzaklastirilirken hem de analit tiirlerin cihazla dogrudan tayin

edilebilecek diizeylere kadar zenginlestirilmesi saglanmis olur.

Vitaminler gibi viicutta énemli fonksiyonlari olan gida bilesenlerinin giinliik diyetle
alinan miktarlarinin takibi a¢isindan giivenilir, hizli, dogrulugu ve kesinligi yiiksek, kolay
uygulanabilir, diisiik maliyetli yontemler gelistirmenin gerekliligi ve 6nemi agiktir. B1 ve
B2 vitaminlerin tayini i¢in 2003 te yayinlanan Avrupa standartlari mevcuttur (European
Standard, 2003a, 2003b). Bu yontemlerin temelinde tiyamin tiirleri Oncelikle
tiyaminmonofosfat (TMP), tiyamindifosfat (TDP) ve tiyamintrifosfat’a (TTP)
dontistiiriilirken riboflavin ise flavinmononiikleotid (FMN) ve flavin adenin diniikleotid
(FAD) gibi fosforlanmus tiirevlerine doniistiiriilmekte ve kromatografik yontemlerle tayin

edilmektedir.



1.1.7 B1 ve B2 vitamini tayini i¢in kullanilan yontemler

Tiyaminin basit bir kimyasal reaksiyonla, floresans aktif bir tiir olan tiyokroma
dondstiiriilebilmesi (AOAC 1984), riboflavinin ise kendisinin dogrudan floresans aktif
bir madde olmasi nedeniyle bu vitaminlerin kromotografik tayinlerinde rutin
uygulamalarda genelde floresans dedektoriin kullanildigi goriiliir. Kolondan ayrilan
tiriinlerin absorbanslarinin izlendigi UV-VIS dedektér veya ¢ok kanalli diyot serisi
(DAD) detektoriin kullanildig1 arastirma calismalari da mevcuttur. Bir¢ok arastirma
laboratuvarinda HPLC cihazlar1 i¢in secilen dedektor sistemi tercihen absorbans
temellidir. Clinkii floresans detektore gore oldukga genis bir uygulama alanina sahiptir.
Ayrica ortalama olarak bir UV dedektor 5000 $, DAD dedektorii 8000 $ iken floresans
dedektoriin yaklasik maliyeti 16000 $ seviyelerindedir. Hem maliyetindeki belirgin
fazlalik hem de uygulama alanimnin simirliligi nedeniyle floresans dedektorleri absorbans

dedektorleri kadar yaygin kullanilmamaktadir.

Literatirde B grubu vitaminlerin analizi ig¢in mikrobiyolojik yontemler, klasik
gravimetrik ~ ve  titrasyon  yontemleri,  spektrofotometri,  spektroflorometri,
kemiliiminesans, segici membran elektrotlari, potansiyometri, kapiler elektroforez,
immiinolojik yontemler (ELISA), kromatografi (ince tabaka kromatografisi, gaz
kromatografisi, yiiksek basingli sivi kromatografisi) ile hibrid kromatografik ve
spektrometrik yontemler gibi (HPLC-MS, GC-MS vb.) ¢esitli teknikler vardir. Bu
yontemlerden kiminin segiciligi yetersiz, kiminin duyarligi diisiik ve zahmetli, kimi ise
yikksek kurulum ve isletim maliyeti gerektirir. Bunlarin arasinda gravimetrik ve
volumetrik yontemler nispeten yiiksek konsantrasyondaki bazi B grubu vitaminlerin
tespiti i¢in uygundur. B grubu vitaminlerin 6l¢iimiinde ince tabaka kromatografisi, gaz
kromatografisi ve kapiler elektroforez yontemleriin uygulamalari azdir. Giiniimiizde bu
amagla en ¢ok kullanilan yéntemler HPLC, florometri ve spektrofotometridir (Otles ve

Karaibrahimoglu, 2005; Aktas, 2011).

Mikrobiyolojik yontemler 6zgiill ve duyarli yontemlerdir fakat fiziko kimyasal
yontemlerle karsilastirildiginda zaman alicidir; ayrica farklilik yaratmamak igin analitik
yonergeye kesinlikle uyulmalidir (Otles, 2008). Florometrik ydntemler 6zellikle tibbi

amacl vitamin preparatlarinin analizleri i¢in uygundur fakat bu yontemlerin seciciligi
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diisiiktiir. Birgok bilesenin floresan 6zelliginin olmamasi floresan tiirevlerin olusmasina

yardimei reaktiflerin gelistirilmesine yol agmistir (Otles ve Karaibrahimoglu, 2005).

Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC), biyokimya ve analitik kimyada sikca
kullanilmaktadir. HPLC ile UV-Vis dedektor kombinasyonu, gidalardaki yagda ve/veya
suda ¢oziinen vitaminlerin tespit edilmesinde en ¢ok kullanilan yontemlerdendir. Vitamin
analizi igin, ters faz (RP-HPLC), normal faz (NP-HPLC), iyon degisim (IEC), iyon ¢ifti
(IPC) kromatografileri ile farkli kolonlar (C18, NH2) ve dedektorler (UV, floresans) ile
kombine edilen farkli HPLC yontemleri vardir. Yontemlerin ¢ogunda tamponlanmis
mobil faz kullanilmaktadir. Cesitli kolon dolgu maddeleri gelistirilmistir. Tek ya da
degisen dalga boylarinda UV-Vis absorbans, fotodiyot serisi, florometrik veya
elektrokimyasal yontemler uygulanabilmektedir (Otles, 2008; Aktas, 2011).

Vitaminlerin karmagsik 6rnek matrikslerinden ayrilarak, nitel ve nicel analizleri i¢in
gelistirilen kimyasal ve enstriimental yontemler gida ve ilag sanayi basta olmak {izere pek
cok akademik calisma ortaminda insan saghigi, gidalarin besin degeri ve etiket bilgileri

acgisindan ¢ok onemlidir.

Vitaminlerin ortam kosullarina dayaniksiz olmasindan ve matrislerin karmasikligindan
dolay1 vitamin dl¢timiinde dogru ve etkili analitik yontemler iizerine arastirmalar yogun
bir sekilde yapilmaktadir (Aktas,2011; Moreno ve Salvadd, 2000; Otles ve
Karaibrahimoglu, 2005).

Eser miktarda bulunan, vitaminlerin gida matrislerinden ekstraksiyonu olduk¢a zordur.
Bazi aragtirmacilar vitamin ekstraksiyonu i¢in kimyasal yontemler1 onerirken, digerleri
bu islemlerin asit fosfataz, takadiastaz veya a-glikozidaz gibi parcalayict enzimlerle
birlikte uygulanmasini tercih etmektedir. Baz1 durumlarda enzim iglemi mineral asit
hidrolizinden 6nce uygulanmaktadir. Gida 6rnegi kati ise analizin ilk asamada kuvvetli
asit, alkali veya ¢0ziicii ile 1sitma islemi birlikte uygulanarak, vitaminin gida 6rneginden
ekstraksiyonu gerekmektedir. Ardindan, gida matrisindeki proteinlere veya diger
bilesenlere bagli olan suda ¢oziiniir vitaminlerin serbest hale gegmesini saglamak igin

enzim uygulamasi yapilmaktadir (Otles ve Karaibrahimoglu, 2005).

Tiyamin geleneksel olarak floresansa duyarli bir bilesen olan tiyokroma oksidasyonu
sonras1 florometri ile mikrobiyolojik yontemle veya giinimiizde HPLC kullanilarak
analiz edilmektedir (Ottaway, 1993).



Mikrobiyolojik olarak yapilan bir tayinde ise tiyamin gida 6rneginden genellikle asit ile
eritisinden sonra enzim uygulamasi ile ekstrakte edilmektedir. Daha sonra Lactobacillus
fermentum ve L. viridescens gibi tiyamin varliginda gelisen mikroorganizmalar ekstrakte
edilmektedir. inkiibasyon sonrasi bulaniklik 6l¢iimiine gore tiyamin tespiti yapilmaktadir

(Kim, 2009).

HPLC yontemleri, ilaglarda ve biyolojik materyallerde, tiyaminin ve fosforlanmis
formlariin hizli, hassas ve spesifik olarak analiz edilmesi i¢in son yillarda oldukca
gelistirilmistir. Ters faz HPLC gida 6rneklerinde tiyamin analizi i¢in en yaygin kullanilan
yontemdir. UV veya floresan detektor kullanilarak tiyamin analizi yapilabilmektedir. UV
dedektor, duyarliligi ve seciciligindeki diisiiklige ragmen yaygin kullanim alanina
sahiptir. Tiyamin dogrudan floresans 6zellige sahip olmadigindan, kolon 6ncesi veya
sonrast alkali oksidasyon igin reaktifler kullanilarak tiyokroma doniistiiriilmelidir.
Tiyokromun maksimum floresans verdigi uyarma dalga boyu 365-375 nm, emisyon
dalga boyu 425-435 nm’dir. Tiyokromun floresans siddeti pH’ya baglidir ve pH 8’in
iistiinde kararli durumdadir, dolayisiyla mobil fazin pH’s1 8’in iistiinde olmalidir (Kim,

2009).

Riboflavin gidada serbest riboflavin ve proteine bagli FAD ve FMN olarak
bulunmaktadir. Besin igeriklerinde FAD, FMN ve riboflavin toplami olarak tanimlanan,
toplam riboflavin igerigini belirlemek gerekmektedir (Ball, 1994). Toplam riboflavin

analizi i¢in mevcut teknikler; mikrobiyolojik tayin, florometrik yontemler ve HPLC dir.

Riboflavinin proteine bagli formlarinin ekstraksiyonu seyreltik asit ile yapilmaktadir. Bu
islem, FAD’nin ¢ogunu FMN’ye hidroliz etmektedir. Eger serbest riboflavin analizi
yapilacaksa, FMN takadiastaz gibi ticari enzim preparatlar1 kullanilarak enzimatik olarak
hidroliz edilmelidir. Bu enzim preparatlar1 amilaza ek olarak fosfataz da icermektedir,
dolayisiyla FMN’nin  riboflavine  defosforilasyonu  gerceklesmektedir. Eger
karbonhidrat¢a zengin bir gida analiz ediliyorsa, amilazin nisastay1 hidroliz etmesi gibi
bir avantaji vardir. Riboflavin 1s18a ¢ok hassas oldugundan analiz siiresince ekstraktlarin
ve standartlarin giin 15181ndan ve giiclii suni 1s1ktan korunmasi gerekmektedir (Ottaway,

1993).

Toplam riboflavin analizi i¢in ekstraksiyon islemleri asit ve enzim hidrolizini

icermektedir. Kromatografik yontemler FMN ve serbest riboflavini ayirabilmektedir.
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HPLC ile belirlenen FMN ve serbest riboflavin konsantrasyonlar1 toplanarak toplam
riboflavin konsantrasyonu elde edilmekte ve bu durumda enzim hidroliz asamasina gerek
kalmamaktadir (Kim, 2009).

1.1.8 Vitamin analizlerinde karsilasilan temel sorunlar

Pestisitler, vitaminler, ila¢ etken maddeleri ve biyoaktif molekiiller gibi organik
molekiillerin eser dilizeydeki miktarlarin1 biyolojik sivilar, g¢evresel Ornekler, gida
ornekleri gibi pek ¢ok karmagsik matrikste tayini analitik kimyacilar icin iistesinden
gelinmesi gereken sorunlardan biridir. Bu amagla gercek oOrneklerin enstriimental
yontemlerle analizi oncesinde genelde uygun bir ayirma ve zenginlestirme yontemi
kullanilir. Farkli tekniklere kombine edilmis ekstraksiyon ve zenginlestirme
yontemlerinin gelistirilmesi mevcut yontemlere duyarlilik, secicilik, analiz maliyeti ve
hiz gibi 6nemli 6zellikler kazandirir. Uygulanacak 6rnek hazirlama igleminin boyutu hem
ornek matriksine hem de hedef tiiriin 6rnek ic¢indeki derisimine (seviyesine) baglidir.
Gergek orneklerle calisirken uygulanacak 6rnek hazirlama isleminin temel basamaklari
tipik olarak; homojenizasyon, ekstraksiyon, girisimcilerin giderilmesi ve zenginlestirme

olarak siralanabilir.

Bir analitin ekstraksiyonunu etkileyen parametreler ¢oziiniirligi, yapisal 6zellikleri ve
matriks etkileridir. Siv1 6rnekler; genelde dogrudan sivi-sivi ekstraksiyonuna benzer
yontemlerle tayine hazirlanabilirken, kati 6rneklerle ¢alisirken genellikle ilk asamalar;
kurutma, ogiitme, eleme gibi Ornegin homojenizasyonu amagclayan basamaklardir.
Ekstraksiyon islemlerinden sonra sulu ya da organik fazda elde edilen analit tiirleri eger
tayin edilebilecek diizeyde ise dogrudan uygun bir enstriimental yontemle analize
hazirdir. Bir¢cok ornekte ise tayin dncesi analit tilirlerin cihazin tayin sinirlariin iizerine
kadar zenginlestirilmesi gerekir. Geleneksel zenginlestirme (ekstraksiyon) yontemleri,
diisiik ayirma etkinlikleri, zaman ve emek kaybi, toksik coziiciilerin yiiksek miktarda
tiketimi ve olusan fazla miktardaki atik sorunu gibi problemlere yol agar. Son
zamanlarda, o6zellikle 2000 yilindan itibaren, bulutlanma noktasi ekstraksiyonu(CPE)
bircok farkli 6rnek tiirliniin, ayirma ve zenginlestirme islemlerinde ¢cok yaygin olarak
kullanilmaya baglandi. Klasik zenginlestirme yontemleri ile kiyaslandiginda CPE’yi 6ne
¢ikaran ozellikler; (1) kullanilan ¢ok kiigiik miktarda surfaktanin uguculuk, toksidite ve

alevlenebilirlik gibi olumsuz 6zellikleri olmayist; (2) yiiksek zenginlestirme etkinligi; (3)
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diisiik maliyeti; (4) farkli tip ve dogaya sahip Orneklere uygulamaya uygun olusu; (5)
zenginlestirme sonrasi elde edilen fazin hem spektroskopik hemde kromatografik
yontemlere uygun olusu ve (6) islemler sirasinda analit kaybinin asgari diizeyde olmasi

olarak siralanabilir(Andres vd., 2011).

Etkin  bir  zenginlestirme  yontemi olarak CPE; polisiklik  aromatik
hidrokarbonlarin(PAHs) (Hung vd., 2007), 6strojenin (Wang vd., 2006), biyolojik
materyallerin (Ortega ve ark., 2011; Zhu ve ark., 2006) ve de metal iyonlarmin(Ulusoy
et al. 2012) zenginlestirilme ve tayininde basarili bir sekilde uygulanmaktadir. Ayrica,
HPLC ve GC gibi kromatografik tekniklere birlesik olarak hem bu cihazlarla tayin
edilebilen analit miktarlar1 6nemli derecede diismiis hem de ayirma etkinliginin artmasi
ile daha girisimsiz tayinler basarilmistir. CPE yontemi ile yapilan yayinlanmis ¢aligmalar
daha cok metalik tiirlerin bir ligant yardimiyla zenginlestirilmesi ve spektroskopik
yontemlerle tayini iizerine yogunlagmistir. Son zamanlarda, organik molekiillerin
zenginlestirilme sonrast kromatografik yontemlerle tayini i¢in yapilan c¢alisma

sayilarinda ciddi artis gozlenmektedir.

1.2 Kromatografik Ayirma Yontemleri
Kromatografi; bir 6rnek i¢indeki maddelerin, biri hareketli ve digeri sabit olmak tizere iki
faz arasinda dagilimlarina bagl olarak, ayirma ortamini farkli zamanlarda terk etmelerini

esas alan kalitatif ve kantitatif analiz yapilmasina olanak saglayan yontemler biitiniidiir.

Bugiin onlarca temel kromatografik yontemlere ilaveten hemen her giin yeni katilimlarla
kromatografik yontem sayist artmaktadir. Bu nedenle tek bir simiflandirma ile
kromatografik yontemleri siralamak gercekei olmayacaktir. Kromatografik yontemler

cesitli sekillerde siniflandirilabilir. Bu siniflandirilmalar:

a) Kromatografik ortamin fiziksel sekline gore,
b) Ornegin kromatografik ortama verilis bi¢imine gore,
¢) Kromatografik ayirma mekanizmasina gore,

d) ki fazin polarlik durumlarima gore,
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e) Iki fazin fiziksel haline gore, yapilabilir

Yukaridaki siniflandirmalarin 6tesinde pratikte kromatografik yontemler denilince akla
klasik olarak su yontemler ve siniflandirma gelir (Alver, 2011; Demirci ve Ozcimder,

2009) .
1. Kagit kromatografi,
2. Ince tabaka kromatografi,
3. Kolon kromatografi,
4. Gaz-s1vi kromatografi,
5. Yiiksek basing s1v1 kromatografi
6. Stiperkritik akiskan kromatografi
1.2.1 Kromatografide kullanilan bazi temel kavramlar
Bir kolonda ayrilan bilesenler kromatografik dedektore ulasip bir elektriksel sinyal

olustururlar. Bu sinyal zamana ya da eliisyon hacmine karsi grafige gecirilirse

kromatogram denilen egriler elde edilir (Sekil 1.3).

S—g

Dedektbr sinyali —

Zaman —=

Sekil 1.3 Ornek bir kromatogram
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Dagilma Sabitleri; Bir kolonun A ve B tiirlerini ayirma giicti onlarin kolonda hareket

edebilme hizlarinin oranina baglidir. Bu hizlar tiirlerin, hareketli ve sabit fazlar arasinda
meydana getirdikleri denge sabitinden hesaplanabilir. Bunun i¢in bir tiiriin hareketli ve
sabit fazdaki dagilma oranlarina bakilir. Buna gore, bir A tiirii i¢in hareketli ve sabit fazlar

arasinda,
A (haraketli) < A (sabit)
seklinde bir denge kurulur. Bu dengenin sabiti, K’ya dagilma sabiti veya dagilma orani

denir ve

Cs
Cm

K= 2.1)

seklinde gosterilir. Buradaki Cs, A tiirliniin sabit fazdaki, Cm da A tiiriiniin hareketli
fazdaki analitik derisimidir. Genel olarak bu tiiriin iki faz arasindaki dagilma sabiti genis
bir derisim araliginda sabittir. Buna gore sabit fazdaki Cs derisimi, dogrudan hareketli

fazdaki Cm derigimine baglidir.

Alikonma Zamani; Sekil 1.3’de tek bir analit igeren numune igin tipik bir kromatogram

goriilmektedir. Numune enjeksiyonundan sonra, analit pikinin detektdre ulagsmasi igin
gecen zamana alikonma zamani denir ve tr ile gosterilir. Soldaki kiiciik pik kolonda
tutulamayan bir tiire ait olup, bu pike ait olan zamana 6lii zaman ad1 verilir ve twm ile
gosterilir (Skoog, vd., 2006). Tutulamayan tiiriin ortalama go¢ hizi, hareketli faz

molekiillerinin ortalama hareket hizina esittir.

Alikonma Faktorii (Kapasite Faktori); Alikonma faktori sabit fazdaki madde miktarinin

hareketli fazdaki madde miktarina oranmidir ve k’ ile gosterilir. Bir A maddesinin alikonma

faktoru;
, v
k, = KA'_V; (2.2)

ile tanimlanmistir. Burada Ka, A maddesinin iki faz arasindaki dagilma katsayisidir. Buna
gore alikonma faktorii, dagilma oraninin faz hacimlerinin oraniyla ¢arpimidir. kj ile tr

arasinda asagidaki esitlik vardir.
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ey = BM (2.3)

tm

Secicilik Faktorii (a); Bir kromatogramda birden fazla madde ayriliyorsa, bu tiirlerin

birbirinden ne kadar iyi ayrildiginin bir 6l¢iisiidiir. A ve B gibi iki madde i¢in;

K_B _ i — (tr)B—tm (2 4)

X= == =
Ka knp (tR)a—tm

olarak tanimlanir. Genel kural olarak ge¢ c¢ikanin verileri erken ¢ikanin verilerine

oranlanir. Bu nedenle bu faktér daima 1 den biiyiiktiir.

Bant Genisleme Teorisi; Cogu kromatografi kolonunda verimlilik asagidaki baginti ile

yaklasik olarak bulunabilir.
H=A+2+C.u (2.5)

Esitlik “Van Deemter esitligi” olarak bilinir. Burada H, santimetre olarak teorik plaka
yiiksekligi ve u ise saniye basina santimetre olarak hareketli fazin dogrusal hizidir. A, B
ve C sira ile ¢oklu akis yollar1, boyuna difiizyon ve fazlar arasinda kiitle aktarim olaylar1

ile ilgili katsayilardir.

Eddy Diflizyonu (A) ; bant genislemesinin nedenlerinden biri, molekiillerin (veya iyon)
dolgulu bir kolonda farkli yollar izleyerek ilerlemesidir. Bu yollarin uzunlugu 6nemli
Olciide birbirinden farkli olabilir. Boylece aym tiiriin molekiillerinin kolondan ¢ikis
siireleri de farklhidir. Coziinen madde molekiilleri kolon ¢ikisinda, belirli bir zaman
araliginda ulastiklar1 i¢in bant genislemesi olur. Bu etkiye Eddy Diflizyonu ad1 verilir.

Eddy difiizyonu kolon dolgusunu olusturan taneciklerin ¢api ile dogru orantilidir.

Boyuna Diflizyon Terimi (B/u) ; kolon kromatografisinde boyuna difiizyon, ¢6ziinen
maddenin daha derisik olan bant merkezinden daha seyreltik olan ilerisine veya gerisine
dogru (yani hareketli faz akis yoniinde veya ters yonde) difiizlenmesi bant genislemesine
neden olur. Boyuna difiizyon terimi birim derisim farki bulunan durumlarda gé¢ hizina

esit bir sabit olan hareketli faz difiizyon katsayis1 (Dwm) ile dogru orantilidir.

Boyuna diflizyon etkisi hareketli faz hiz1 ile ters orantilidir. Akis hiz1 yiiksek oldugunda,
analit kolonda daha kisa siire kalacagi i¢in, bu ters orant1 sasirtict degildir. Boylece bant

merkezinden uclara diflizyon i¢in daha az siire vardir. Sivilarin difiizyon katsayilari
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gazlarinkine gore birka¢ mertebe kiiclik oldugundan, boyuna difiizyon etkisi sivi

kromatografide daha azdir.

Durgun Faz Kiitle Aktarim Terimi (C.u) ; Durgun faz baglh bir siv1 ise, kiitle aktarim
katsayisi, destek parcaciklarinin iizerindeki film kalinligmin karesi ile dogrudan,
¢ozilinenin bu film i¢indeki diflizyon katsayis1 DS ile ters orantilidir. Bu etkenlerden ikisi
de analit molekiillerinin, hareketli faza aktariminin yer alabilecegi ara ylizeye ortalama
varis hizin1 azaltmaktadir. Film kalin ise, molekiiller ortalama olarak yiizeye ulagsmak i¢in
daha uzun yol almak zorundadir; difiizyon katsayilar1 kii¢iik ise, hareketleri daha yavas

olacaktir. Bunun sonucunda kiitle aktarim hizi daha yavas olur ve tabaka yiiksekligi artar
(Skoog, vd., 2006).

1.2.2 Yiiksek performansh (Basarimh) sivi kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli Sivi kromatografi (HPLC), en yaygin kullanim alanma sahip
ellisyon (ylriitliciisii s1vi olan) kromatografi tipidir. Bu yontem, ¢esitli organik, anorganik
ve biyolojik numunelerdeki tiirleri ayirmak ve tayin etmek icin bircok farkli alanda
siklikla kullanilir. Sivi kromatografide, hareketli faz, cesitli tiirlerin karigimindan
olusmus numuneyi tasiyan sividir. Yiiksek performansl kromatografi, genellikle ayirma

mekanizmasina veya durgun fazin tipine gore siniflandirilir. Bunlar arasinda,
(1) adsorpsiyon veya sivi-kati kromatografi;

(2) dagilma veya sivi-sivi kromatografi;

(3) Iyon gifti kromatografi;

(4) iyon-degisimi veya iyon kromatografi;

(5) boyut ayiric1 kromatografi ;

(6) afinite kromatografi ve

(7) kiral kromatografiyi sayabilir (Gilindiiz , 2002).
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1.2.3 Siv1 kromatografisi tiirleri
1.2.3.1 Adsorpsiyon kromatografisi
Adsorpsiyon kromatografisi adsorpsiyon olay1 iizerine kurulmus olup ilk kesfedilen
kromatografi ¢esididir. 1906 yilinda botanik¢i Tswett tarafindan kesfedilmistir. Tswett
yesil yapraklart kiyarak petrol eteriyle muamele etmis, elde ettigi renkli ¢ozeltiyi
(ekstrakt1), toz halindeki kalsiyum karbonatla doldurdugu bir kolondan gegirerek

yaprakta bulunan renkli maddeleri kolonun ¢esitli yerlerinde bantlar halinde toplamay1

basarmistir (Sekil 1.4).

Numune Hareketli faz

V.

A+B

Doldurulmu
kolon

o—— Dedektir

Iy

Dedektor
sinyali
>
>w

Zaman
(b)

Sekil 1.4 Dolgulu kolonda bilesenlerin ayrimi (Skoog vd., 2004)

a ) Bilesenlerin kolonda hareketi

b ) Elde edilen dedektér sinyali, kromatogram
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Bundan sonra 1934 yilina kadar bu yontem {izerinde pek durulmamistir. Ancak bu tarihte
Kuhn ve Tederer’in ayn1 yontemle karotenleri birbirlerinden ayirmasi konuyu birden
gindeme getirmis ve yontem hizla gelismeye baslamistir (Skoog vd., 2006; Giindiiz,
2002; Holler, 2007).

Bu yontemde genel olarak sabit faz olarak ince dgiitiilmiis kalsiyum karbonat, aliminyum
oksit, talk, silikajel gibi maddeler, hareketli faz olarak da, su, alkol, aseton, kloroform,
nitrobenzen, toliien, benzen gibi ¢oziiciiler kullanilabilir. Gerek hareketli, gerekse sabit
fazlarin se¢cimi oldukca ampiriktir. Hangi hareketli fazla hangi sabit fazin iyi sonug

verecegi ancak denenerek bulunur.

Bilindigi iizere c¢esitli maddelerin adsorplayici tabaka veya sabit tabaka iizerinde
adsorplanma dereceleri farkli oldugundan, kromatogram esnasinda maddeler yukaridan
asagiya farkl yerlerde toplanir. Maddeler farkli renklerdeyse yerleri kolaylikla tespit
edilir. Renkli degilseler, ultraviyole 1sinlara tutulup yerleri ve sayilar1 tespit edilir. Iyi bir
ayirma elde edilememisse, ¢Oziicii degistirilir. Maddeler birbirinden iyice ayrildiktan

sonra, bunlarin kolon ve adsorplayicidan ayrilmasi saglanir.

Adsorpsiyon kromatografisi, basit olmasi yaninda etkin bir ayirma yontemidir. Bu
yontem sayesinde izomerler, hidrokarbonlar, rasemik karigimlar, hormonlar ve

antibiyotikler kolaylikla ayrilabilir.

Adsorpsiyon kromatografi, daha ¢ok mol kiitleleri 5000 den daha az, nispeten apolar ve
suda ¢oziinmeyen organik maddelerin ayirmalarinda kullanilmaktadir. Adsorpsiyon
kromatografinin diger tekniklerde bulunmayan en 6nemli 6zelligi, meta ve para siibstitiie

benzen tiirevleri gibi izomerik karigimlari ayirabilmesidir.

1.2.3.2 Dagilma kromatografisi

Dagilma kromatografisinde kullanilan baslica sabit faz silikajeldir. Bunun nedeni,
silikajelin suyu siddetle adsorbe etmesi ve yiizeyinde sabit bir sivi faz meydana
getirmesidir. Silikajel lizerine sudan baska (s1v1 faz olarak) alkoller, glikoller, nitro metan
gibi sivilar da adsorbe ettirilebilir. Silikajelden baska aliimina, diatomeli topraklar, talk

selliiloz nisasta gibi maddeler de sabit faz olarak kullanilabilir.
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Hareketli faz olarak, tek veya karisim halindeki ¢oziiciiler kullanilir. Ister tek, ister
karisim halinde olsun, hareketli fazdaki ¢oziiciiler sabit fazdakilerle karismamali veya

birbirlerinin i¢inde biiyiik dl¢iide ¢oziinmemelidir. Hareketli faz denemeyle segilir.

Dagilma kromatografisinden ¢ikan ¢ozeltideki maddeleri teshis etmek icin, cesitli
yontemler kullanilir. Bunlarin baslicalari; eliie edilen ve farkli tiiplerde toplanan
coOzeltilerin sik araliklarla kirma indisine, absorbansina veya iletkenligine bakilir. Ancak,
en 1iyisi c¢ozeltilerin bir detektore gonderilerek numunenin toplam kromatograminin

alinmasidir.

Dagilma kromatografisinde, durgun faz, sivi hareketli faz ile karismayan ikinci bir sividir.
Bu teknik s1vi-sivi kromatografi ve sivi bagli faz kromatografi olmak tizere ikiye ayrilir.
Iki teknik arasindaki fark, kati taneciklerin yiizeyine durgun fazin tutturulmasindaki
yontem farkindan kaynaklanir. Sivi-sivi tekniginde durgun faz kati yiizeyine fiziksel
adsorpsiyonla; bagli faz tekniginde ise, kovalent baglarla tutturulur. Daha kararl

0zelliginden dolay1 daha ¢ok bagli faz dagilma kromatografi kullanilmaktadir.

Bagli faz dolgu maddelerinin ¢ogu, bir organoklorosilanin, sicak seyreltik hidroklorik asit
cozeltisinde hidrolizlenerek yiizeyine —OH grubu baglanmis silisyum dioksit ile
reaksiyona sokulmasiyla hazirlanir. Bu reaksiyon sonucunda olusan iiriin bir
organosiloksandir. Yiizeye fiziksel olarak tutturulmus dolgular, zamanla hareketli fazda
coziinerek siiriiklendikleri ig¢in sik sik yeniden kaplanmalari gerekir. Ayrica, bu
dolgularda, hareketli fazdaki ¢Oziinme problemiyle, gradiyent eliisyon teknigini
uygulamak pratik degildir. Baglh faz dolgularinin baslica sakincasi, biraz siirli numune

kapasitesine sahip olmalaridir.
Normal-Faz ve Ters-Faz Dolgu Maddeleri

Durgun faz ile hareketli fazin bagil polaritelerine gore iki tip dagilma kromatografiden
s0z edilir. S1v1 kromatografi ile yapilan ilk c¢alismalarda, durgun faz olarak daha g¢ok
trietilen glikol ve su gibi polaritesi yiiksek maddeler kullanilirdi. Hareketli faz ise, daha
cok hekzan veya i-propil eter gibi nispeten apolar ¢oziiciilerdi. Tarihsel nedenlerden
dolayi, bu tip kromatografiye simdi normal- faz kromatografi adi verilmektedir. Ters-faz
kromatografide ise, durgun faz apolar bir hidrokarbon; hareketli faz ise nispeten polar

olan bir ¢oziiciidiir (su, metanol, asetonitril veya tetrahidrofuran gibi).
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Normal - faz kromatografide, polarligt en az olan bilesen kolondan ilk once ¢ikar;
hareketli fazin polarhigi arttikca eliisyon zamani azalir. Ters — faz tekniginde ise, aksine,
polarlig1 en ¢ok olan bilesen kolondan ilk 6nce ¢ikar ve hareketli fazin polarlig: arttik¢a

eliisyon zaman artar.

HPLC ile yapilan biitiin ayirma islemlerinin dortte iiciinden daha fazlasinin oktil- veya
oktildesil siloksan bagli dolgu maddesi bulunduran ters-faz kromatografi ile yapildigi
sOylenebilir. Bu tiir dolgu maddelerinde uzun zincirli hidrokarbon bdoylelikle, apolar
hidrokarbon bir yiizey elde edilmis olur. Bu dolgu maddeleri ile kullanilan hareketli faz
ise, genellikle c¢esitli derisimlerde metanol, asetonitril veya tetrahidrofuran gibi

¢oziiciileri igeren sulu ¢ozeltilerdir (Skoog, vd., 2006; Giindiiz, 2002; Holler, 2007).

1.2.3.3 iyon ¢ifti kromatografi

Ters faz kromatografinin bir alt sinifi olup, bu teknikte, kolay iyonlasabilir tiirler ters faz
ilkesine gore isleyen kolonlarda ayrilir. Bu tip kromatografide, hareketli faza kuaterner
amonyum katyonu veya alkil stilfonat anyonu gibi ¢ok biiyiik boyutlu karsi iyonlar i¢eren
bir organik tuz eklenerek, analitin bir iyon ¢ifti olusturmasi saglanir. Buradaki ayrilma
stireci i¢in iki mekanizma Onerilmistir. Birincide, kullanilan kars1 iyon, hareketli fazdaki
z1t yiiklii analit iyonu ile yiiksiiz bir iyon ¢ifti olusturur. Sonra bu iyon ¢ifti, apolar durgun
faz ile polar hareketli faz arasinda dagilir ve 1yon ¢iftinin her iki faza bagil ilgilerine gore
degisen bir alikonma 6zelligine gore ayrilmis olur. Diger mekanizmada ise, karsit iyon,
normal ndtral durgun fazda kuvvetle tutunarak bu fazin yiiklii hale gegmesini saglar. Daha
sonra, hareketli fazdaki zit yiiklii iyonlarla tersinir iyon ¢ifti kompleksleri olusur ve
durgun fazla en saglam kompleksi veren analitin en uzun stire alikonmasi esasina gore bir

ayrilma olur.

1.2.3.4 Iyon degistirme kromatografisi

Iyon degistirme kromatografisi, bir kat1 maddenin yapisinda bulunan iyonlari, temasta
bulundugu c¢ozelti icindeki aynmi cinsten yiikli baska iyonlarla bir dengeye gore
degistirmesi 0zelligine dayanir. Bu amagla kullanilan kat1 maddeler, ¢6zelti ortaminda
hi¢ ¢oziinmeyen biiyiik molekiillii dogal ve yapma maddelerdir. Bunlar inorganik ve
organik diye ikiye ayrilir. Inorganik olanlar killer ve zeolitlerdir. Organik olanlar ise

dogal ve sentetik polimerlerdir.
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Giiniimiizde, bastirici-temelli ve tek-kolonlu iyon kromatografi tipleri kullanilir. Bu iki
yontem, analitin iletkenliginin Olgiimiine bozucu etki yapan eliient elektrolitlerinin

iletkenligini 6nlemede kullanilan yontemler yoniinden birbirinden farklidir.

1.2.3.5 Boyut ayiric1 kromatografi
Boyut ayiric1 veya jel kromatografi, sivi kromatografi tekniklerinin en yenisidir.

Ozellikle, yiiksek mol kiitleli tiirlere uygulanan ¢ok etkili bir tekniktir.

Boyut ayirici kromatografide dolgular, kii¢iik boyutlu (~10um) silis veya polimer
taneciklerdir. Bu dolgular ile ¢dziinen madde ve ¢6ziicti molekiillerinin difiizlenebilecegi
diizgiin gozenekli bir ag olusturulur. Bu gézeneklerde molekiiller, hareketli fazin akisi
sirasinda etkin bir sekilde tutulur ve sonra birakilir. Analit molekiillerinin ortalama
alikonma siiresi, molekiiliin etkin boyutuna baghdir. Ortalama gozenek biiyiikliiglinden
onemli Olclide daha biiyiik molekiiller, dolgu maddesi tarafindan tutulmazlar ve bu
molekiiller i¢in alikonma siiresinden bahsedilemez. Bdylece, bu molekiiller kolondan
hareketli fazla ayn1 hizda gegerler. Ortalama gbzenek biiyiikligiinden 6nemli 6l¢iide daha
kiiciik molekiiller ise, dolgu maddesinin gozeneklerine girerek en uzun bir siire igin
alikonulur; bunlar en son eliie edilirler. Bu iki u¢ durum arasinda, ara boyuttaki
molekiillerin, dolgu maddesinin gézeneklerine girmesi ve tutulmasi cap biiyiikliiklerine
baghdir. Bu gruptaki molekiillerin birbirinden ayrilmasi, molekiil boyutlarina ve bir

dereceye kadar da molekiil sekline baghdir.

Piyasada c¢ok sayida boyut-ayirict dolgu maddesi bulunmaktadir. Bunlarin bazilar
hidrofiliktir ve sulu hareketli fazlarla kullanilabilmektedir. Hidrofobik olanlari ise, apolar
organik ¢oziiciilerle kullanilir. Hidrofilik dolgu maddelerinin kullanildig1 kromatografiye
jel stizme kromatografi; hidrofobiklerin kullanildigi kromatografiye ise jel geg¢irgenlik

kromatografi ad1 verilmektedir (Skoog vd., 2006; Giindiiz, 2002; Holler, 2007).

1.2.3.6 Afinite kromatografi

Afinite kromatografide, afinite ligand1 ad1 verilen bir reaktif, kat1 bir destek yilizeyine
kovalent olarak baglanir. Tipik afinite ligantlar1 arasinda, antikorlar, enzim inhibit6rleri
veya numunedeki analit molekiillerine tersinir ve segici olarak baglanan baska molekiiller

sayilabilir.

Afinite kromatografide durgun faz, agaroz veya yiizeyine afinite ligandi tutulmus

gozenekli cam bilyaciklardir. Bu yontemde, hareketli fazlarin iki ayr1 roliinden s6z edilir.
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Birincisi, analit molekiillerinin liganda saglam bir sekilde baglanmasini saglamalidir.
Ikincisi ise, istenmeyen tiirler uzaklastirildiktan sonra, analit ile ligant arasindaki

etkilesimi tamamen kaldirmali veya zayiflatmali ve bdylece, analit eliie edilebilmelidir.

Afinite kromatografinin baglica stiinliigii, olaganiistii segiciligidir. Baglica kullanim

alani ise, preperatif ¢aligmalarda biyomolekiillerin hizli izolasyonudur.

1.2.3.7 Kiral kromatografi

Birbirinin iist liste cakismaz ayna goriintiileri olan kiral bilesiklerin ayrilmasi alaninda,
son yillarda ¢ok onemli gelismeler olmustur. Boyle ayna goriintiilerine, enantiyomerler
denir. Bu ayirmalarda ya hareketli faza kiral bir madde katilir; ya da durgun faz olarak
bir kat1 secilir. Ayirict kiral madde (durgun faz) ile ayrilacak izomerlerden biri arasinda
secimli kompleks olusumu, enantiyomerlerin ayrilmasinin esasini olusturur. Ayirict
maddenin kiral olmasi 6zellikle gereklidir; ¢ilinkii ayrilacak izomerlerin kiral 6zellikleri
arasinda ayrim, ancak bu sekilde miimkiindiir (Skoog, 2006; Giindiiz, 2002; Holler,
2007).

1.2.4 HPLC Cihazlan
Yaygin olarak kullanilan HPLC cihazinin temel bilesenleri Sekil 1.5°de goriilmektedir.
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Sekil 1.5 HPLC cihazinin temel bilesenleri (Skoog vd., 2006)

Modern cihazlarda normal bir akis hizi elde etmek i¢in, 3-10 pm’lik dolgu maddeleriyle
doldurulmus kolonlarda birka¢ yiiz atmosferlik basing uygulamalar1 yapilir. Bu yiiksek
basin¢g uygulamasi nedeniyle, yiiksek performansli sivi kromatografi cihazlari, diger

kromatografi cihazlarina gore daha pahali ve daha karmagiktir.

1.2.4.1 Hareketli faz ve ¢oziicii muamele sistemleri

Modern bir HPLC cihazinda bir veya daha ¢ok cam veya paslanmaz ¢elik kaplar bulunur.
Bunlarin her biri 500 mL’> den daha fazla ¢6ziicli alacak kapasiteye sahiptir. Coziicii
stvilarda bulunabilecek tozlar1 ve ¢oziinmis gazlar1 gidermek i¢in de onlemler alinir.
Coziinmiis gazlar, kolonlarda kabarciklar olusturarak pik genislemesine yol agar. Ayrica,
gerek gaz kabarciklar1 gerekse tozlar, dedektorlerle girisim yaparak bunlarin
performansini azaltir. Gaz gidericilerde bir vakum pompa sistemi, bir damitma sistemi,
1sitict ve karistiricr cihaz veya ¢oziinmils gazi hareketli fazda ¢oziinmeyen bir gaz

yardimuyla siiriikleyerek giden bir siipiirme sistemi bulunur.
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Sabit bilesimli tek bir ¢oziicii ile yapilan eliisyon izokratik eliisyon olarak adlandirilir.
Polarliklar1 birbirinden farkli iki (veya bazen daha fazla) ¢oziicii sistemlerinin kullanildigi
teknige gradiyent eliisyon denir. Bu teknikte iki c¢oziicliniin orani, Onceden

programlanmis olarak, bazen de kademeli bir sekilde degistirilir.

1.2.4.2 Pompa sistemleri

Sivi kromatografide kullanilan pompalarda su 6zellikler bulunmalidir: (1) 6000 psi’ ye
kadar basinglar olusturabilmeli, (2) pulssuz s1v1 ¢ikist bulunmali, (3) akis hiz1 0,1’den 10
mL/dakika’ya kadar ayarlanabilmeli, (4) siv1 akis hizlarinin tekrarlanabilirligi % 0,5 veya

daha iyi olmal1 ve (5) ¢ok sayida ¢oziiciiniin korozyon etkisine karsi dayanikli olmalidir.

Ug tiip mekanik pompa kullanilir. Bunlar vidal siringa tipi pompalar, pistonlu pompalar
ve pnomatik veya sabit basin¢li pompalardir. Siringa tipi pompalar, akis hiz1 kolayca
kontrol edilebilen pulssuz bir s1vi1 ¢ikisi olusturur. Ancak hem kapasiteleri sinirlidir (~250
mL); hem de degisik ¢oziicii sistemlerinin kullanilmasina uygun degildir. Daha yaygin
olarak kullanilan pistonlu pompalarda, genellikle kiiciik bir silindirik bélme bulunur ve
bu bélme bir pistonun ileri-geri hareketiyle doldurulur ve bosaltilir. Bu pompalama
hareketi sonucunda, pulslu bir akis meydana gelir. Bu pulslu akis, daha sonra diizeltilerek
stirekli bir akisa doniistiiriiliir. Pistonlu pompalarin i¢ hacminin kiigiikliigii, yiiksek ¢ikis
basinct (10000 psi’ye kadar), gradiyent eliisyon teknigine kolay uyarlanabilme ve sabit
akis hizi gibi Ustiinlikleri vardir. Ayrica, kolon geri basincindan ve ¢oziicl
viskozitesinden onemli 6l¢iide etkilenmez. En modern ticari kromatografi cihazlarinda

pistonlu pompalar kullanilir.

Bazi cihazlarda ise, pnomatik pompalar bulunur. Bu pompalarin en basitinde, sikistirilmis
bir gazla basing uygulanabilen biiyiik bir kabin igerisine yerlestirilmis kirilabilir ¢oziicii
kab1 vardir ve bu tiir pompalar ucuz, basit olup pulssuz ¢iktiya uygundurlar. Ancak,
kapasiteleri ve basinglart smirlidir. Ayrica, pompalama hizi ¢oziicii viskozitesinden

etkilenir. Ustelik de, gradiyent eliisyon teknigine uygun degildir (Skoog, 2006).

1.2.4.3 Kolonlar

S1v1 kromatografi kolonlari, genellikle paslanmaz ¢elik borulardan imal edilir. Diistik
basingli (~600 psi) sistemlerde ise, kalin cidarli olan cam borular da kullanilabilmektedir.
Kolonlarin uzunlugu 10-30 cm ve i¢ ¢ap1 2-5mm civarindadir. Kolon dolgu maddelerinin

tanecik boyutu 3-10 um kadardir. Bu tip kolonlarin 1 metresinde 40000-60000 kadar
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tabaka bulunur. Son yillarda uzunlugu 3-7.5 cm ve i¢ ¢apt 1-4.6 mm olan yiliksek
performanslhi mikrokolonlar da imal edilmeye baslanmistir. Bu kolonlarin dolgu
maddelerinin tanecik boyutlar1 3-5 pm ve tabaka sayis1 100000 tabaka/m ‘ye kadar
cikmaktadir. Bu mikrokolonlar ile ¢ok az ¢oziicii ile hizli bir sekilde ayirma
yapilabilmektedir. Sivi kromatografi i¢in gerekli yiiksek safliktaki ¢oziiciiler, pahali
oldugu ve ¢oziiciiler kullanildiktan sonra atildig1 i¢in, mikrokolon kullanimi ¢ok 6nemli

bir Ustunliktir.

S1vi kromatografide kullanilan en yaygin kolon dolgu maddeleri, silisyum dioksittir.
Mikrondan daha kiicik boyutlardaki silisyum dioksit taneciklerinin biraraya
getirilmesiyle daha biiylik ve yaklasik ayni1 boyutlarda tanecikler elde edilir. Hazirlanan
taneciklerin ylizeyi, genellikle bu ylizeye fiziksel veya kimyasal baglarla baglanmis ince
bir organik filmle kaplanir. Aliiminyum oksit tanecikleri, gdzenekli polimer tanecikleri

ve iyon degistirici regineler de dolgu maddesi olarak kullanilabilmektedir.

Koruyucu kolonlar, analitik kolonun girig kismina takilarak ¢oziiciilerden gelebilecek toz
ve kirlilikleri tutmak suretiyle kolonun omriinii uzatirlar. Bunun yaninda koruyucu
kolonlar yardimiyla durgun faz, hareketli faz ile doyurularak sivi-sivi kromatografide
durgun fazin siiriiklenme ile kayb1 minimuma indirilir. Koruyucu kolonunun dolgusunun
bilesimi analitik kolonunkine benzer olmalidir. Ancak, basing diismelerini azaltmak igin,
koruyucu kolonun dolgu maddesinin tanecik boyutu, analitik kolonunkinden genellikle

daha biiyiiktiir.

1.2.4.4 Kolon firmlar:

Bircok c¢alismada, kolon sicakligimin hassas bir sekilde kontrol edilmesine ihtiyag
duyulmaz ve oda sicakliginda calisilir. Bazi durumlarda ise, kolon sicakligi derecesinin
onda biri mertebesinde sabit tutuldugu zaman, daha iyi kromatogramlar elde edilir.
Modern cihazlarm bir¢ogunda, kolon sicakligini oda sicakligindan 150 °C’a kadar onda
bir derece mertebesinde kontrol etmek igin 1sitict sistemleri bulunur. Kolonlar, hassas

sicaklik kontrollii sabit sicaklik banyosundan beslenen su ceketleriyle de donatilabilir.

1.2.4.5 Dedektorler
HPLC i¢in dedektorler, kolon bant genislemesini en aza indirmek i¢in diisiik 6lii hacme
sahip olmalidir. Dedektor, kiigiik ve sivi akisi ile uyumlu olmalidir. Yiiksek performanslt

stvi kromatografide, gaz kromatografideki gibi cok duyarli ve amagli dedektdrler
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bulunmaz. Bu nedenle, kullanilacak dedektor sistemi, analizi yapilacak numunenin
cinsine uygun olmalidir. En yaygin kullanilan HPLC dedektdrleri kullanim yogunluguna

gore siralanarak Cizelge 1.2°de verilmistir.

Sivi kromatografide en ¢ok kullanilan dedektdrler, ultraviyole veya gorliniir 15181n
absorpsiyonuna dayanirlar. Birgok organik madde, ulraviyole bolgesinde absorpsiyon
gosteren fonksiyonlu gruplar bulundurdugu igin, fotometrelerde 254 nm ve 280 nm dalga
boyunda 1s1n veren civa lambalar1 kullanilir. Girisim filtreleri ile birlikte kullanilan
doteryum veya tungsten lambalari ile absorpsiyon yapan maddenin tiirii kolay bir sekilde
secilebilir. Spektrofotometrik dedektorler, fotometrik detektorlere gore yiiksek

performansli s1vi kromatografi cihazlarinda daha yaygin olarak kullanilirlar.

Modern cihazlarda diyot-serili dedektorler kullanilir ve analit kolondan ¢ikarken tiim
spektrum goriintiilenebilir. Genis kullanim alan1 bulan diger bir dedektor de ¢oziiciiniin

kirma indisinin analit molekiilleri tarafindan degistirilmesine dayanir.

Cizelge 1.2 Yaygin kullanilan HPLC Dedektorleri (Skoog, 2007).

HPLC Dedektorii Ticari Bulunabilirligi Tayin Edebilecegi
En Kiiciik Kiitle
Absorbans var 10 pg
Floresans var 10 fg
Elektrokimyasal var 100 pg
Kirma Indisi var 1ng
Tletkenlik var 100 pg-1 ng
Kiitle Spektrometri var <1lpg
FTIR var 1 pg
Isin Sagilmasi var 1 pg
Optikce Aktiflik yok 1ng
Tiir Segici yok 1ng
Fotoiyonlagma yok <1pg
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Cizelge 1.2°de verilen diger biitiin dedektorlerin aksine, kirma indisi dedektorleri hemen
hemen biitiin maddelere cevap veren genel amach detektorlerdir. Bu dedektorlerin tek
sakincasi, duyarliginin biraz diisiik olmasidir. Potansiyometrik, kondiiktometrik ve

voltametrik dl¢timlere dayanan cesitli elektrokimyasal dedektorler de kullanilmaktadir.

1.2.5 Kromatografik analiz i¢in 6rnek hazirlama

Son yillarda yapisi karisik 6rneklerin nitel ve nicel analizleri i¢in, hassas, dogru ve hizli
yontemlerin gelistirilmesi 6nemli bir konu haline gelmistir. Ancak biyolojik, ¢evresel,
gida ve farmakolojik iirlinlerinin tayinlerinde yiiksek hassasiyetli analitik cihazlarin
gelismesine ragmen, analitik cihaz ¢ogunlukla Ornek ortaminda tayinde basarisiz
olmaktadir. Bundan dolay1 matriks ortamdan 6rnegi alma, deristirme (zenginlestirme)
icin genellikle 6n islem (clean-up) uygulanmasi gerekmektedir (Sarafraz-Yazdi vd.,
2010)

Karmagik bir 6rnekteki madde veya maddeler, HPLC veya GC gibi kromatografik
yontemlerle analiz edilmek istenildiginde, bu maddelerin miktarlarinin cihazin tayin
sinirlarinin lizerlerine getirilmeleri (zenginlestirme) ve/veya karmasik ortamdan miimkiin
oldugu kadar arindirilmalart (saflastirma) gerekmektedir. Bu saflagtirma ve
zenginlestirme islemleri genelde distilasyon (damitma), bir kat1 yiizeyine adsorbsiyon ve

ekstraksiyon gibi islemler yapilarak gerceklesir (Alver, 2011).

1.3 Zenginlestirme Yontemleri

Giintimiizde fizik, kimya, biyoloji, farmakoloji, ¢cevre ve teknolojik alanlardaki tiirlerin
cok kiiciikk miktarlarinin tayininin 6nemi giderek artmaktadir. Eser tiirlerin tayininde
ornekleme sirasinda kirlenme, aletsel problemler, 6rnek matriksindeki girisimciler,
standart madde ihtiyac1 gibi 6nemli sinirlamalarla karsilasilir. Bu problemler sebebiyle,
eser tiir analizinde tayin Oncesi bir ayirma-zenginlestirme basamaginin uygulanmasi
zorunlu hale gelir. Eser tiiriin iginde bulundugu ortamin tayin teknigine uygun olmamasi,
yani ortamin bozucu etki gostermesi ve bu ortamda eser tiir derigiminin aletin tayin

sinirinin altinda olmasi halinde zenginlestirme islemi kaginilmazdir.

Ayirma ve zenginlestirme islemleri analitik kimyada 6nemli yer tutar. Bu yontemler
sadece matriks etkisini en aza indirmekle kalmayip, ayn1 zamanda tayin sinir1 ve diger
analitik ozelikleri de iyilestirirler. Ger¢ek Ornek analizlerinde, yontemin tayin siniri

altindaki analit derisimlerinin belirlenebilmesi igin analitin matriks etkilerinden
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arindirilmas1 ve yontemin oOlgiilebilecegi diizeylere kadar deristirilmesi gerekir. Bu
amagla kullanilan klasik ayirma ve zenginlestirme yontemleri, fazla miktarda toksik
¢Oziicii kullanimi, analiz siiresinin uzun olusu, diisilk zenginlestirme faktorii gibi
sakincalara sahiptir. Bu sakincalar nedeniyle, daha hizli ve kullanigh, ¢cevre dostu, daha

duyarli yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir (Ulusoy, 2011).

1.3.1 Sivi-Sivi ekstraksiyon yontemi

Sivi-sivi ekstraksiyon (6ziitleme) yontemi basit ve hizli bir yontem olmasi nedeniyle 6n
deristirme ve ayirma islemlerinde yaygmn bir kullanim alanina sahip olmustur. Bu
yontemde, sulu fazda bulunan eser tiirler selatlart ya da iyon ¢ifti komplekslerine

cevrilerek organik faza alinir.

Bu yontem iki ayr1 uygulama ile yapilir. Birincisinde ana bilesen organik faza alinirken
eser tiirler sulu fazda kalir. ikinci yontemde ise eser tiirler selatlar1 ya da degisik
kompleksleri halinde organik faza alinir. Genellikle daha ¢ok ikinci yol tercih edilir.
Organik faza alinan eser tiirlerin analiz edilmeden once yeniden sulu faza alinmalar
gerekir ve bu isleme geri Oziitleme denir. Bu yontem de se¢imlilik; pH, ligant, ¢6ziicii

tirti ve sicaklik gibi degiskenlerle saglanir (El-Shahawi vd., 2007; Ghiasvand vd., 2005).

1.3.2 Kati-Faz ekstraksiyonu

Kati faz 6ziitleme yOntemi, sivi faz igerisinde bulunan analitin kat1 bir faz iizerinde
toplanmasini esas alir. Cesitli zenginlestirme yontemleri arasinda kati faz o6ziitleme
yontemi, basit, hizli, ucuz ve yiiksek zenginlestirme faktorii elde edilebilmesinden dolayz,
en etkili zenginlestirme yontemlerinden biridir. Bu teknik, kat1 bir adsorban madde ile
¢oOzelti i¢indeki analitin saflagtirilmasini ve deristirilmesini miimkiin kilmaktadir. Bu
yontem i¢in esas yaklasim sivi halde bulunan analiti tutan adsorban madde iceren bir
kolon, bir kartus veya disk i¢cinden gecirilmesidir. Tiim numune sorbent i¢inden gectikten

sonra, tutulmus olan analit uygun bir ¢oziicii ile eliie edilir ve tayini yapilir (Altundag,
2007).

Kati faz 6ziitlemenin ilk uygulamalari elli y1l 6nce yapilmistir. Giiniimiizde de etkili bir
ornek hazirlama yontemi olarak bir¢ok laboratuvarda kullanilmaktadir. Kat1 faz 6ziitleme
yontemi sadece sivi orneklerle sinirli olmayip, gaz orneklere de uygulanabilmektedir

(Camel, 2003; Aydin, 2008).
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1.3.3 Elektrolitik biriktirme ile zenginlestirme

Eser tiirlerin elektrolizle bir elektrot tizerinde toplanip, daha sonra kii¢iik hacimler i¢ine
styrilarak alinmast ile yapilan zenginlestirme yontemidir. Uygun sartlar saglanilarak eser
tirlerin ¢aligma elektrodu tizerinde birikmeleri saglanir. Hedef tiirlerinin, elektrolitik
biriktirilmelerine elektrodun tiirii ve sekli, elektroliz hiicresi ve sekli, 6rnegin bilesimi
etki eder. Caligma elektrodu olarak civa elektrodu, platin elektrodu kullanilabildigi gibi,
platin alagimlar1 karbon c¢ubuk elektrotlarda kullanilmaktadir. Eser tiirlerin
zenginlestirilmesinde ¢ok kullanilan potansiyel kontrollii elektrolizin yani sira anodik

styirma yontemleri de yaygin olarak kullanilir (Cetin, 2014).

1.3.4 Iyon degistirme ile zenginlestirme

Iyon degistirme ile yapilan zenginlestirmede, kat1 maddenin yapisinda bulunan iyonlar,
¢ozelti icindeki ayni cinsten yiiklii baska iyonlarla yer degistirirler. iyon degistirme
teknigi ile biiyiik hacimli ¢ozeltiler daha kii¢iik hacimden gecirilirken, eser tiirlerin
secimli olarak tutunmalar1 saglanir. Tutulan eser tiirler kiiclik hacimli bir eliient ile ikinci
bir faza almarak zenginlestirilir. Iyon degistirme teknigi kullamlarak yapilan
zenginlestirme isleminde genelde iyon degistirici regine kolona yerlestirilir. Eser tiirleri
iceren ¢ozelti kolondan gegirilerek, hedef tiirlerin kolonda tutunmasi saglanir. Cozelti
icinde bulunan iyonlar temas ettikleri kati maddenin yapisinda bulunan ayni yiiklii
iyonlarla yer degistirir. Recinedeki tiirler eliie edilerek eser tiirler tayin edilir. Iyon
degistirici seciminde fonksiyonel gruplarin se¢imliligi, degistirme kapasitesi, degistirme
hizi, iyon degistiricinin rejenerasyonu ve uygun eliient kullanilmasi dikkat edilecek

hususlardir. ( Cetin, 2014).

1.3.5 Birlikte ¢oktiirme yontemi
Birlikte ¢oktlirme yonteminin esasi, organik veya inorganik karakterli, biiyiik yiizey
alanina sahip ¢okelek olusturulup, ¢okelek tizerinde analitin adsorplanmasidir. Genellikle

kullanilan inorganik ¢6kelekler selat kompleksleridir (Baytak ve Tiirker, 2005).

Ornek ¢dzeltisine santrifiijle ya da siizme ile kolaylikla ayrilabilecek miktarda ¢okelek
olugmasini saglamak icin yeterli oranda c¢oktiiriicii reaktiften eklenmesi gerekir.
Coktiirticii reaktif olarak daha ¢ok suda zor ¢oziinen metal selatlart olusturan organik
karakterli ¢oktiiriictiler kullanilmaktadir.
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1.3.6 Ucuculastirma yontemi

Bilinen en eski analitik zenginlestirme yontemlerinden birisidir. Bu yontemin
uygulanabilir olmasi i¢in matriksle eser tiir arasinda uguculuk farkinin biiyiilk olmasi
gerekir. Yontem ya matriksin uguculastirilmasi ya da eser tiirlin uguculastirilmasiyla
gerceklestirilir. Prensip olarak hangisinin uguculugu fazla ise o uguculastirilir. Genelde
metalik 6zellik gostermeyen tiirlere ve yiiksek buhar basinci gésteren tiir veya halojenin,
hidrojen ve oksijenle yapmis olduklar1 komplekslere uygulanir. Ana bilesenin
ucuculastirilmast yonteminde eser tlirlerin deristirilmesi i¢in fazla kimyasal reaktife

ihtiya¢ duyulmaz. (Mihaljevi vd., 2004).

1.3.7 Dagitict sivi-sivi mikroekstraksiyon

Eser diizeydeki bilesenlerin zenginlestirilmesi i¢in Razee ve ark. tarafindan gelistirilen
bir yontem olan dagitici (dispersif) sivi-sivi ekstraksiyonu (DLLME) methodunda, birkag
mL dagitici ¢oziicii ile birlikte mikro hacimde ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin kullanildigi yeni
bir yaklagim gerceklestirilmistir (Razee vd., 2006). Dagitict sivi-sivi mikroekstraksiyon
(DLLME) yontemi, homojen sivi-sivi ekstraksiyonu (HLLE) ve bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu (CPE) yontemlerine benzer bir iiclii ¢oziicli sistemine dayanmaktadir

(Pena-Pereira vd., 2009).

Sekil 1.6’da dagitict s1vi-sivi mikroekstraksiyon (DLLME) sistemi goriilmektedir.

Mikro En]ek‘[or;, Organik Cézlcl igeren Daditici
Cazicinin Enjeksiyonu

B/ i Sant”"“

Smek (Sulu) Bulutiu Cozelti Organik Faz
) (o [y %)

Sekil 1.6 DLLME yontemi semasi ( Alver, 2011)

30



Yontem hedef maddeleri igeren sulu Ornek (I) igersine dagitici (dispersive) ve
ekstraksiyon ¢ozelti karisiminin hizli bir sekilde enjeksiyonuna (II) dayanir. Ekstraksiyon
¢oziiciisii toplam ¢ozelti hacminin % 1-3’ini olusturur. (I11) Bu adimda ¢ozeltide
bulutlanma olusur. DLLME’de ekstraksiyon karisiminin % 95-97’sini olusturan sulu
cozelti icinde ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin iyi damlaciklar olusturmasinda dagitici
(dispersive) ¢oziicli anahtar rol oynar. Ekstraksiyon ¢oziiciisii ile sulu 6rnek arasinda
biiyiikk yiizey alami olustugundan dengeye ¢ok hizli ulasir. Boylece ekstraksiyon
zamandan bagimsiz olur. Hidrofobik maddeler toplam sulu ¢dzelti igerisinde dagilan
ekstraksiyon ¢ozeltisinde zenginlestirilir. Karisim sanrifiijlendiginde kii¢iik damlaciklar
konik tiipiin dibinde toplanir (IV). Dibe toplanan alt fazdaki ekstraksiyon ¢oziiciisii,
mikro enjektorle alinarak uygun enstriimental yontemler ile tayin edilir (Sarafraz-Yazdi

vd., 2010).

Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak yogunlugu sudan agir ve su ile karismayan klorobenzen,
karbon tetrakloriir ve tetrakloroetilen gibi ¢oziiciiler kullanilirken dispersive ¢oziicii

olarak aseton, etanol, metanol ve asetonitril gibi su ile karisan polar ¢oziiciiler kullanilir.

DLLME’nin baglica avantajlari; basitligi, diisiik maliyeti, hizlili1, diisiik 6rnek hacmi,
yiiksek geri almabilirlik ve zenginlestirme faktorleri elde edilebilmesidir. Yontemin
segiciligi kotii oldugu i¢in karmasik drneklerden ekstraksiyonlarda tercih edilmezler. Ug
farkli ¢oziiclinlin gerekli olmasi, ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilan bilesiklerin
yogunlugunun sudan agir olmasi gerektiginden ¢oziicii se¢iminin siirli olmasi ve

santrifiij gerektirmesi yontemin dezavantajlari olarak sayilabilir.

1.3.8 Bulutlanma noktasi ekstraksiyonu (Cloud Point Extraction, CPE)

Bulutlanma noktast ekstraksiyonu o6zellikle 1990’11 yillardan sonra ayirma ve
zenginlestirme amaciyla analitik kimyacilar tarafindan sik¢a kullanilmaya baslanmistir.
CPE yontemi ilk defa 1978 yilinda Watanabe ve arkadaglar1 tarafindan uygulanmigtir
(Watanabe vd., 1978). Sonraki yillarda farkli organik ve inorganik tiirlerin ayirma ve
zenginlestirilmesinde bu yontemin kullanimi giderek yaygimlasmustir. Ozellikle 2000°1i

yillarda bu alandaki ¢alismalar giderek artmistir (Ulusoy, 2010).
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CPE yonteminin en belirgin 6zellikleri; uygulama basitligi, ¢evreci bir yontem olusu,
diisiik maliyeti, yiiksek zenginlestirme faktorii ve ¢ogu tayin yontemine uyumlu olmasi

olarak siralanabilir.

Yontem, analit iyonlarmin uygun bir ligantla komplekslestirip bir surfaktan ortamina
cekilmesi ve daha sonra bulutlanma noktasi sicakligi adi verilen bir sicaklikta ayrilan
surfaktan fazin metal igeriginin uygun bir yontemle tayin edilmesine dayanir. Bu amagla
kullanilan surfaktanlar hidrofilik polar bas gruplar1 ve hidrofobik hidrokarbon kuyruk
kismindan olusan, bas kisminin yiikiine gére iyonik ya da noniyonik olarak siniflandirilan
biiyiik organik molekiillerdir. Ampifilik 6zelliklerinden dolay1 hem suda hem de organik
coziiciilerde ¢oziinebilirler. Polar uglar1 su molekiilleriyle hidrojen bagi1 yaparken apolar
hidrokarbon zincirleri kiimelenmeler olusturma egilimindedirler. Surfaktanlar sulu
cozeltilerde polar kisimlar1 disarida hidrokarbon kuyruk kisimlari icerde kalacak Sekil

1.7°de goriilen misel ad1 verilen kiiresel bir yap1 olustururlar.

Olusan miseller kiiresel oldugu gibi silindirik, ¢ift tabakali ve elipsoidik sekilde olabilir.
Sekil 1.8’de genel yapilar1 goriilen misellerin boyutlart ve sekilleri; surfaktan
molekiillerinin geometrisine, surfaktan derisimine, sicaklik, pH, iyonik siddet gibi ortam

kosullarina baglidir.

Hidrofobik Kuyruk
(nonpoiar )

~— Hidrofilik Bas Kisim
(polar)

Sulu Cozelti

Sekil 1.7 Misel olusumunun gosterimi
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Sekil 1.8 Farkli yapida olusan miseller (Moradi ve Yamini, 2012).

A)Normal misel B) Terz Faz misel C) Silindirik misel D) Ters silindirik misel E) Tabakali Misel F) Cift
tabakali oyun kiiresel misel

1.3.8.1 CPE yonteminin uygulamsi

Noniyonik surfaktan ¢ozeltisi bulutlanma noktasi (CP) adi verilen kritik bir sicakligin
tizerinde 1sitildiginda ¢ozelti kendiliginden iki ayr1 faza ayrilir. Fazlardan birincisi hacmi
kiigiik olan surfaktanca zengin faz digeri ise surfaktan derisiminin hemen hemen kritik
misel derisimine (CMC) esit oldugu biiylik hacimdeki sulu fazdir. Bu ayirma isleminin
mekanizmasi surfaktan misellerinin bulutlanma noktas1 olarak tanimlanan bir sicakliga
kadar 1sitildiginda ¢ozeltinin bulaniklasmasina dayanir (Stalikas, 2002). Uygun bir
hidrofobik ligant ya da organik bilesikler ile bir araya gelen metal iyonlar1 misellerin
hidrofobik kisimlartyla etkilesim halindedir. Bu sayede bulutlanma noktasinda hidrofobik
ozellikteki metal-ligant bilesigi kii¢iik hacimdeki surfaktanca zengin fazda toplanir.
Aslinda biitiin islem geleneksel sivi-sivi ekstraksiyonuna benzer fakat tek fark burada
organik faz, homojen bir ¢ozeltinin daha sonra heterojen bir karisima ¢evrilmesiyle sulu

fazin i¢inde tretilir.

Misel olusumu termodinamik 6zellikleri kullanilarak da anlasilabilir. Miseller entropi ve
entalpi arasindaki bir denge ile es anli olarak olusabilir. Suda, surfaktan molekiillerinin
bir araya gelmesi entropiyi diisiirmesine ragmen misel olusumu igin yiiriitiicii kuvvet
hidrofobik etkilerdir. Kritik misel derisiminin iistiinde surfaktan molekiillerinin bir araya
gelmesiyle olusan entropi artis1 su molekiillerinden fazladir. Ayrica surfaktanlarin yiikli

kisimlar1 arasinda olan elektrostatik etkilesimler entalpik 6zellikleri degistirir. Misel
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olusumuyla bu termodinamik parametreler noniyonik surfaktanlar i¢in gegerlidir. Sulu
cozeltilerdeki misel olusum entalpisi ¢ok kii¢iik ya da negatif olabilir. Misel olusumuna
gotiiren temel kuvvet surfaktan molekiillerinin hidrokarbon kuyruk kisimlarindaki
hidrofobik etkilesimlerden kaynaklanan entropi degisimidir. Bu etkilesim sayesinde
miseller bir araya gelerek daha az enerjili hale gelirler (Ulusoy, 2011).

1.3.8.2 CPE isleminde kullanilan surfaktanlar

CPE deneyelrinde kullanilan surfaktanlar ¢ogunlukla noniyoniktir. Ciinkii iyonik
surfaktanlarin bulutlanma noktas1 sicakliklar1 genellikle 100 °C nin {istiinde ve olduk¢a
yiiksektir. Yiiksek bulutlanma noktasi sicakligi hem deneysel sartlar1 zorlastirmakta hem
de olusan komplekslerinin tekrar bozunmasia yol agmaktadir. Literatiirde bu amacla
kullanilan surfaktanlar incelendiginde en ¢ok Triton X-45, Triton X-100, Triton X-114
ve Ponpe 7.5 surfaktanlarinin kullanildigr goriiliiliir. Bu surfaktanlarin gézlenen
bulutlanma noktasi sicakliklari sirasiyla, 35 °C, 65 °C, 45 °C ve 45 °C dir. Bazi bulutlanma
noktasi ekstraksiyonu deneylerinde karigik surfaktan sistemleri kullanilir. Kullanilan
surfaktan sistemi genellikle bir noniyonik surfaktanin baskin oldugu ortama ikinci bir
iyonik surfaktanin eklenmesiyle olusturulur. Burada ikinci surfaktanin islevi soyle
aciklanabilir: ilk asamada olusan kompleksler her zaman noniyonik karakterde olmaz.
Kullanilan ligantin etkin ylikiine gore bazi durumlarda iyonik kompleksler olusur.
Ornegin olusan metal-ligant kompleksi anyonik bir kompleks ise, bu anyonik kompleksin
noniyonik surfantan fazina gegmesini kolaylagtirmak icin bir katyonik surfaktan ile iyon
cifti kompleksi olusturulur. Daha sonra bu kompleksin noniyonik surfaktan fazina
gecmesi ¢cok daha yiiksek verimde ve kolay olur. Burada dikkat edilmesi gereken 6nemli
parametrelerden biri, kullanilacak iyonik surfaktan miktarmi siirli tutmaktadir. Aksi
halde olusan surfaktan karigiminin bulutlanma noktasi sicakligi noniyonik surfaktana
gore daha yiliksek olacagindan tam bir faz ayrimi gézlenmez. Ciinkii iyonik surfaktanlarin

bulutlanma noktas1 sicakliklart noniyonik surfaktanlara gore daha yiiksektir.

1.3.9 CPE’nin deneysel asamalari
Bulutlanma noktasi ekstraksiyonu, kritik misel derisiminin {stiindeki noniyonik bir
surfaktan ¢ozeltisinin belli bir sicakliga kadar sadece ¢6zeltinin bulanmasi, bulutlanma

sicakliginda iki farkl faza ayrilmasiyla gerceklesir.
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Bu faz ayrilmasi anyonik surfaktanlarda ise yliksek asidik derisimlerde olur (Hinze vd.,
1993). Bir bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu deneyinin temel basamaklar1 Sekil 1.9°de

gorilmektedir.

Ekstraksiyon isleminin ilk basamaginda hedef tiirlerin uygun bir reaktif ile tercihen
hidrofobik kompleksleri olustulur. Bu asamada segilecek reaktifin analite karsi segici
olmast ve kararli kompleks olusturmasi onemlidir. Kompleksin yiiksek verimde
olusabilmesi ve kontrollii bir bigimde olusabilmesi ic¢in, ortam pH’1 iyi kontrol
edilmelidir. Kompleks olustuktan sonra ortama surfaktan eklenir. Bu asamada eger
gerekiyorsa ortama ikinci bir surfaktan ve faz ayrimini kolaylastirmak igin elektrolit
eklenebilir. Daha sonra bir su banyosu yardimiyla 6rneklerin sicakligi bulutlanma noktasi
sicakligina yiikseltilir. Bulutlanma gergeklestikten sonra, santrifiij yardimiyla fazlar

birbirinden ayrilir.

—

Uygun bir
goziicliyle SRP
nin
seyreltilmesi

CPE sicakhgind
Faz ayirimi
151tma

) B —

= | Dantrifujleme

Sulu giizeltide  Bulutlanmig ¢dzelti Surfaktanca zengin faz
analit turleri

Filtre edilen
drneklerin HPLC
viallerine aktariimasi

HFLC DAD analizi |
_ _ - HPLCye —
— B¢ — '
o
-

HPLC Kolonu

Sekil 1.9 CPE isleminin sematik gosterimi (Wen vd., 2013)
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Sekil 1.10 CPE isleminin temel basamaklari

Faz ayrimimi kolaylastirmak i¢in 6rnek ¢ozeltiler bir miiddet buzdolabinda bekletilir.
Sogukta surfaktanlarin viskozitesi artacagindan surfaktanca zengin fazin ayrilmasi
kolaylasir. Buzdolabindan ¢ikarilan Orneklerdeki surfaktanca zengin faz basit
dekantasyon islemi ile ayrilabilir. Elde edilen surfaktanca zengin faz birgok enstriimental

yonteme dogrudan sunmaya uygun degildir ve genelde hacmi de yetersizdir.

Surfaktanca zengin fazin viskozitesini azaltmak ve yeterli hacimde 6rnek elde etmek
amaciyla surfaktanca zengin faz uygun bir ¢oziicii ile seyreltilir. Bu basamaklar topluca

Sekil 1.10°da gortilebilir.

1.3.9.1 Surfaktan se¢imi

Literatiirde CPE yontemide ¢ogunlukla polioksi etilen alkil fenol tiirevlerinden olusan
Triton ve Ponpe serisi noniyonik surfaktanlar kullanilmistir. Bu surfaktanlarin hepsi,
yiiksek analitik saflikta elde edilebilir, ucuz, ugcucu olmayan, toksik 6zellik géstermeyen

cevre dostu kimyasallardir.

Ekstraksiyon etkinligi, belli bir degere kadar surfaktan derigimi ile artar ve genellikle bu

degerde maksimum nicel geri kazanim gozlenir. Surfaktan derisimi hem ekstraksiyon

36



etkinligini hem de zenginlestirme faktoriinii etkiler. Maksimum zenginlestirme faktorii
elde edebilmek icin sulu faz/surfaktanca zengin faz hacmi orani olabildigince biiyiik
olmalidir. Bu nedenle surfaktan hacmi minumum degerde tutulmalidir. Ancak surfaktan
derigimi bir esik degerinden daha az olursa, kiritik misel derisimine ulagilamayacagi igin

faz ayirimi gézlenmez. Bu nedenle iyi kontrol edilip optimize edilmelidir.

Bu caligmada kullanilan noniyonik surfaktanlar, Tergitol ve Genapol asagida Sekil

1.11°de verilen acik formiillere sahiptirler.

CH,4

(a)

H,C

CH3(CH5)49CH4
OH (b)

Sekil 1.11 Tergitol (a) ve Genapol (b) surfaktanlarinin molekiil yapilar
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1.3.9.2 pH etkisi

Izlenmesi gereken dnemli parametrelerden biri de pH tir. Ciinkii hem analitin ligantla
komplekslesme dengesi hem de olusan kompleksin surfaktan faza gegisi ortam pH’sina
dogrudan baghlidir. Etkin bir ekstraksiyon i¢in kompleksin olusacagi en uygun pH
degerinde calisilmas1 son derece dnemlidir. Ayrica bazi analitlerin kullanilan tampona
gore duyarli ve segici oldugu bilinmektedir. Ornegin, hepsinde de pH 8.0 kosulu
saglanmasina ragmen ayni analitin, amonyak, borat ve fosfat tamponlarindaki sinyalleri

farkl1 olabilir.

Ayrica ligantsiz ekstraksiyon deneylerinde de analitin surfaktan faza gec¢isi dogrudan
ortam pH s1 ile kontrol edilebilir. Ciinkii ortam pH s1 dogrudan analitin ve surfaktanlarin

yiikiinii tayin etmektedir.

1.3.9.3 Yardima reaktifler (komplekslestiriciler, surfaktanlar)

CPE deneylerinde temel varsayimlarindan biri analit tiirlerin surfaktanca zengin faza
nicel olarak ge¢mesidir. Cogunlukla noniyonik karakterdeki surfaktanca zengin faza
analit tiirlerin etkin bir sekilde ¢ekilebilmesi i¢in benzer kimyasal yapiya sahip olmalari
gerekir. CPE deneylerinin en ¢ok uygulama alani buldugu eser diizeyde metal
analizlerinde, bu islem metalle kararli kompleksler olusturacak ve hidrofobik yapisi
sayesinde kolayca surfaktanca zengin faza gecebilecek ligantlarin ortama katilmasiyla

saglanir.

Bizim c¢alismamizda oldugu gibi organik karakterli molekiillerin tayininde ise kimi
durumda bu tiirler kendiliginden olduk¢a etkin bir sekilde surfaktanca zengin faza
gecebildigi gibi bazen de analit tiirlerin hidrofobik karakterini daha da artirmak igin
ortama bagka tiirler de ilave edilebilir. CPE deneylerinde kullanilan yardimci reaktifler,
analit ile kararli kompleks olusturabilen analite kars1 secici davranan hidrofobik karakterli
kimyasal reaktiflerdir. Segilen reaktifin analite 6zgiinliigii arttikca CPE yontemi daha
duyarli hale gelir. Uygun yardimci reaktif secildikten sonra derisiminin optimize edilmesi

gerekir.

Bu ¢alismada her iki vitamin tiiri ile de kararli komleksler olusturarak onlarin surfaktanca
zengin faza gegme verimlerini artiran tiir Ag(I) iyonlar1 olmustur. Deneysel caligsmalar
kisminda Ag(I) iyonlarmin analitik sinyaller {iizerine etkisi daha detayli olarak

tartisilmistir.

38



1.3.9.4 Denge sicakhigi ve siiresi

CPE isleminde en iyi zenginlestirme faktorii denge sicakligi bulutlanma noktasi
sicakliginin stiinde oldugu durumlarda elde edilir. % 1 lik bir surfaktan ¢ozeltisiyle
calisildiginda, sicaklik 25 °C’den 90 °C’ye artirildiginda surfaktanca zengin fazin
hacminin 5 kat azaldigi goriilmistir (Willie vd., 1993). Noniyonik surfaktanlar ile
yapilan ekstraksiyon c¢alismalarinda genellikle 5-15 dk’lik bir siire 40-60 °C’lik bir

sicakligin yeterli oldugu goriilmiistiir.

Sicakligin kontrol edilmesi son derece 6nemlidir. Ciinkii ortam sicakligi yeterince yliksek
degilse bulutlanma noktasi ve faz ayirimi gézlenmez. Sicaklik ¢ok fazla oldugunda ise
faz ayrim1 gozlense de bu kadar sicaklikta koordinasyon baglarinin kopmasi nedeniyle

analit-ligant kompleksinin bozunma ihtimali vardir.

1.3.9.5 Faz ayirim kolaylastirica katki maddeleri

Cogu durumda ekstraksiyon ortamina bir organik c¢oziici ya da inorganik tuz
eklenmesiyle ekstraksiyon etkinligi artar. Surfaktan ortama etanol eklendiginde
bulutlanma noktast sicakligini artirdigi, daha yiiksek zenginlestirme faktorii sagladigi
bilinmektedir (Ojeda vd., 2011).

Surfaktan ortama inorganik tuzlar eklendiginde ise, polioksietilen gruplarin
dehidratasyonu yliziinden bulutlanma noktasi sicakligi diismektedir. Ayrica inorganik
tuzlar, surfaktan kiimeleri ve analit iyonlar1 arasindaki hidrofobik etkilesimleri artirmakta

ve bu sayede analitik 6zellikleri iyilestirmektedir.

1.3.9.6 Fazlarin ayrilmasi

Surfaktanca zengin fazi sulu fazdan ayirmak i¢in farkli yontemler uygulanmistir. En sik
kullanilani; santrifiijleme isleminden sonra surfaktanca zengin fazin viskozitesini
artirmak i¢in deney tiiplerinin - 4° C de sogutulup ve surfaktanca zengin fazin jelimsi bir
kat1 halinde ayrilmasidir. Daha sonra basit bir dekantasyon islemiyle sulu faz kolayca
ayrilir. Surfaktanca zengin fazi sogutmak igin, buzdolabinda bekletmek, buz banyosu,
tuz-buz-aseton karigimi gibi farkli yontemler kullanilabilir (Nascentes vd., 2003). Az
uygulanmasina ragmen diger bir yol da, tiipleri bir su banyosunda 100 °C ye kadar 1sitip
sulu fazin buharlagtirilmas1 yoludur. Bu sayede zenginlestirme faktorii 4 kat daha
artmaktadir (Paleeologos vd.,2000). Fakat zaman alict olusu ve ugucu analitlere

uygulanamamasi kullanimini sinirlamaktadir.
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1.3.9.7 Surfaktanca zengin fazin analize hazirlanmasi

Surfaktanca zengin faz, ayrildiktan sonra artik analize hazir haldedir. CPE yontemi pek
cok farkl analitik teknikle uyumlu bir sekilde ¢alisabilir. Tayin islemine gegmeden dnce
surfaktanca zengin faz ¢ogunlukla uygun bir ¢oziicii ile seyreltilir. Yapilan seyreltme

islemi hem Grnegin tayin cihazina verilmesini kolaylastirir hem de homejenligini saglar.

Tayinlerin HPLC ile yapilacagr yontemlerde kullanilacak c¢ozciiniin kromatografik
sistemin yiirlitiicii fazina uygun olmasi beklenir. Calismamiza vitamin tayinlerinin
yapildig yiiriitiicii faz bilesimi metanol ve pH:3 fosfat tamponunda olustugu i¢in, bu
amag i¢in ¢oziicii segerken bu bilesime yakin olmasina dikkat edildi. Surfaktanca zengin
faz1 ¢ozmek ve dolayisiyla olusan kompleksi pargalayip analize hazirlamak i¢in, uygun
¢oziict segildikten sonra bu fazin ne kadar ¢oziicii ile seyreltilecegi belirlenmelidir. En
yiiksek zenginlestirme faktoriinii elde etmek icin bu hacim asgari diizeyde tutulmalidir.
Bu hacmin belirlenmesinde sinirlayict faktodr kullanilacak tayin yonteminin gerektirdigi
minumum 6rnek hacmidir. Ornegin FAAS igin en az 1 mL, HPLC analizleri i¢in mikro

viallere konulabilecek kadar yaklasik 200 pL 6rnek ¢ozeltisi gereklidir.

1.3.9.8 Tayin basamag

Surfaktanca zengin faz ayrildiktan sonra tayin basamaginda; UV-VIS absorpsiyon
spektroskopisi, alevli atomik absorpsiyon spektroskopisi (FAAS), grafit firnli atomik
absorpsiyon spektroskopisi (GFAAS), hidriir olusturmali atomik absorpsiyon
spektroskopisi (HGAAS), indiiktif eslesmis plazma-optik emisyon spektroskopisi (ICP-
OES), s1v1 kromotografisi (HPLC), gaz kromotografisi (GC) gibi yontemlerden biri ile
tayin yapilir.

1.3.10 CPE Yoénteminin uygulama alanlari

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu yontemi, 6zellikle 1990’11 yillarin sonlarindan itibaren
eser diizeydeki metal iyonlarin ayirma ve zenginlestirilmesinde basarili bir sekilde
uygulanmaktadir. Literatiirde bu konu ile olduk¢a ¢ok sayida caligma vardir. Ayrica son
zamanlarda CPE yontemi; vitaminlerin, hormonlarin, enzimlerin ve proteinlerin
ayrilmas1 ve tayini i¢in biyolojik Orneklere, organik kirleticilerin ve metallerin 6n
deristirilmesi ve tayini i¢in g¢evresel Orneklere uygulanmistir (Shemirani vd., 2005).
Ayrica CPE yonteminin son zamanlarda 6nemli bir alanm1 da organik Kkirleticilerin

ayrilmasi ve tayinidir (Tan vd., 2012; Deng vd., 2012; Ren vd., 2014).
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1.3.11 CPE yonteminin genel degerlendirilmesi

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu yontemi diger zenginlestirme yontemleriyle
kiyaslanabilecek ol¢iide yiiksek verim saglamaktadir.

Kiigiik 6rnek hacimlerinde (<50 mL) bile yiiksek zenginlestirme faktorii elde
edilir.

Toksik kimyasallarin kullanimi asgari diizeyde oldugundan ¢evre dostudur.

Cok sayida ornek ve bazi durumlarda da birden fazla analit, es zamanl
calisilabilir.

Kullanilan donanim, her laboratuvarda bulunabilecek basit aletlerdir.

Klasik s1vi— s1v1 ekstraksiyon yonteminda yiiksek miktarda toksik organik ¢oziicii
kullanilirken, CPE’de birka¢ mL surfaktan ilavesi ile ¢alisilmaktadir.

CPE yontemi ile elde edilen surfaktanca zengin fazin analizi birgok farkli teknikle
yapilabilir.

Yontem basit ve kullanishdir.

CPE yontemi; ayni zamanda kati Orneklerde bulunan organik yapilarin
Oziitlenmesini de saglar. Bu uygulamada ilk olarak kati 6rnek sulu noniyonik
surfaktan igeren ¢ozelti ile muamele edilir. Isitma ile birlikte organik yapinin, kati
yiizeyinden desorbsiyonu ve misel ortami i¢inde ¢oziinmesi saglanir. Daha sonra
cozelti, katinin ayrilmasi i¢in siiziiliir. Bunun ardindan klasik bulutlanma noktasi
oziitleme yontemi basamaklari uygulanir (Tang vd., 2005).

Biyolojik ve ¢evresel numunelere rahatlikla uygulanabilir olusu kullanim alanini
genisletmektedir.

CPE sirasinda, santrifiijleme yaparken optimum sicaklik degeri az da olsa diiser
ve bu durum ekstraksiyon verimini azaltir. Bu nedenle surfaktan se¢imi esnasinda
bulutlanma noktasi degeri gz Oniinde bulundurulmali ve muhtemel verim
kayiplarin1 engelleme adina diigiik bulutlanma noktasi degerine sahip olan
surfaktanlar tercih edilmelidir.

Yiiksek sicaklik degerlerine ulasilmasi en iyi sartlar igin gerekli olursa bu gibi
durumlarda komplekslestirici maddeler ic¢in dayamiklilik sorunu ortaya
cikmaktadir. Bu durumda degisik komplekslestiriciler i¢in kapsamli arastirma

yapmak gerekebilir (Tang vd., 2005).

41



» FElde edilen surfaktanca zengin faz oldukc¢a viskoz oldugunda ¢ogu tayin yontemi

oncesinde seyreltilmesi gerekir. Bu nedenle zenginlestirme faktorii kismen diiser.

1.4 Calismanin Amaci

Tez calismasinda Onerilen yontemin temel amaci, gergek Orneklerde eser diizeyde
bulunan B1 (Tiyamin) ve B2 (Riboflavin) vitamini tiirleri i¢in uygulamas1 kolay, duyarl,
secici, tekrarlanabilir bir zenginlestirme ve tayin yontemi gelistirmekdir. Bu amacla
model ¢6zeltiler yardimiyla baslanacak deneysel ¢alismalarda, her iki vitamin tiiriint de

es anli zenginlestirip tayin edebilecek bir yontem gelistirme iizerine durulacaktir.

Literatilir taramas1 yapildiginda, B1 ve B2 vitamini tiirleri i¢in zenginlestirme sonrasi
kromotografik analizlerinin yapildigr bir g¢alismaya teze baslandigi an itibariyle
rastlanmamistir. Literatiirdeki calismalar genellikle vitamin igeriginin yliksek oldugu
gida Orneklerinde dogrudan tayinler lizerine yogunlasmaktadir. Ancak pek c¢ok gida
ornegi bu cihazlarin dogrudan tayin edemeyecegi miktarlarda vitamin igermektedir. Bu
nedenlerden dolay1 gercek orneklerdeki eser diizeyde vitamin analizleri i¢in yeni
yontemler gelistirmek 6nemlidir. Ayrica vitamin tiirleri gergek drneklerde pek ¢cok benzer
molekiiler yapiya sahip bilesikle beraber bulunmaktadir. Bu nedenle gelistirilecek

yonemlerin segici olmasi ve diistik diizeylerde tayinlere elverisli olmasinin 6nemi agiktir.
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MATERYAL VE YONTEM

2.1 Kullanilan Reaktifler

Deneyler sirasinda kullanilan tiim reaktifler analitik saflikta olup, Sigma veya Merck

firmalarindan satin alindi. Kullanilan tiim ¢ozeltiler ELGA Pure Lab Flex III cihazindan

elde edilen 18.2 MQ dirence sahip ultrasaf su ile hazirlandu.

pH 1.0-11.0 Fosfat Tamponu: Her biri 0.05 M derisimde olan H3PO4, NaH2PO4,
NaxHPO4 ve NasPOj4 ¢ozeltileri kullanilarak yapilan asitlik sabitlerine gére uygun
pH araliklarinda istenen tampon ¢oOzelti hazirlanip pH’lar1 bir pH metre
yardimiyla kontrol edildikten sonra 1s1iktan ve 1sidan korunacak sekilde saklandi.
Gelistirilen yontemde kullanilan pH 9.0 fosfat tampon ¢ozeltisi 8 mL 0.05 M
NaH2PO4 ve 492 mL 0.05 M NaHPOy’ {in karistirilmasiyla hazirlandi.

Tiyamin (Bl Vitamini) Stok Cozeltisi, 1000 mg L™*: Analitik safliktaki Tiyamin
Hidrokloriir (Sigma Aldrich)’den 0.100 g tartilarak su ile ¢oziiliip 100 mL’ye

tamamland: ve koyu renkli cam siseye aktarilarak, +4 °C’de muhafaza edildi.

Riboflavin (B2 Vitamini) Stok Cézeltisi, 1000 mg L*: Analitik safliktaki
Riboflavin (Sigma Aldrich) ’den 0.102 g tartildiktan sonra, 10 mL 0.1 M
NaOH’de ¢oziiliip hemen {izerine 50 mL 0.1 M HCI eklendi ve su ile 100 mL’ye

tamamland1. Daha sonra koyu renkli cam siseye aktarilarak, +4 °C’de muhafaza

edildi.

Giimiis Cozeltisi, 1000 ppm (mg L): Analitik safliktaki AgNOs katisindan 0.183
g tartildiktan sonra, su ile ¢oziiliip 100 mL’ye tamamland1 ve koyu renkli sisede

saklandi.

Setil Piridinyum Kloriir (CPC) Cézeltisi, 3.0x10° M: Analitik safliktaki Setil
Piridinyum Kloriir’den 0.107 g tartildiktan sonra, sicak suda ¢oziiliip 100 mL’ye

tamamlandi.

Sodyum dodesil sulfat (SDS) Cozeltisi, 3.0x10° M: Analitik safliktaki Sodyum
Dodesil Sulfat’tan 0.107 g tartildiktan sonra, sicak suda ¢oziiliip 100 mL’ye

tamamlandi.
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Setil trimetil Amonyum Bromiir (CTAB), 3.0x10° M: Analitik safliktaki Setil
trimetil Amonyum Bromiir’den 0.107 g tartildiktan sonra, sicak suda ¢oziiliip 100

mL’ye tamamlandi.

Triton X-114 Cozeltisi, % 20 lik (a/h): 20.0 g analitik safliktaki Triton X-114, 1lik

suda kuvvetlice karigtirilarak ¢oziildiikten sonra hacmi 100 mL ye tamamlandi.

Triton X-100 Cozeltisi, % 20 lik (a/h): 20.0 g analitik safliktaki Triton X-100, 1lik

suda kuvvetlice karistirilarak ¢oziildiikten sonra hacmi 100 mL ye tamamlandi.

Triton X-45 Cozeltisi, % 20’lik (a/h): 20.0 g analitik safliktaki Triton X-45, soguk

suda kuvvetlice karistirilarak ¢oziildiikten sonra hacmi 100 mL ye tamamlandi.

Tergitol Cozeltisi, % 20’°lik (a/h): 20.0 g analitik safliktaki Tergitol, suda

kuvvetlice karistirilarak ¢oziildiikten sonra hacmi 100 mL ye tamamlandi.

Genipol Cozeltisi, % 20°lik (a/h): 20.0 g analitik safliktaki Genapol, suda

kuvvetlice karistirilarak ¢oziildiikten sonra hacmi 100 mL ye tamamlandi.

Ponpe 7.5 Cozeltisi, % 20’lik (h/h): 20.0 g analitik safliktaki Ponpe 7.5, 1lik suda

kuvvetlice karistirarak ¢oziildiikten sonra hacmi 100 mL ye tamamlanda.

KNOg3 Cozeltisi, %620 lik (a/h): Analitik safliktaki 20.0 g KNOg ¢oziildiikten sonra

100 mL’ye tamamlandi.

Girisim calismalarinda kullanilan 1000 mg L™*’lik standart katyon, anyon ve
vitamin ¢ozeltileri analitik safliktaki maddelerden uygun miktarlarda alinarak

hazirlandi.

2.2 Kullanilan Cihazlar

Tim Kromatografik dl¢giimlerde Shimadzu (Prominence) HPLC (Kyoto, Japan)
cihazi kullanildi. Kullanilan HPLC cihazi; LC 20 AD kuaterner pompa, SPD-
M20 A PDA dedektér, DGU-20A vakum gaz giderici,ve CTO-10 AS VP kolon
firin1 donanimlarina sahiptir. Tiim ayirma ve tayinler ters faz C18 kolonu (Inertsil
ODS-3, 250 mm x 4.6 mm X 5 pm) tlizerinde yapildi. Kromotogramlarin
degerlendirmesi LC Solution 2.0 yazilimi {izerinden yapildi.

pH metre (pH-2005, JP Selecta, Barcelona, Spain)

UV-VIS Spektrofometre; (UV-1800, Shimadzu, Kyoto, Japan)
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e Santifuj (Universal-320, Hettich Centrifuges, DJB Labcare Ltd., Newport
Pagnell, Buckinghamshire, England).

e Su Banyosu (EPC 4420, Termal, Istanbul, Turkey)

e Vortex (Jeotech, Korea)

e Ultrasonik Su Banyosu

e Mikrodalga Coziiniirlestirme Sistemi (CEM, Mars X6)

2.3 Tiyamin ve Riboflavin I¢in Dogrudan Tayin Kosullari

Zenginlestirme deneylerine gegmeden once her iki vitamin tiirii i¢in HPLC ile dogrudan
tayin parametreleri optimize edildi. Bu amagla literatiir bilgilerinden de yola ¢ikarak
ODS-3 C-18 kolonu sabit faz olarak secildi ve iki vitaminin es anli tayinlerini miimkiin

kilacak ideal yiiriitiicii faz bilesimi aragtirilmistir.

Metanol, etanol ve asetonitril gibi organik karakterli yiiriitiicii fazlarin farkli pH lardaki
tamponlari igeren sulu ¢ozeltileri ile farkl yiiriitiicli faz bilesimleri izokiritik ve gradient
eliisyon modlarinda birgok deneme yapildi. Her iki vitamin i¢in de ayr1 ayr1 belirgin pikler

elde edilinceye kadar deneylere devam edilmistir.

Yapilan deneyler sonucunda en ideal yiiriitme kosullarit metanol ve pH 3.0 fosfat tamponu
ile edildi. Ancak her iki tiirtin birbirinden ayrilmasi basarilmis olsa da yine de etkin bir
ayirma saglanamadi. Sekil 2.1°de % 50 metanol; pH.3.0 fosfat tamponu ile elde edilen

kromatogram goriilmektedir.

Daha sonra ayirma kosullarini1 daha da iyilestirme amaciyla literatiir bilgilerinden 1s181inda
yiiriitiicii faza iyon ¢ifti ajanlar1 katilarak ¢esitli denemeler yapildi. Bu amagla kullanilan

kimyasallar genelde katyonik ve anyonik formlarda bulunabilen iyonik surfaktanlardir.

Hazirlanan pH 3.0 tampon ¢dzeltisinin igerisine 3 farkli derisimde (1x1073, 2x107 ve
3x107®) sodyum hekzan siilfonat, tetra etil amonyum bromiir, sodyum dodesil sulfat ve
setil pridinyum kloriir eklenerek daha dnceden optimize edilmis kosullar altinda her iki
vitamini de esit derisimde igeren standart ¢ozeltiler yiiriitiildii. Yapilan ¢alismada en ideal
pik ayrimi ve analit sinyallerinin 1x102 M sodyum hekzan siilfonat ile elde edildigi
goriildii.

Optimizasyon sonrasinda elde edilen ideal HPLC calisma kosullar1 Cizelge 2.1 de

verilmistir. Ayrica dogrudan tayin yontemi ile ilgili kosullar belirlendikten sonra her iki
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vitamini de iceren 1-50 ppm arasi standartlar ile kalibrasyon grafigi hazirlandi.
Kalibrasyon parametreleri Cizelge 2.2°de; standartlarin yliriitiilmesi ile elde edilen ve her
iki vitamininde birbirinden ayrilmis ideal piklerini gosteren kromatogram da Sekil 2.2’

de goriilmektedir.
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Sekil 2.1 % 50 Metanol/pH 3.0 P kosullarinda elde edilen ilk kromatogram

Cizelge 2.1 HPLC calisma kosullari

Paramemetre Deger
HPLC Modu [zokritik
Eluent 0.001 M Na Hekzan Sulfonat iceren pH:3.0 Fosfat
tamponu ve Metanoliin (1:1) oraninda karigimi
Eluent Akis Hiz1 0.8 mL/dk
Yiirtitme Siiresi 12 dk
Kolon C18- Inertsil ODS-3

(250 mmx*4.6x5.0 um)
Kolon Sicakligi 30 °C
Enjeksiyon Hacmi 30 uL

Sistem Basinc1 (yaklasik) 130 bar
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Cizelge 2.2 HPLC ile dogrudan tayin sonuglari

Paramemetre Tiyamin Riboflavin
Alikonma Siiresi, dk 3.54 6.55
Maksimum Sogurum A’lar1 244 nm 267 nm
Kalibrasyon Aralig1 1-50 pgmL?  1-50 pg mL?
Tayin Simirlar1 0.25 ugmL? 0.30 pgmL*
% BSS 1.56 2.14
r? 0.9995 0.9924
Tekrar sayis1 3 3

uVv
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300000
250000
200000 /

|

|
150000] “
100000] I\

\
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50000] ‘ \

O
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Sekil 2.2 Dogrudan Tiyamin ve Riboflavin tayinleri igin elde edilen kromatogram

2.4 Onerilen Yéntem

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu temelli zenginlestirme deneylerinde, pH, analit
derigimleri, komplekslestirici ve surfaktan miktari, sicaklik ve ekstraksiyon siiresi gibi
parametreler optimize edilmistir. Optimum kosullar altinda; 4.0 - 400 ng mL™? arasinda
B1 ve 1.0-500 ng mL! B2 vitaminleri iceren ¢ozeltilere, 5.0 mL pH: 9.00 fosfat tamponu,
1.5 mL 1000 mg L Ag(I) ¢dzeltisi, 3.0 mL 3.0x10° M CPC, 2.0 mL % 20 (a/h) KNOs,
2 mL % 20’lik Tergitol ve 3 mL %20 lik Genapol surfaktanlar1 eklendikten sonra
kanigtirilip su ile 50.0 mL ye tamamlanmis ve su banyosunda inkiibasyona alinmaistir.
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Cozeltiler, 45 °C’ de termostatik su banyosunda 10 dakika bekletildikten sonra, 4000
rpm’de 5 dk santrifiijlenerek surfaktanca zengin faz ve sulu faz birbirinden ayrilmistir.
Surfaktanca zengin faz ile sulu fazin ayrilmasini kolaylastirmak i¢in drnek tiipleri 20 dk
buzdolabinda bekletilmistir. Bu siirenin sonunda yogunlugu daha fazla olan surfaktan faz
tiipiin alt kisminda toplanmus, tist kisimda yer alan sulu faz ise dekantasyon ve bir enjektor
yardimiyla ayrilmistir. Surfaktanca zengin faz, 300 pL 0.1 M HCI in % 50 metanoldeki
coOzeltisiyle seyreltilerek bir vorteks yardimiyla tamamen homojenize edilmistir. Daha
sonra 0.45 um lik enjektdr ucu filtre ile siiziilen 6rnekler HPLC viallerine aktarildi.
Zenginlestirilmis orneklerin B1 ve B2 vitamini igerikleri HPLC cihaz ile tayin edildi.

Onerilen Y&ntemin temel basamaklar1 Sekil 2.3’ de goriilmektedir.

Zenginlestirme Basamagi

15.0 mL Vitamin igeren Ornek

5.0 mL pH 9.0 Fosfat Tamponu

1.5 mL 1000 ppm Ag(I) Cozeltisi

3.0 mL 3x10°CPC

2.0 mL %20 lik Genapol ve 3 mL % 20
lik Tergitol

2.0 mL % 20 lik KNO,

50 mL'ye tamamland1

Inkiibasyon i¢in 45°C'de 10 dk bekletildi.

faz ayrimi i¢in 3500 rpm'de 5 dk santiifujlendi
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Analize Hazirlik ve Tayin Basamagi

Analit iyonlarini iceren surfaktanca zengin faz

300 pL 0.1 M HCl in % 50 Methanol

Vortex yardiyla tamamen ¢z

ornekler 0.45 um lik membran filtreden stiziildi

HPLC viallerine aktarild: ]

—[Onceden optimize edilen kosullara gére HPLC analizi yapildi ]

Sekil 2.3 Onerilen yontemin sematik gosterimi

2.5 Gida Orneklerinin Analize Hazirlanmasi

Gida orneklerinin ve sertifikali referans vitamin 6rneklerinin analize hazirlanmasinda
kullanilan yontem ig¢in literatiir bilgisinden yararlanildi. Rokoyya ve arkadaslar
tarafindan gida Orneklerinde multi vitamin analizi i¢in uygulanan ydntem kiiciik

diizenlemelerle kullanildi (Rokoyya, 2014).

2 gram kat1 ya da 10 mL s1v1 6rnek tizerine 25 mL 0.05 M H2SO4 eklendi ve 6rnekler 90
°C de 30 dk bekletildi. Daha sonra sogutulan 6rneklere 2.5 M sodyum asetat ekleyerek
her bir 6rnegin pH’s1 4.0-4.5 civarina ayarlandi. Bir manyetik karistici izerinde 45-50 °C
hem 1sitilip hemde karistirilan 6rneklere 50 mg clara-diastaze enzimi eklendi ve 2 saat
bu sekilde karistirildi. Daha sonra ornekler 0.45 um lik bir membran filtraden siiziildii.
Siizlintlinliin hacmi HPLC sisteminde kullanilan yiiriitiicii faz ile 50 mL ye tamamlandi.

Elde edilen 6rneklere gelistirilen CPE-HPLC deneyi uygulandi.

2.6 Sertifikah Vitamin Ornekleri

Gelistirilen yontemin dogrulugunu teyit etmek amaciyla 3 farkli sertifikali referans
malzeme (SRM) kullanildi. Secilen SRM 6rnekleri, NIST, BCR ve ERM referans
firmalarindan temin edilen sirasiyla multivitamin ilag tableti, kurutulmus sebze 6rnegi ve
stit tozu O6rnegidir. Caligilan vitaminlere uygun olmasi agisindan bu SRM ler tercih edildi.

Sertifikali 6rneklerin igerikleri Cizelge 2.3, 2.4 ve 2.5’de verilmistir.
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Cizelge 2.3 NIST 3280 Multivitamin tablet sertifikali degerler

Vitamin Miktar Tiir Miktar

Folik Asit 394422 pg/g B 0.141+0.007 mg/g
Biyotin 23.4+3.2 ng/g Ca 110.7+5.3 mg/g
Ergocalciferol 9.13+0.71 ug/g | ClI 53.04+2.3 mg/g
Phylloguinone 22.842.2 nglg Cr  0.0937+0.0027 mg/g
Trans - carotene 420+100 pg/g Cu 1.404+0.17 mg/g
Toplam B- carotene 514487 ng/g | 0.1327+0.0066 mg/g
a-Tocopherol 21.4+3.5 mg/g Fe 12.354+0.95 mg/g
Ascorbic Acid 42.7£3.7mg/g | Mg 67.8+4.0 mg/g
Thiamine Hydrochloride 1.06+0.12 mg/g | Mn 1.4440.11 mg/g
Riboflavine 1.3240.17 mg/g | Mo  0.0707+0.0045 mg/g
Niacinamide 14.10£0.23 mg/g | P 75.74£3.2 mg/g
Pantothenic Acid 7.30+£0.96 mg/g K 53.11+£7.0 mg/g
Pyrodoxine Hydrochloride  1.81+0.17 mg/g | Zn 10.15+£0.81 mg/g

Cizelge 2.4 ERM-BD6000 Whole milk powder sertifikali degerler

Tiir Miktar (mg/Kg)
B1 (Thiamin) 4.50+0.60
B2 (Riboflavin) 16.7£1.4
A(all-trans-retinol) 3.840.6
B12 0.32+0.07

C (Total Acorbate) 74+11

E (Tocopherol) 86+15
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Cizelge 2.5 BCR-485 Mixed vegetables sertifikali degerler

Tiir Miktar (mg/Kg)
B1 (Thiamin) 3.07+0.34
B2 (Riboflavin) 4.20+0.94
B6 ( Total Pyrodoxine) 4.8+0.8
B12 10.40+1.25
C (Total Acorbate) 349.0+£18.3
D3 (Cholacalciferol) 251.0+10.6
E (Tocopherol) 325.0+16.5
Folat (Total) 3.15+0.28
Niacine 252.048.7
Trans a- carotene 10.5+0.6
Trans B- carotene 23.7+1.45
Total a- carotene 9.8+0.7
Total B- carotene 25.6+1.2
Lutein 12.5+0.8
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DENEYSEL CALISMALAR ve TARTISMA

3.1 Deneysel Calismalarin Temel Yaklasimi

Bu c¢alismada; ger¢ek orneklerin ¢ogunda eser diizeyde bulunan ve hem miktarlarinin
azlig1 hem de matriks bilesenlerin etkisiyle tayinleri zorlasan iki temel vitamin tiirii olan
Tiyamin ve Riboflavin tiirlerinin tayini i¢in, bulutlanma noktasi ekstraksiyonu temelli bir
zenginlestirmeyi takiben HPLC-DAD sistemi ile bu tiirlerin tayinlerini yapabilecek bir

yontem gelistirilmistir.

Deneysel c¢alismalara baglarken ilgili vitamin tiirlerinin surfaktanca zengin faza nicel
olarak gegisini saglayacak ¢ok sayida 6n denemeler yapilmistir. Bu amagla deneysel
calismalara oncelikle tiyamin ve riboflavin tiirlerinin dogrudan zenginlestirilebilmesi i¢in

klasik bulutlanma noktasi ekstraksiyonu deneyleri ile baglanmistir.

Temel bilgiler kisminda da detayli olarak anlatildigi gibi bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu deneylerinde temel hedef dncelikle analit tiirlerinin noniyonik surfaktan
faza olabildigince yiiksek verimle gecisini saglayacak ideal deneysel kosullari
olusturmaktir. Bu tarz deneylerde kullanilan surfaktanlarin genelde hidrofobik karakterde

olusu bu faza ¢ekilmek istenen tiirlerin de bu karakterde olmasini gerektirir.

Tiyamin ve riboflavin tlrleri ortam pH’sina bagli olarak yiikli ve yiiksiiz
olabilmektedirler. Hem farkli pH’larda hemde farkli surfaktan c¢ozeltileri ile bir¢ok 6n
deneme yapilarak deneysel calismalar i¢in baslangic olabilecek bir nokta belirlenmeye

calisilmistir.

Klasik yaklagimla yapilan CPE deneylerinde belli derisimlerde vitaminleri iceren
cozeltilerin farkli pH larda fakli surfaktan fazlara gegisleri izlenmis, ancak yapilan
caligmalarda tatminkar anlamda yiiksek zenginlestirme saglanmadigi gibi elde edilen

sinyaller de oldukc¢a zayif bulunmustur.

Elde edilen ilk sonuglarin olumsuz olusu nedeniyle deneysel basamaklar1 yeniden gozden
gecirerek farkli arayiglara yonelinmistir. Caligma pH’sina bagli olarak ilgili vitamin
tirlerinin ortamda iyonik formlarmin bulunabilecegi ve bundan dolayr bu fazlarin
noniyonik surfaktan faza gegislerinin az oldugu varsayimindan yola ¢ikilarak, bu tiirlerle
yiiksiiz kompleksler olusturabilecek tiirlerin bulundugu ortamlarda deneysel ¢aligsmalar

yogunlagtirildi.

52



Her iki vitaminin de kimyasal yapilarinda metallalerle baglanmaya uygun fonksiyonel
gruplar bulunmaktadir. Bu nedenle bir dizi metal katyonuyla ¢esitli denemeler yapildi.
Belli derisimlerde tiyamin ve riboflavin iceren ortama esit miktarda metaller eklendi ve
zenginlestirme sonrasi elde edilen sinyaller grafige gecirildi. Sekilde 3.1°de goriildigi
gibi en yiiksek sinyaller her iki vitamin tiirii iginde Ag(I) iyonu varliginda elde edildi.
Tiyamin ve riboflavinin molekiiler yapilar1 dikkatlice incelendiginde bu iyilesmenin
nedeni de daha iyi anlasilacaktir. Ag(I) iyonu yiik/yarigap oraninin diisiik olmasi
nedeniyle yumusak asit gibi davranip riboflavini azot ve oksijen gruplari iizerinden;
stlfir gruplarnt ile olusturdugu kararli kompleksler nedeniyle de tiyamine kiikdirt
tizerinden baglanarak kararli ve yiiksiiz kompleksler olusturmakta ve bu komplekslerin
surfaktanca zengin faza gecisleri artmaktadir. Bu nedenle bundan sonraki calismalara

ortamda glimiis iyonunun bulundugu deneylerle devam edildi.
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Sekil 3.1 B1 ve B2 vitaminlerinin zenginlestirilmesine ¢esitli iyonlarin etkileri
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3.2 Gelistirilen Yontemin Optimizasyonu

3.2.1 pH etkisi

Ortam pH’s1, hem analitler ve diger tiirler arasindaki tepkimeler hem de sonraki
basamakta yapilacak olan zenginlestirme iglemini etkilediginden ¢ok 6nemlidir. Ortamin
pH degeri asidik bolgeye kaydik¢a ortamdaki pozitif yiikli iyon miktar artar ve bu durum
surfaktanin hidrofilik bas kisminin ¢6zelti ortami igerisinde aktivitesini distirtir. Ancak

bu etki surfaktanin tiirliine gére degisim gostermektedir.

Bu amagla, noniyonik surfaktan olarak kullanilan Triton X-100 varligindan, pH degeri 1-
11 arasinda olan bir dizi 6rnek ¢ozeltiye zenginlestirme islemi uygulanmistir. Elde edilen
sonuclar Sekil 3.2°de goriilmektedir. Buna gore zenginlestirme islemi i¢in en uygun pH
degerinin pH: 9.0 oldugu goriilmektedir. pH ¢alismasi yapilirken, farkli tampon sistemleri
ile denemeler yapilmistir. Kullanilan, borat, fosfat ve amonyak tamponlarindan en uygun
sinyalin fosfat tamponu ile elde edildigi goriilmiistiir. Bu nedenle daha sonraki

caligmalarda pH: 9.00 fosfat tampon sistemi kullanilmistir.

Calisma pH s1 ve tampon segildikten sonra, kullanilacak tampon ¢ozelti hacmi igin
optimizasyon ¢alismasi yapilmistir. Bu amacgla 50.0 mL final hacimdeki optimum pH:
9.00 fosfat tamponu hacmi 0-10.0 mL arasinda taranmugtir. Sekil 3.3’de goriildiigii en

yiiksek sinyal degeri 5.0 mL hacmi ile elde edilmigtir.
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Sekil 3.2 Onerilen yontem iizerine pH etkisi

[Deneysel kosullar: 200 pg L B1 ve B2 vitamini, 2.0 mL fosfat tamponu, 1.0 mL 1000 mg L Ag(l)
ve 2 mL % 20’lik Triton X-100]
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Sekil 3.3 Onerilen yontem iizerine tampon ¢dzelti hacminin etkisi

[Deneysel kosullar: 100 pg L' B1 ve B2 vitamini, pH 9 fosfat tamponu, 1.0 mL 1000 mg L* Ag(l) ve 2
mL % 20’lik Triton X-100]
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3.2.2 Komplekslestirici derisiminin etkisi

Kesim 3.1°de anlatildig1 gibi aslinda vitamin tiirlerinin surfaktanca zengin faza dogrudan
gecisi de olmakta ancak bu gecis az oldugundan zayif sinyallere ve dolayisiyla diisiik
zenginlestirme faktoriine neden olmaktadir. Bu durumu iyilestirmek ic¢in farkli metal
iyonlari ile denemeler yapilmis ve en iyi sinyaller Ag(I) iyonu ile elde edilmisti (Sekil
3.1). Iyi sinyal alinabilen komplekslestirici tiirii olarak Ag(l) belirledikten sonra bunun
derigimi optimize edilmistir. Bu amagla zenginlestirme islemleri son hacimde 0-50 mg
L? giimiis iceren ortamlarda tekrarlanmis ve Sekil 3.4°de verilen sonuclar elde
edilmistir.50 mg L™ niin {izerinde ortama Ag(I) ilave edilse bile artik Slciilen vitamin
derisimlerinde herhangi bir artis gozlenmemektedir. Bu nedenle ideal olarak bundan

sonraki ¢aligmalarda son hacimde 30 mg Lt Ag(I) olacak sekilde deneylere devam edildi.
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Sekil 3.4 Onerilen Yontem iizerine giimiis iyonlar1 derisiminin etkisi
[Deneysel kosullar: 100 pg L B1 ve B2 vitamini, 5.0 mL pH 9 fosfat tamponu,

2 mL % 20’lik Triton X-100]

56



3.2.3 Iyonik surfaktan derisiminin etkisi

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu deneylerinde, ortamda ikinci bir surfaktan
kullaniminin ayirma verimini artirdigi literatiirde bildirilmistir. CPE deneylerinde
kullanilan surfaktanlarin biiyiik bir gogunlugu Triton X-100, Triton X-114, Triton X-45
ve Ponpe 7.5 gibi noniyonik surfaktanlardir. Ortamda bulunabilecek iyonik bir surfaktan,
olusan kompleksin yiikiine bagl olarak ikincil bir ligant gibi davranir. Eger ortamdaki
tirler anyonik ise ortamda bulunan katyonik surfaktan ile iyon ¢ifti kompleksi
olusturduktan sonra yiiksiiz olarak noniyonik surfaktan fazina gecer. Katyonik tiirler
varliginda ise ayn1 sekilde yiik dagilimini dengeleyerek noniyonik surfaktan faza gegme
verimini artirirlar. Tiyamin ve riboflavin tiirlerinin surfaktanca zengiz faza gegis verimini

artirmak amaciyla iki katyonik bir anyonik surfaktanin etkileri incelendi.
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Sekil 3.5 Tiyaminin zenginlestirme sinyaline iyonik surfaktan derisimi etkisi

[Deneysel kosullar: 100 pg L B1 ve B2 vitamini, 5.0 mL pH 9.0 tamponu, 1.5 mL 1000 mg L Ag(l)
ve 2 mL % 20’lik Triton X-100]
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Sekil 3.6 Riboflavinin zenginlestirme sinyaline iyonik surfaktan derisimi etkisi
[Deneysel kosullar: 100 pg L B1 ve B2 vitamini, 5.0 mL pH 9 fosfat tamponu, 1.5 mL 1000 mg L
Ag(l) ve 2 mL % 20’lik Triton X-100]

Cethyl pyridinum Chloride (CPC), cethyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) ve
sodium dodecyl sulfate (SDS) ile yapilan deneylerde en iyi sinyallerin her iki vitamin i¢in
de CPC surfaktani ile elde edildigi gozlenmistir. Ayrica Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’de
inclendiginde yine her iki tiir igin ideal CPC derisimin 1.8x10* M oldugu goriilebilir. Bu
nedenle bundan sonraki deneylerde ortama iyonik surfaktan olarak CPC eklenmis ve ideal
dersiminin son hacimde 1.8x10* M olarak saglanmasi icin 3.0x10° M lik stok

cozeltisinden tiiplere 3.0 mL eklenmesi gerektigi anlagilmistir

3.2.4 Noniyonik surfaktan derisiminin etkisi

Surfaktan derigimi, bulutlanma noktasi ekstraksiyonu verimini etkileyen en Onemli
parametrelerden biridir. Cilinkii surfaktan derisiminin kiigiik olmasi durumunda misel
olusumu yeterince gerceklesmez veya olusan kompleksin tamami surfaktan fazina
gecemez, dolayisiyla ekstraksiyon veriminde diisme goézlenir. Surfaktan derisiminin

yiiksek olmast durumunda ise surfaktanca zengin fazin hacmi artacagindan deristirme
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faktori diiser. Yapilacak ayirma iglemleri i¢in en uygun surfaktan derisimi dar bir aralikta

gozlemlenir.

Kesim 1.3’de anlatildigi gibi Onerilen zenginlestirme isleminin en iyi kosullarda
olabilmesi icin bir¢ok noniyonik surfaktan ile deneyler tekralanmistir. Bu amagla
kullanilan noniyonik surfaktanlar; Triton X-100, Triton X-114, Triton X-45, Ponpe 7.5,
Tergitol ve Genapol diir. Goriildiigii gibi literatiirdeki CPE deneylerinde kullanilan
surfaktanlarin biiyiik ¢ogunlugu denenmistir. Her bir surfaktanin % 20°lik (a/h)
cozeltileri dikkatlice hazirlandi. Cozeltilerin hazirlanmasinda, (h/h) yiizdesi degil (a/h)
yiizdesi tercih edildi. Ciinkii oldukga viskoz olan surfaktanlarda ¢6zelti hazirlarken her
seferinde tekrarlanabilir hacimler almak oldukca giigtiir. Bu nedenle tartim islemleri ile

daha tekrarlanir ve dogru ¢ozelti hazirlama islemleri yapilmistir.

Belli miktarda tiyamin ve riboflavin iceren ¢ozeltiler %20 (a/h) derisimdeki surfaktan
¢ozeltilerinden eklenerek son derisimi % (a/h) 0-0.2-0.4-0.6-0.8-1.0 olacak sekilde seri
deneyler hazirlanip zenginlestirme islemine tabi tutulmustur. Tiyamin ve riboflavin igin

elde edilen sonuglari ayr1 ayr1 Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de gérmek miimkiindiir.
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Noniyonik Surfaktan Derisimi, % (a/h)

Sekil 3.7 Tiyamin sinyallerine noniyonik surfaktan derigimi etkisi

[Deneysel kosullar: 100 pg L™ B1 ve B2 vitamini, 5.0 mL pH 9.0 fosfat tamponu, 1.5 mL 1000 mg L
Ag(I) ve 3.0 mL 3x10 M CPC]
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Sekil 3.8 Riboflavin sinyallerine noniyonik surfaktan derisimi etkisi

[Deneysel kosullar: 100 pg L™ B1 ve B2 vitamini, 5.0 mL pH 9.0 fosfat tamponu, 1.5 mL 1000 mg L™

Ag(I) ve 3.0 mL 3x10° M CPC]
Ayrica her iki vitamin tiirii i¢in yapilan noniyonik surfaktan optimizasyonunu, ¢ubuk
grafigi seklinde gostermek de miimkiindiir. Boylece ¢aligilan surfaktanlarin etkisi daha
iyl anlagilabilir. Sekil 3.9 ve 3.10°dan anlagilacagi gibi klasik CPE deneylerinde
kullanilan surfaktanlarla da iyi sayilacabilecek sinyaller elde edilmistir. Ancak Tergitol
ve Genapol surfaktanlar ile elde edilen sinyaller digerlerine gore oldukca iyidir. Bu

nedenle deneysel ¢calismalar bu iki surfaktan tiirii tizerinde yogunlastirilmistir.
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Sekil 3.9 Noniyonik surfaktan derisiminin Tiyamin sinyaline etkisinin ¢ubuk gosterimi

eneysel kosullar: pg L ve B2 vitamini, 5.0 mL Fosfat 9.0 tamponu, 1.5 m mg L~
[D 1 kosullar: 100 pg L B1 ve B2 vitamini, 5.0 mL Fosfat 9.0 1.5mL 1000 Lt
Ag(D) ve 3.0 mL 3x10° M CPC]
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Sekil 3.10 Noniyonik surfaktan derisiminin Riboflavin sinyaline etkisinin gubuk
gosterimi

[Deneysel kosullar: 100 pg L™ B1 ve B2 vitamini, 5.0 mL Fosfat 9.0 tamponu, 1.5 mL 1000 mg L™
Ag(I) ve 3.0 mL 3x10° M CPC]
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Noniyonik surfaktan optimizasyonu sirasinda hem Tergitol hem de Genapol ile yiiksek
sinyaller elde edilmesi, bu iki surfaktanin karistminin  kullanilabilecegini
diisiindiirmiistiir. Bu nedenle Tergitol ve Genapol surfaktanlarinin asagida verilen

oranlarda karigimlarini igeren 5’er mL lik ¢ozeltilerle deneyler tekrar edilmistir.
Sekil 3.11°de goriildiigii gibi en iyi sinyallerin 50 mL lik son hacimli tiiplere; 2 mL

%20’lik Tergitol ve 3 mL % 20’lik Genapol ¢ozeltilerinin karistirilmasiyla elde edildigi

gbzlemlenmistir. Bu nedenle bundan sonraki deneyler bu surfaktanlarin karigimi ile

stirdiriilmiistiir.
Cozelti No I I im v Vv Vi
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Sekil 3.11 Tergitol ve Genapol surfaktanlarinin birlikte kullanimi
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3.2.5 Elektrolit Etkisi

Surfaktanlar belli bir derisim ve sicakligin tistiinde misel olusturan yiliksek molekiil kiitleli
makro molekiillerdir. Aynen proteinlerde oldugu gibi surfaktanlarin da tuz etkisi
nedeniyle ¢oziiniirliikleri diiser. Salting-out etkisi olarak bilinen bu etkiyle surfaktan
molekiillerinin sulu fazdan ayrilmasi kolaylasir. Literatiirde de bu amagla genelde NaCl,
KCI, KNO3 veya NaNOsz gibi kuvetli elektrolitler kullanilir. Bu ¢alismada fazlarin
ayrilmasini kolaylastirmak igin, kiitlece %20 lik (a/h) KNO3 kullanilarak son hacimde
¢ozeltilerinin final derisimleri kiitlece % 0.00- 3.00 arasinda olacak sekilde elektrolit
eklenmis ve en iyi sinyalin Sekil 3.12°de goriildiigi gibi % 0.80 KNOg ile elde edildigi

gbzlenmistir.
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Sekil 3.12 Onerilen yontem iizerine elektrolit etkisi

[Deneysel kosullar: 100 pg L™ B1 ve B2 vitamini, 5.0 mL pH 9.0 fosfat tamponu, 1.5 mL 1000 mg L
Ag(D) ve 3.0 mL 3x103 M CPC, 2 mL %20 Tergitol ve 3 mL % 20 Genapol]
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3.2.6 Inkiibasyon sicaklig1 ve siiresinin etkisi

Diger parametrelerin optimizasyonu tamamlandiktan sonra, bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu yonteminda inkiibasyon sicaklig1 ve zamaninin optimizasyonu yapilmistir.
Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonunda sicaklik, misel olusumunda Onemli bir
parametredir. Vitamin tiirlerinin bulutlanma noktasi ekstraksiyonuna inkiibasyon
sicakliginin etkisini belirlemek amaciyla, 30°C—70°C arasinda 5 °C farklarla taranmustir.
Sekil 3.13’den goriildiigl gibi en yiiksek sinyale 45 °C de ulagilmistir. Daha yiiksek
sicakliklarda kompleksin surfaktan faza gegme oranmi diistiiglinden sinyal azalmaktadir.
Diisiik sicakliklarda ise bulutlanma olmadigindan faz ayirimi gézlenmemistir. Sonraki
deneylere en yiiksek sinyalin gozlendigi 45 °C de devam edilmistir. Ekstraksiyonun
etkinligi i¢in 6nemli noktalardan biri de 6rnek ¢ozeltilerin inkiibasyonda (su banyosunda)
kalma siiresidir. Bu amagcla 45 °C sabit sicaklikta 6rnekler farkli stirelerde tutularak stire

optimizasyonu yapilmustir.
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Sekil 3.13 Onerilen yontem iizerine inkiibasyon sicakliginin etkisi

[Deneysel kosullar: 100 pg L B1 ve B2 vitamini, 5.0 mL pH 9.0 fosfat tamponu, 1.5 mL 1000 mg L™
Ag(1) ve 3.0 mL 3x103 M CPC, 2 mL %20 Tergitol ve 3 mL % 20 Genapol, 2 mL % 20 KNOs]
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Sekil 3.14’den anlasildig: tizere, O ile 60 dk arasinda yapilan deneylerde, 10 dk’lik bir
bekleme siiresinin deney i¢in harcanan toplam siireyi de dikkate alarak uygun oldugu
gorilmistir. 10 dk’dan daha uzun siirelerde sinyalde kayda deger bir artig

gozlenmektedir.

3.2.7 Santrifiijleme hiz1 ve siiresi

Santrifiijleme hiz1, faz ayrimini etkileyen parametrelerden biridir. Bu nedenle optimum
kosullar altinda ayni miktarda belli miktarlarda vitamin igeren ¢dzeltiler bulutlanma
noktas1 ekstraksiyonu sonrast 2000 ile 5000 rpm arasinda farkli hizlarda
santrifiijlenmistir. Etkin bir faz ayirimi i¢in 3500 rpm lik bir santrifiijleme hizinin yeterli
oldugu goriilmiistiir. Daha yiiksek hizlarda santrifiij tiipleri zarar gormekte ve surfaktan
faz1 dagilmaktadir. Sekil 3.15°den goriildiigii gibi en iyi sinyalin elde edildigi 3500 rpm

degeri sonraki ¢aligmalarda optimum deger olarak alinmistir.
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Sekil 3.14 Onerilen Yontem iizerine inkiibasyon siiresinin etkisi

[Deneysel kosullar: 100 pg L B1 ve B2 vitamini, 5.0 mLFosfat 9.0 tamponu, 1.5 mL 1000 mg L™
Ag(1) ve 3.0 mL 3x103 M CPC, 2 mL %20 Tergitol ve 3 mL % 20 Genapol, 2 mL % 20 KNOs]
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Sekil 3.15 Onerilen ydntem iizerine santrifiij hiz1 etkisi

[Deneysel kosullar: 100 pg Lt B1 ve B2 vitamini, 5.0 mL Fosfat 9.0 tamponu, 1.5 mL
1000 mg L Ag(I) ve 3.0 mL 3x10° M CPC, 2 mL %20 Tergitol ve 3 mL % 20 Genapol, 2 mL % 20
KNO3]

3.2.8 Surfaktanca zengin fazin analize hazirlanmasi

Santrifiijleme isleminden sonra surfaktanca zengin faz tiipiin dip kisminda toplanir.
Surfaktanca zengin fazin (SRP) ayrilmasini kolaylastirmak igin Ornek ¢ozeltiler
buzdolabinda yaklasik 20 dk bekletilerek, surfaktanca zengin fazin viskozitesi artirtlir.
Bu siire sonunda tstteki sulu faz basit bir dekantasyon islemi ile kolayca ayrilabilir. Sulu
fazin son kalintilari ise bir damlalik yardimiyla uzaklastirilir. Ustteki sulu faz ayrildiktan
sonra surfaktanca zengin fazin cihaza verilmeden 6nce, uygun bir ¢oziiciiyle seyreltilmesi
gerekir. Clinkii viskozitesi yiiksek olan faz, hem bu haliyle enjeksiyona uygun degildir
hem de cihazda sinyal almaya yetecek miktarda degildir. Bu amagla analiz 6ncesinde
surfaktanca zengin fazin ¢oziinmesi amactyla farkli ¢oziiciiler denenmistir. Secilen
¢Oziiciiniin hem surfaktanca zengin faz1 tamamen ¢6zmesi hem de tayin edilecek cihaza

zarar vermeyecek sekilde olmasi gerekir.
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Sekil 3.16 SRP i¢in kullanilan ¢oziiciiler

[Deneysel kosullar: 100 pg L B1 ve B2 vitamini, 5.0 mLFosfat tamponu, 1.5 mL 1000 mg L* Ag(l) ve
3.0 mL 3x10° M CPC, 2 mL %20 Tergitol ve 3 mL % 20 Genapol, 2mL % 20 KNO3]

Bu amagla kullanilacak c¢oziiciiler segilirken HPLC sistemin yiiriitiicii fazina uygun
olmas1 ve SRP’yi kantitatif bir sekilde ¢ozecek kadar kuvvetli olmasi agisindan bazi
alkollerin asidik g¢ozeltileri 6zellikle denendi. Zenginlestirme sonrast 1’er mL eklenen

¢oziiciilerden alinan sonuglar Sekil 3.16° da goriilmektedir.

Sekil 3.16’den anlasildigr gibi en yiiksek sinyaller 0.1 M HCI’nin % 50 metanoldeki
cozeltisiyle elde edilmistir. Bu ylizden daha sonraki ¢aligmalarda surfaktanca zengin faz
bu ¢oziiciiyle ¢coziinmiistiir. Surfaktanca zengin fazin ¢éziinmesi i¢in kullanilan ¢éziicii
miktar1 zenginlestirme faktoriinii dogrudan etkileyeceginden hangi hacimde alinacagi
onemlidir. Olabildigince yiiksek bir zenginlestirme katsayisi elde edebilmek i¢in ¢oziicii

hacminin minimum bir degerde olmasi gerekir. Bu hacim arttikca zenginlestirme

67



katsayist diiser. Aslinda HPLC’nin mikro viallerine 100 pL 6rnek konulabilmektedir.

Ancak bu kadar diisiik miktarda ¢oziicii ile surfaktanca zengin fazin ¢oziinmesi tam

olamadig1 gibi viallere koymadan 6nce slizme islemi de yapilamamaktadir. 100 uL ila

2000 pL arasit ¢oziicli eklenerek hacim optimizasyonu yapilmis ve Sekil 3.17°de

goriildiigi ve de beklendigi gibi ¢oziicli hacmi arttikca sinyaller diismektedir. Maksimum

sinyalleri elde etmek adina, surfaktanca zengin fazin etkin bir sekilde ¢oziinebildigi ve

stizlilebildigi hacim olan 300 pL ideal deger olarak belirlenmis ve sonraki ¢alismalarda

bu deger kullanilmistir.
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% 50 Metanoldeki 0.1 M HCI hacmi, pL

Sekil 3.17 SRP i¢in kullanilan ¢6ziicii hacmi optimizasyonu

[Deneysel kosullar: 100 pg L' B1 ve B2 vitamini, 5.0 mL Fosfat tamponu, 1.5 mL 1000 mg L Ag(l)
ve 3.0 mL 3x10* M CPC, 2 mL %20 Tergitol ve 3 mL % 20 Genapol, 2mL % 20 KNOs3 ]
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3.3 Onerilen Yonteme Girisimci Tiirlerin Etkisi

Gergek Orneklerle calisirken karsilagilan en biiyiik sorunlardan biri ortamda
bulunabilecek diger tiirlerin girisim etkisidir. Kromatografik dlgtimlerde kolon vasitasiyla
saglanan etkin ayirma ve calisilan dalga boyu nedeniyle saglanan segicilik bir¢ok girisim

kaynagini etkisiz veya dnemsiz hale gelmesini saglar.

Yeni gelistirilen bir yonteme olas1 girisimci tiirlerin etkisini gézlemlemek i¢in yapilan
deneylerde secilecek girisimci tiirler; yontemin uygulanacagi 6rnek tiirtine bagli olarak
secilir. Gelistirilen yOntemin uygulanmasi, bazi gida Orneklerinde Bl ve B2
vitaminlerinin tayini {zerine yapilacaktir. Bu nedenle girisimci caligmasit gida

orneklerinde bulunabilecek bazi iyonik tiirler ve diger vitamin tiirleri ile yapilmistir.

Olas1 girisim etkilerinin daha ¢ok zenginlestirme basamag: ile ilgili olmasi beklenir.
Zenginlestirme isleminde, analit-ligant kompleksinin olusumunu engelleyici veya bu
kompleksin surfaktan faza gegisini kisitlayaci tiirler girisime neden olurlar. 100.0 pg L
B1 ve B2 vitaminlerinin tayini {lizerine farkli tiirlerin girisim etkileri incelenirken,
sinyalde +%5 lik bir farka sebep olan girisimei derisiminin analit derisimine orani

tolerans sinir1 olarak alinmigtir. Sonuglar Cizelge 3.1°de gortilmektedir.

Cizelge 3.1 100 pg L B1 ve B2 vitaminlerinin tayini i¢in girisimci tiirlerin tolerans

siirlart
Girisimci Tiirler Tolerans Sinir1
K*, Na* ve NH4* 1000
Cl, SO+#, Mg#, Ca? 750
NO2, NOs', HPO,*, POs*, HCO3 ve COs* 500
Cu?*, Zn?*, 350
B3 vitamini, Fe** 300
B12 ve B6 vitamini 200
B9 vitamini 100
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3.4 Yontemin Analitik Performans Olgiitleri

Bulutlanma noktasi ekstraksiyonu i¢in en uygun deneysel kosullarin belirlenmesinin
ardindan, dogrusal ¢alisma araligini belirlemek amaciyla, farkli derisimlerdeki Tiyamin
ve Riboflavin ¢ozeltileri ile zenginlestirme deneyleri uygulanmis ve 6lgiilen sinyallerin
tiyamin icin 4-400 ng mL%, Riboflavin i¢in ise 1-500 ng mL* araliginda dogrusal olarak
degistigi gozlenmistir. Bu c¢ozeltilere gelistirdigimiz yontemin uygulanmasiyla elde
edilen kalibrasyon dogrusu Sekil 3.18’de verilmistir. Optimum kosullar altinda, 6nerilen

yontemin analitik performans 6zellikleri Cizelge 3.2’de verildigi gibidir.
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Ge+G o
C
o
<L
= de+f
o
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Vitamin Derisimi, ng mL™’

Sekil 3.18 Optimum kosullar altinda elde edilen kalibrasyon dogrusu
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3.5 Gelistirilen Yontemin Validasyon Calismalari

Eser diizeydeki tiyamin ve riboflavinin bulutlanma noktasi ekstraksiyonu sonrasi
kromatografik analizlerine dayali olarak gelistirilen yontemin validasyonu (gegerlemesi)
ti¢ farklr sertifikali referans madde (SRM) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu amag i¢in
vitamin tiirlerinin en ¢ok analizlerinin yapildigi ilag ve gida SRM leri tercih edilmistir.
SRM lerin igerikleri Cizelge 2.3, 2.4 ve 2.5°de verilmistir. Kesim 2.5’ de agiklandig: gibi
analize hazirlanan 6rneklerden elde edilen ekstraklarin 10 mL’sini kullanarak gelistirilen
CPE yontemiyle tiyamin ve riboflavin igerikleri tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar, her
tic SRM tiirii igin de Cizelge 3.3’de verilmis olup bulunan sonuglar, sertifikali degerlerle
student’s t ve F testlerini kullanarak kiyaslanmistir. Hesaplamada kullanilan istatistiki

degerler yine ayni ¢izelgede sunulmustur.

3.6 Gercek orneklerin analizi

Gelistirilen yontemin uygulama alani olarak farkli gida orneklerinde B1 ve B2
vitaminlerinin analizi yapilmistir. Bu amagla segilen 6rnekler; bebek mamasi, siit, misir
unu, madimak bitkisi ve vitamin surubudur. Her bir 6rnek, Kesim 2.5’ de anlatilan 6rnek
hazirlama islemlerine gore hazirlanmis ve gelistirilen zenginlestirme sonrasi tayin
yontemi ile analiz edilmistir. Ayrica yontemin dogrulugunu saptamak i¢in, her bir 6rnege
100 ve 250 ng mL™* miktarlarinda standartlar ekleyip geri kazanim degerleri hesaplanmis

ve sonuglar Cizelge 3.4’de sunulmustur.
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Cizelge 3.2 Onerilen yontemin analitik parametreleri

Parametre Tiyamin Riboflavin
CPE Oncesi CPE Sonrasi CPE Oncesi CPE Sonrasi

Dogrusal aralik 1-50 ugmL?  4-400 ng mL? 1-50 pg mL? 1-500 ng mL*
Se¢me sinir? 0.35 ugmL? 1.33 ng mL? 0.35 pg mL? 0.35ng mL?
Nicellestirme sinir1® 1.01 pg mL? 3.98 ngmL? 1.01 pg mL*? 0.95 ng mL*
BSS (%) (250 ng mL* igin) 5.13 2.90 4.02 2.20
Kalibrasyon Duyarlilig1 86.14 8394 182.40 22319
Korelasyon Katsayis1 (1?) 0.9924 0.9962 0.9972 0.9970
Zenginlestirme Faktori® - 166.70 - 166.70
Tyilestirme Faktorii® - 97.44 - 122.36

a.b Secme simir1 bos deneme sinyallerinden elde edilen standart sapmanin 3 kat1 kullanilarak, nicellestirme smir1 da 10 kat1 kullamilarak hesaplandi.
¢ Zenginlestirme faktorii; baslangictaki sulu faz hacminin ( 50 mL) , zenginlestirme sonrasi elde edilen hacme (0.3 mL) oran1 alinarak hesaplandi.

d CPE sonrasi elde edilen kalibrasyon duyarliliginin CPE 6ncesi kalibrasyon duyarliligina orani
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Cizelge 3.3 Onerilen yontemin gecerliginin teyidi i¢in sertifikali referans gida drneklerine uygulamasi

Sertifikali deger, Bulunan?

mg kg* mg kg*

% Geri Kazanim

Ornek Tiyamin  Riboflavin ~ Tiyamin  Riboflavin ~ Tiyamin

tdeneysel
degerleri®

Fae neysel
degerleri®

NIST 3280 1060+120 1320+170 1015105 1385+145 10.3

1.13 (B1)
1.19 (B2)

1.30 (B1)
1.37 (B2)

BCR-483 3.07+0.34 4.20+0.54 2.96+0.19 4.08+0.36 6.4

1.53 (B1)
0.88 (B2)

3.20 (B1)
2.25 (B2)

ERM-

BD6000 450+0.60 16.7+1.4 4.68+0.45 15.8+1.6 9.61

1.05 (B1)
1.48 (B2)

1.78 (B1)
1.31 (B2)

49 95 gliven diizeyinde yedi tekrarli 6l¢lim igin bulunan ortalama deger+standart sapma
b 94 95 giiven diizeyi ve SD=6 igin tyritik degeri 2.45 dir.

€ % 95 giiven diizeyi ve SDpay ve payda=6 i¢in fiitik degeri 4.28 dir.

NIST 3280  : Multi Vitamin Tablet Standart: (100 kat seyreltilerek analizlendi)
BCR-483 : Kurutulmus Sebze Standarti

ERM-BD6000 : Siit Tozu B1 :Tiyamin ve B2: Riboflavin
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Cizelge 3.4 Onerilen yontemle cesitli gida drneklerinde B1 ve B2 vitaminlerinin analizi

Eklenen miktar Bulunan?®
g L g L % BSS % Geri Kazanim
Ornek Tiyamin  Riboflavin Tiyamin Riboflavin Tiyamin  Riboflavin  Tiyamin  Riboflavin
- - 45.24+1.64 102.34+2.24 3.62 2.19 - -
n?:flzl; 100.00 10000 14854358  198.74+3.18 2.41 1.60 102.2 98.2
250.00  250.00 302.14+4.56 362.0445.15 1.50 1.42 102.3 102.7
- - Tayin edilemedi Tayin edilemedi - - - -
Siit 100.00  100.00 103.6542.55 96.14+2.14 2.46 2.22 103.7 96.1
250.00  250.00 242.35+4.87 241.04+5.44 2.09 2.25 96.7 96.4
- - 65.48+3.28 25.02+1.54 5.01 6.15 - -
Misirunu  100.00  100.00 175.34+4.25 117.55+3.67 2.42 3.09 105.1 94.7
250.00  250.00 325.4446.47 272.08+6.37 1.99 2.34 103.1 98.9
- - Tayin edilemedi Tayin edilemedi - - - -
Mg‘l‘tllféf‘k 100.00 100.00 98.54+2.18 105.32+2.11 2.21 2.00 98.5 105.3
250.00  250.00 261.35+7.87 259.31+8.81 3.01 3.39 104.5 103.7
o - - 185.30+10.25  205.10+10.22 5.53 4.98 - -
\égfurg'l;‘ 100.00  100.00  294.04+12.45 320541548  4.23 4.82 103.1 104.9
250.00  250.00  442.24+14.10  438.14+18.56 3.19 4.24 101.6 96.3

206 95 giiven diizeyinde, yedi tekrarli 6l¢iim i¢in bulunan ortalama deger+standart sapma

® Ornek hazirlama islemleri sonrasi elde edilen 50 mL lik ¢ozeltideki derisimler
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Cizelge 3.5 Gelistirilen yontemin literatiirdeki benzer yontemlerle kiyaslanmasi

Analit Tiirler Zenginlestirme Tayin Yontemi %BSS Tayin Simir1 Dinamik Arahk gygulanan Kaynak
Yontemi Ornekler
Tiyamin DLLME Spektroflorimetri 3.0 0.06 ngmL™? 0.2-100 ng mL*! Farmakoloik ~ (Zeebvd,,
Ornekler, Idrar 2010)
Tiyamin Dogrudan Anodik Siyirma 1.6 - 0.34-3.4 ngmL" llag Ornekleri ~ (Alarfaj,
elektrot tizerinde  \/oltametri N.A, 2009)
zenginlestirme
Suda ¢dziinen Iyon Cifti-CPE  HPLC 6.2 05ugmL?*  1-50 ug mL (B1) Plasma / Urine  (Heydari ve
vitaminler 0.5 ug mL 0.5-20 pg mL(B2) Elyasi, 2014)
Vitamin K3 CPE Spektrofotometri 3.4 0.05 ugmL? 0.35-20.00 ugmL?  Farmakolik (Abdollahi
. 1 Ornekler ve Bagheri,
1,4-naphthoquinone 0.25-10.00 pg mL" 2004)
A Vitamini CPE HPLC <5.0 belirtilmemis 1-10 ng mL™ Serum (Sirimanne
E Vitamini 10-75 ng mL? Omekleri —vd., 1998)
Tiyamin CPE Spektroflorimetri 2.4 0.78 ngmL™? 2.5-1000 ng mL—1 Idrar Ornekleri (Tabrizi,
A.B., 2006)
Tiyamin CPE HPLC 2.9 1.33ngmL™? 4-400 ngmL* Gida ornekleri  Gelistirilen
Riboflavin 22  035ngmL? 1-500 ngmL? Yontem

DLLME: Dispersif Bulutlanma Noktasi Ekstraksiyonu; CPE: Bulutlanma Noktasi Ekstraksiyonu
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DEGERLENDIRME

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu (CPE), son 20 yilda 6zellikle de inorganik tiirlerin
ayirma ve zenginlestirilmesi igin olduk¢a yogun bir sekilde kullanilan ve giderek
yayginlasan bir yontemdir. Literatiirde bu alanda her yil yiizlerce ¢alisma yaymlanmakta

ve pek ¢ok farkl1 tiir ve 6rnek tipi igin genis uygulama alanlar1 bulmaktadir.

Bu konuda simdiye kadar yapilan ¢alismalarin yaklasik % 80 i inorganik tiirlerin,
Ozellikle de metalik iyonlarin zenginlestirilmesi {izerine olsa da, son yillarda organik
tiirlerin de zenginlestirilmesi ve daha sonra uygun bir yontemle tayini i¢in de yaygin bir
sekilde uygulanmaya baslanmistir. Yontemin bu kadar ¢ok uygulama alan1 bulmasindaki
temel faktorler; basitligi, ¢evreci olusu, diisitk maliyeti ve hemen her laboratuvarda temel

donanimla uygulanabilirligi olarak siralanabilir.

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu deneylerinde temel amag; daha biiyiikk sulu faz
hacmindeki analit tirleri, daha kiigiik bir hacimdeki surfaktan fazina alarak
zenginlestirme saglamaktir. Yontemin uygulanmasinda karsilabilecek temel sorunlar;
analit tilirlerin surfaktan faza yiiksek verimde gegemeyisi ve elde edilen surfaktanca
zengin fazin tayin basamaginda sunulacak cihaza uyumlu bir sekilde aktarilamayisi
olarak siralanabilir. Yontemin optimizasyon calismalari, bu sorunlar1 olabildigince

gidermek veya olumsuz etkilerini en aza indirmek amaciyla yapilir.

Her zenginlestirme deneyi gibi bulutlanma noktasi ekstraskiyonu da dogrudan tayin
edilemeyecek diizeydeki analit tiirlerini, tayin cihazinin 6lgebilecegi seviyelere kadar
deristirmeyi amaglar. Sunulan tez ¢calismasinda bu kapsamda bir zenginlestirme ve tayin

yontemi gelistirilmistir.

Secilen tiirler, ger¢ek Orneklerin birgogunda miktarlart yaygin kullanilan cihazlarla
dogrudan tayin edilemeyecek seviyede olan Bl ve B2 vitaminleridir. Analizleri
cogunlukla kromatografik yapilan bu vitamin tiirleri i¢in, HPLC sistemi ile (absorbans
dedektorii kullanilarak) tayin edilebilecek minimum derisim 1 ppm in altina
inememektedir. Bu soruna bir ¢oziim iiretebilmek adina; uygulamasi kolay, dogrulugu ve

kesinligi 1yi, maliyeti fazla olmayan bir zenginlestirme yontemi gelistirilmistir.
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Zenginlestirme islemine gegmeden Once, her iki vitamin tiirii iginde dogrudan tayin
kosullar1 optimize edildi. Bu amagla; literatiir bilgileri 15181nda, C18 kolonu ile, bir ¢ok
farkl yiiriitiicii faz bilesimi, kolon sicakligi, 6rnekleme hacmi, yliriitiicii faz akis hizi
denenerek en ideal tayin kosullar1 belirlenmis ve elde edilen en ideal parametreler Cizelge

2.1 ve 2.2’de sunulmustur.

Zenginlestirme deneylerine Boliim 3.1°de agiklandigr gibi her iki vitamin tiiriiniin
dogrudan surfaktanca zengin faza ekstrakte edilmesi ile ilgili ¢alismalarla baglanmistir.
Ancak bir¢ok farkli surfaktan tiirii ile yapilan denemelerde etkili bir geri kazanim ve de
zenginlestirme elde edilememistir. Bu yiizden ortama vitamin tiirlerinin yiiksiiz
kompleksler halinde surfaktan faza gecisini artirma etkisini saglayacak farkli iyonlar
eklenmis ve yapilan denemelerde Ag(I) ile oldukga iyi sinyaller elde edilmistir. Eklenen
giimiis iyonlar1 sayesinde her iki vitamin tiiriiniin de surfaktanca zengin faza gegen
miktarlart onemli derecede iyilesmis olup daha sonra diger optimizasyon islemlerine
gecilmistir. Tezin 3. boliimii boyunca anlatilan deneysel ¢alismalar ile gelistirilen yontem
tizerine etkisi olabilecek biitiin parametreler tek tek optimize edilmistir. Zenginlestirme
islemi icin; ortam pH’s1, glimiis iyonlar1 derisimi, noniyonik surfaktanlarin tiirii ve
derigimi, iyonik surfaktanlarin tiirii ve derisimi, elektrolit etkisi, inkiibasyon sicakligi ve
sliresi, santrifujleme hiz1 ve siiresi, surfaktanca zengin faz i¢in uygun ¢6ziicii se¢imi gibi

yontem degiskenleri i¢in en etkin zenginlestirme kosullar1 belirlenmistir.

Yontemin optimizasyonu tamamlandiktan sonra analitik parametreleri belirlenmistir.
Optimize edilmis kosullar altinda, dogrusal ¢aligma aralig1 tiyamin icin 4-400 ng mL™,
riboflavin igin ise 1-500 ng mL ! araliginda elde edilmistir. 20 adet tanik ¢dzelti ile yapilan
deneylerde ise her iki vitamin tiirii igin de tayin ve nicellestirme sinirlar1 belirlenmistir.
Tiyamin i¢in bulunan tayin simr1 1.33 ng mL™? ve nicellestirme smir1 3.98 ng mL™? iken
riboflavin icin ayn1 degerler sirastyla 0.35 ng mL™* ve 0.95 ng mL™ dir. Yéntemin analitik
performans olgiitleri topluca Cizelge 3.2°de sunulmustur. Yine her iki vitamin tiirii i¢in
de iyilestirme ve zenginlestirme faktorleri, litaratiirde en sik ifade edilen sekliyle
hesaplanmis ve ¢izelge’ye eklenmistir. 50 mL lik sulu c¢ozeltilerle baglanan
zenginlestirme ¢alismalarinda son hacim yaklasik 300 puL oldugu igin, zenginlestirme
faktdrii fazlarin oranindan 166.7 olarak bulunmustur. Iyilestirme faktdrii olarak ise
zenginlestirme Oncesi ve sonrast kalibrasyon duyarliliklarinin orani ile yapilan
hesaplamada iyilestirme faktorii tiyamin igin, 97.44, ribofalvin igin ise 122.36 olarak
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bulunmustur. Elde edilen bu faktorler literatiirdeki benzer molekiiller i¢in olan

caligmalara kiyasla oldukga yiiksektir.

Gelistrilen yontemin validasyonu saglamak amaciyla ii¢ farkli sertifikali referans gida
orneginin Kesim 2.5’de anlatilan yonteme gore hazirlanmis ve Onerilen zenginlestirme
yontemine gore yedi tekrarli olarak analiz edilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.3°te
sunulmustur. Analiz sonuclarn ile sertifikali degerlerin kiyaslanmasi Student’s t ve F
testleri kullanilarak istatistiksel olarak yapilmistir. % 95 giiven diizeyinde yapilan
degerlendirmede sonuglar arasinda anlamli farklar olmadig1 ve sonuglarin belirli hata

icermedigi kanisina varilmistir.

Yeni gelistirlen bir yOntemin optimizasyonu tamamlanip analitik parametreleri
belirlendikten sonra birkag farkli gida 6rnegine uygulamasi yapilmistir. Segilen 6rnekler
ilgili vitamin tiirlerinin farkli miktarlarda bulunabildigi ve olas1 girisimci tiirlerini igeren
gidalardan olusmaktadir. Kesim 2.5’de verilen yonteme gore hazirlanan 6rnekler daha
sonra gelistirilen zenginlestirme yontemi kullanilarak analiz edilmis ve sonuglar Cizelge
3.4’de verilmistir. Ayrica yontemin dogrulugunu smamanin bir 6l¢lisii olarak gercek
ornekler iizerinden geri kazanim caligsmalar1 da yapilmis ve bulunan degerler ¢izelgeye
eklenmistir. Cizelge 3.4’de gorildiigii gibi geri kazanim degerleri % 96.4 ile 105.1

arasinda olup kantitatifdir.

Son olarak, gelistirilen yontemin literatiirdeki benzer yaklasimlarla mukayese edilmesi
onemi ve 6zgilinliigii agisindan bir fikir vermesi i¢in Cizelge 3.5’de sunulmustur. Tezin
yazildigi tarih itibariyle B1 ve B2 vitaminlerinin CPE yaklasimi ile zenginlestirme sonrasi
tayinlerini igeren bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu konuyla ilgili olarak literatiirde ancak
Cizelge 3.5°de 6zetlenen birkag calismaya rastlanilmistir. 2014 yilinda Heydari ve Elyasi
tarafindan, iyon ¢ifti CPE temelli yapilan bir ¢alisma sunulmus olup, tayin smir1 ve
caligma araligi incelendiginde, zaten HPLC ile dogrudan tayin edilebilecek diizeyde
sonuclar verildigi goriilmektedir. Bu anlamda, bizim yontemimizle kiyaslanabilecek
durumda degildir. Tebrizi ve Zeeb tarafindan sunulan iki ayr1 ¢aligma ise sadece Tiyamin
tiirleri i¢in bir zenginlestirme sunmaktadir. Spektroflorimetrik 6lgtimlerin daha duyarh
olmasindan kaynaklanan bir iistiinliige sahip olmalarina ragmen, gelistirilen yontemlerle
elde edilen sonuclar tiyamin i¢in kiyaslanabilir durumdadir. Tiyamin i¢in elektroanalitik

temelli bir ¢alisma da literatirde mevcut olup, kiyaslama yapilabilir fazla veri
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icermemektedir. Yagda ¢Oziinen iki vitamin tiirii olan A ve E vitaminlerin zenginlestirme
sonrasi tayinlerini i¢eren iki ¢alisma (Abdollahi ve Sirimaane tarafindan yapilan); sadece
uygulanan yaklasimin benzer olusundan &tiirli tabloya yerlestirilmis ve fikir vermesi
acisindan verileri sunulmustur. Her iki yontemde de elde edilen zenginlestirme faktorleri
hakkinda bilgi verilmemis olup tayin sinirlar1 ve ¢alisma araliklar1 agisindan elde edilen

sonuclar benzerdir.

Literatiir taramasinda dogrudan bu iki vitamin tiirii i¢in zenginlestirme temelli bir calisma
olmayis1 ve yaklagim agisindan benzer ¢caligmalara gore oldukea iyi sayilabilecek analitik

parametreler elde edilmesi ¢calismanin 6zgiinliigii ve 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir.
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