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OZET

Arbutin birgok tibbi bitkide bulunan ve dogal olarak olusan glikozittir.
Arbutin igeren ilaglar basta cilt kanseri tedavisi olmak izere idrar yollari
enfeksiyonlarinin tedavisi, bobrek tagi tedavisi, yetigkinlerin cildinde gorilen ¢il ve
leke gibi rahatsizliklarin tedavisinde cilt beyazlatma ajami olarak kullanilir. Dogal
arbutinin bitki yapraklarindan ekstrtaksiyonu i¢in ¢evre ve insan sagligini olumsuz
etkileyecek toksik kimyasallarin kullanildigs, tretim siireleri uzun ve maliyeti yuksek
geleneksel ekstraksiyon yontemleri yerine kisa ekstraksiyon zamani, minimum
organik ¢oziici tiketimi olan yuksek verime sahip ekonomik, ¢evre dostu kolay
uygulanabilir Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UAE) yontemi gelistirilmistir.

Bu ¢aligmada ekstraksiyon verimi tizerine pH, zaman, sicaklik ve ¢oziicii/kati
oraninin etkisi belirlenmigtir. Optimizasyon i¢in Response Surface Metadolojisi
(RSM) kullanilmistir. Bunun igin, ekstraksiyon verimi uzerine etkin deneysel
kosullar: kat/¢ozici orani (20-40 ml / 200 mg numune), pH (1-13), ekstraksiyon
suresi (30-90 dakika), sicaklik (40-80 °C) olarak se¢ilmigtir. Bu parametrelerin en iyi
muhtemel kombinasyonlart RSM ile elde edilmistir. Deneysel kosullarin tasarimi
igin Box-Behnken tasarimi segilmistir. Ikinci dereceden polinom modelleri
(quadratik model) deneysel verilerin en iyi tanimlanmasint vermistir. Optimum
isletme kosullarinda (pH:7.00, 80.00 °C sicaklik, 48,41 dakika ekstraksiyon siiresi ve
40 ml ¢ozici/ 200 mg kat1 orant) 200 mg numuneden 12,93 mg Arbutin ekstraksiyon
verimi elde edilmistir. Elde edilen bu sonuglar ay1 tizimi yapraklarindan Arbutin
etken bileseninin ekstraksiyonu i¢in Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UAE) etkili
bir metot olabilecegini gostermistir.
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1. AYI UZUMU

1.1. Ayr Uziimiiniin Genel Ozellikleri

Kirmiz1 ¢igekli, 2 metreye kadar boylanabilen, meyveleri kizilimsi renkte bir
bitkidir. Igerisinde gesitli organik asitler, tanen ve arbutin bulunur. Iliman iklim
kusagina adapte olmus bir meyve tiri olup botanik olarak tzimler gurubunda
bulunmaktadir. Asidik sartlari seven birgok bitki gibi fundagiller familyasinda yer
alirlar. Asitli ve organik maddece zengin, defne, cam, kizilagacin yetistigi alanlarda
kolayca yetisebilmektedir. Duinya uzerinde sadece 240000 ton tretilebilen ve
yaklagik olarak 40 milyon insanin tiketim imkani bulabildigi ay1 izimi ¢ok hizli bir
sekilde uretilerek satiga sunulabilmekte, ¢ok farkli alanlarda kullanilabilmekte ve
birim alandaki getirisi son derece yiksek olup igerigi ile saglik agisindan oldukga

yararlt bir meyvedir [1].

Resim 1.1. Ay1 Gziimu bitkisi ve yapraklari



1.1.2. Bitkisel Ozellikleri, Yetisme Sartlar: ve Kiiltiirel islemler

Cok yillik bir bitki olup bazi tiirleri her dem yesil, genelde yapragint doken
odunsu calilara sahiptirler. Asit karakterli (tirlere gore pH 4,2-5,0 veya 4,5-5,2)
topraklarda iyi gelisme gosterir. Kokleri 5,5 pH seviyesine kadar toleranslidir. Ancak
pH degerinin 6,5 ve uzerine ¢iktig1 topraklarda yetistirilemez. Si1g kok yapisina
sahiptir. Bahge i¢in meyilli alanlar tercih edilmelidir. Drenaji iyi, havali ve organik
maddece zengin (%3’ den fazla) topraklari tercih eder. Taban suyu 0,6 m’ den
asagida olmalidir. Tam giines alan nemli ve asitli topraklarda 1yi geligir. Bahge yeri

en azindan yarim giin giines almalidir. Glin igerisinde 3-4 saat golge alabilir [2].

1.1.3. Yayihisi

Uziimsii meyve olarak kullanilan taksonlarin birgogu Tiirkiye’de dogal olarak
yetismektedir. Bu meyveler, vitamin ve mineral maddesi bakimindan zengin, insan
sagligr icin de dnemli olup gida sektoriinde kullanimi (meyve suyu, meyveli yogurt,
dondurma, konserve, recel, v.s.) giderek artmaktadir. Tim diinyada oldugu gibi
Turkiye’de de genetigi degistirilmis bitkilerin miktarinin kontrolstiz bigimde artmasi
sonucu, genetik kirlilik olugturma riski her gegen yil hizla artmaktadir [3]. Genel
olarak tim Karadeniz bolgesinde yer yer yayilmakla birlikte, Trakya bolgesinde ve

Marmara’nin giineyinde yerel yayilis gosterdigi goriilmektedir.

1.1.4. Ekolojisi

Don olay1 olmayan en az 160 gunliik yetisme periyodu ister. Govdesi -29,1
ile -37,7 °C ye kadar dona dayanir. Uzun giinler bitkideki vegetatif gelismeyi tesvik
ederken yaz sonlar1 ile sonbahar aylarindaki kisa giinler meye tomurcugu gelisimini

artirir. Kilcal koklerden yoksun oldugu i¢in topraktaki nem degisikliklerine son



derece hassastirlar. Sulamada kullanilan su kaliteli olmali, ¢ok az veya hi¢ tuz
igermemeli ve kalsiyum igerigi ¢ok az veya hig olmamalidir. Ideal toprak, drenaji iyi,
asitli kumlu ve pH’ s1 4,5-5,2 arasinda olan topraklardir. Organik madde kapsami

yiiksek olan agir topraklarda yetistirilmesi uygundur [4].

1.1.5. Botanik ve Anatomik Ozellikleri

Ay1 uzimi; Ericales takimi, Ericeceae familyasi, Vacciniaceae alt familyasi,
Vaccinium cinsine ait bir turdiir. Kilcal kokleri olmayan lifli kok yapisina sahiptir.
Su ve besin maddelerinin kokler tarafindan absorbe edilebilmesi i¢in ¢ogunlukla
endotrofik mikorizalar (VAM) ile birlikte yasarlar. Kokler bitkinin tabanindan
itibaren 180 cm’ ye kadar yayilabilir. Ancak nadiren 90 cm derine inebilirler. Meyve
gozleri yaz sonlart ile sonbahar aylarinda olugmaktadir. Tomurcuk gelisimi siirgiin
ucundan agsagiya dogru meydana gelir. Cigcek tomurcuklarinin sayisi iklime bagl
oldugu kadar surgiin gelisme kuvvetine de baglidir. Tomurcuklarin iginde yer alan

cicek demetinin farklilagmasi ise asagidan yukari dogru ger¢eklesmektedir [5].

1.2. Arbutin

Ayt Uzimu olarak da bilinen Arctostaphylos Uva-ursi ana bilesen olarak
arbutin olmak tzere, farmosotik olarak uygun bilesenler olan fenoller, tanenler ve
flavonoidler icermektedir. Bir bahge bitkisi olarak degerli olmasinin yaninda uriner
antiseptik ve damar buiziicii olarak kullanilmaktadir [6]. Farmakolojik olarak aktif
bilesik olan hidrokinonlar canli organizmada arbutinin glikozide pargalanmasiyla

meydana gelmektedir [7].

Ayt Gzimi bitki 6zi arbutin, bir hidrokinon turevidir. Piyasada bulunan
triinlerde 1960 dan bu yana cilt aydinlatma ajani olarak hidrokinon kullanilmaktadir

[8]. Arbutin dogal olarak bugday, armut kabugu ve yaban mersini yapraklarinda



bulunur. Viicuda alinan bu urinlerin ¢ogu hidrokinon iretmek iizere metabolize

edilir ve idrarla atilir.

Arbutinin  kantitatif analizi i¢in, spektrofotometre [9], kapiler bolge
elektroforezi [10] ve Nguyen-HIEP kromotospektrofotometresi [11] gibi yontemler
vardir. Ters fazli HPLC yontemi daha uygun gorinmektedir [11-13]. Eski
yontemlerin saflagtirma asamasina gerek duymasi arbutin kayiplarina neden
olabilmektedir, fakat HPLC de ekstrakt dogrudan analiz edilebilmektedir. Bu nedenle
ters fazli HPLC yontemi analiz i¢in daha uygun gorinmektedir [11-14]. Bundan
bagka, varolan HPLC yontemleri hiicre stuspansiyon kultirlerinde ve idrar

orneklerinde arbutin 6lgmek i¢in gelistirilmistir [8,12,13].

1.2.1. Tarihi ve Onemi

Arbutin, ayr Uzima bitkisinin yapraklarindan ekstrakte edilen etken
maddedir. Gegmiste ekstraktlar idrar yolu enfeksiyonlar1 ve bobrek tast tedavisinde
idrar sokturicii olarak kullanilirdi. Arbutin viicut igerisinde damar bizici,
antimikrobiyal ve dezenfektan ozelliklere sahip hidrokinona dontstarilir [15].
Hidrokinon hiperpigmentasyon tedavisinde yaygin olarak kullanilir. Arbutin fenolik
olmadig diiginiilen glikollesmis benzokinondur. Ayrica hidrokinona dénistigl i¢in
asir1 renklenmede etkilidir [15,16]. Hidrokinonun, 1990 yilinda toksik olmasi

sebebiyle recetesiz satigi yasaklanmigtir.

1.2.2. Kullanimi

Arbutin, renkli fotograflarda dengeleyici, idrar soktiriicl, Uriner sistem igin
enfeksiyon olusumunu engelleyici ve deri rengini agict ajan olarak kullanilir. Arbutin
melanin olusumunu engelleme konusunda hidrokinon ile benzer etkilere sahiptir

[16].



1.2.3. Kimyasal Yapisi

Kimyasal ismi: Arbutin. Hidrokinon beta-D-glikopinosit
Kimyasal formuli: C12H1607
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Sekil 1.1. Arbutinin kimyasal yapist

Arbutin suda ¢oziinebilen beyaz kristalli bir toz halindedir. Arbutin, kapsiiller
ve caylar gibi bitkisel ilaglar i¢inde uva-ursi bitkisinden elde edilmis tozlar ve
ezilmigs yapraklar halinde bulunur. Arbutin, aym1 zamanda, ticari olarak
asetobrominoglukoz ve hidrokinon, ya da fosfor oksikloriiriin mevcudiyetinde beta-
D-glikoz pentaasetat ve hidrokinon monobenzil eter ile reaksiyonundan

sentezlenebilir [16].

1.2.4. Genel Uretim Siireci

Arctostaphylos UV A ursi ikinci ay1 Gzimi 6zi tirozin melanin olusumuna
neden olan oksitlenme reaksiyonlar: dnlemek i¢in bir indirgeme maddesi ile bir araya
getirilmektedir. Ornegin portakal ekstresi, limon 6zii ve salatalik 6zii gibi diger
tirozinaz inhibitorleri; glikolik asit, laktik asit ve sodyum hiyaliironat bigiminde
tamamlayict katki maddeleri ile birlikte, aydinlatma etkisini arttirmak igin,

formulasyona ilave edilebilir.



1.2.5. Biyolojik Aktivitesi

Sistemik olarak arbutin mide bagirsak sisteminde emilir ve biyolojik olarak
hidrokinona dontstirilir. % 65-75 araliginda sindirilen arbutin boébreklerden atilir.
Melanin, trozinaz ile salgilanir. Hidrokinon trozinazi inhibe ederek melanin sentezini
durdurur [18]. Arbutin topikal uygulamada, daha ytlksek konsantrasyonlarda, daha az
toksisite ve tahrig ile lokalize bir etki saglar [18-19].

1.3. Ekstraksiyon Teknikleri

1.3.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Soxhlet ekstraksiyonu 6zel bir cihazda gergeklestirilir (Sekil 1.2). Katt veya
yari-katt numuneler i¢in uygundur. Soxhlet ekstraktorii, en eski ekstraksiyon
sistemlerinden biridir ve hala genis 6l¢iide kullanilmaktadir. Soxhlet ekstraktori, bir
¢oziict sigesi, orta gemberde bir sivi akig borusu (sifon), sogutulmus bir kondansor

(yogusturucu) ve 1sitma sisteminden meydana gelmistir.

Kat1 6rnek, orta gemberin igindeki ektraksiyon bolmesinin igine yerlestirilir.
Cozicu bunun altindaki ¢oziici sigesinin i¢ine konur. Cozici kaynama sicakliginin
tzerinde 1sitilir ve kaynayan c¢oziiciden gelen buharlar yogunlagmanin oldugu
kondansatore hareket eder; yogunlasir, 6rnege dogru damlar. Coziicii 6rnegi 1slatir ve
daha sonra ¢oziici seviyesi sifonun tepesine ulagir ulagsmaz, ¢oziici tim Ornek
bolmesini bosaltarak, ¢oziici sisesine geri damlamaya baglar. Boylece sicak ¢oziici
birka¢ kere 6rnek igerisinde sirkiile olur. Ekstrakte olan analitler ¢ozici sigesinin
icinde kalirken, yalnizca temiz ¢ozici buharlagtigindan, her dolagimda taze ¢oziici
kullanilir. Cevrim sayisini ve ekstraksiyon zamanini rapor etmek daha iyi bir
karsilagtirma i¢in 6nemlidir. Tipik ekstraksiyon zamanlari1 6 saatten 24 saate kadardir
ve olduk¢a buyik c¢ozici hacimleri (100-500 mL) gereklidir. Ekstraksiyon

coziculeri genellikle saf organik ¢oziciler veya bunlarin karigimlaridir. Soxhlet



ekstraksiyonu, esas olarak organik bilesiklerin kati orneklerden ekstraksiyonunda
kullanilir. Bilesikler, c¢oziiciniin kaynama sicakliginda termal olarak kararli
olmalidir. Eszamanli ekstraksiyona izin veren Soxhlet cihazi ¢ok diugsik maliyetle
temin edilebilir. Yontemin kullanilmasi esnasinda kargsilagilan problemler &rnek
bolmesinin temizliginden kaynakli olabilir. Kullanmadan 6nce, temiz bir ¢ozici ile

ekstrakte ederek temizlemek en iyisidir [20].

Su
sogutmasi

Bolme

Coziici

Sekil 1.2. Soxhlet ekstraktor cihazi

Geleneksel Soxhlet ekstraksiyonu bazi cazip avantajlara sahiptir. Ornek,
surekli olarak taze c¢ozici ile temas halindedir. Boylece matriksten analitin
uzaklagtirilmasi artar. Distilasyon balonuna uygulanan isiyla, ekstraksiyon kavitesine
ulagildigindan, sistemin sicakligi oda sicakligindan daha yiksek olur. Sistem bu
yiksek sicaklikta degismeden kalir. Ayrica, ozitlemeden sonra filtrasyona gerek
kalmaz ve ornekten uretilen madde miktari, birkag eszamanli ekstraksiyon paralel
olarak gergeklestirilerek arttirilabilir. Digtik maliyetli basit donanim kullanilmasi

buna olanak saglar. Soxhlet ekstraksiyonu az ugras gerektiren ¢ok basit bir



metodolojidir. En son kullanilan alternatiflerinin ¢ogundan (mikrodalga destekli
ekstraksiyon, superkritik sivi ekstraksiyonu gibi) daha fazla miktarda 6rnek kitlesi

ekstrakte edilebilir [21-22].

Soxhlet ekstraksiyonunun diger kati ornek hazirlama teknikleriyle
karsilastirildiginda en 6nemli dezavantajlari, uzun zaman gerektirmesi ve biyiik
miktarda organik ¢ozici kullanmasidir. Cok miktarda ¢Oziiciiniin zararsiz hale
getirilmesi yalnizca pahali degil, ayn1 zamanda g¢evresel problemlerin kaynagidir.
Ornekler genellikle ¢oziiciiniin kaynama noktasinda uzun sure ekstrakte edilir. Bu da
termal olarak kararsiz olan hedef tiirlerin bozunmasina yol agabilir. Geleneksel
Soxhlet cihazi, siirecin hizlanmasina yardimer olan calkalama saglamaz. Buyik
miktarlarda ¢ozici kullanildigindan, ekstraksiyon sonrasi buharlagtirma/deristirme
basamag1 zorunludur. Soxhlet teknigi ¢oziictu seciciligi ile sinirlidir ve otomasyonu

zordur [22,23].

Ayni temel prensibe dayanan Soxhlet ekstraktorlerinin modern versiyonlari
geligtirilmigtir. Bunlar, basingli Soxhlet ekstraksiyonu, otomatiklestirilmig Soxhlet
ekstraksiyonu, ses dalgalar1 destekli Soxhlet ekstraksiyonu ve mikrodalga destekli

Soxhlet ekstraksiyonudur.

Soxhlet ekstraksiyonu yiizyildan fazla zamandir avantajlarini kanitlamistir.

Bu avantajlar ¢ogu eksikliklerin tstesinden gelmistir. Bunlar1 goyle siralayabiliriz:

1. Basingli Soxhlet ekstraksiyonunda, ornek kartusuna uygulanan basincin
artmastyla, ¢ozlicinin kati 6rnege niufuz etmesi kolaylagmistir. Bunun
sonucu ekstraksiyon zamani kisalmig ve ¢oziicii hacmi de azalmistir. Bununla

beraber yiiksek basingta ¢aligmak, deneysel kurulumu zorlagtirmaktadir.

2. Otomatiklestirilmis Soxhlet ekstraksiyonunda kullanilan farkli 6zellikteki
birkag ticari ekstraktorin ortak paydasi: ekstraksiyon suresini kisaltma,
ekstraktant (ekstraksiyon yapan madde) hacmini azaltma ve birka¢ 6rnegin eg
zamanli ekstraksiyonuna olanak saglamaktir. Bu cihazlarin en 6nemli kusuru

yiiksek maliyet ve ¢ok yonli olmamasidir.



3. Dis enerjilerle ekstraksiyonun desteklenmesi (ultrasonik enerji ve mikrodalga
kullanim1) Soxhlet ekstraksiyonunun eksiklerinin giderilmesi i¢in en 1iyi

alternatiftir [22].

1.3.1.1. Soxhlet Ekstraksiyonun Uygulamalari

Soxhlet ekstraksiyonu hem ¢evresel analizlerde, hem de gida analizlerinde
uygulanmigtir.  Falandysz ve arkadaglar1 balikta poliklorlu bifenilleri tayin
etmiglerdir. Baliklarin kas dokular1 alinmis ve homojenize edilmistir. Petri kaplarinda
dondurulmus ve liyofilize edildikten sonra hekzan ile Soxhlet cihazinin geligmis bir
versiyonunda (Soxtec HT6) ekstrakte edilmistir. Analiz gaz kromatografisi-elektron
yakalama dedektorinde (GC-ECD) gerceklestirilmistir [24]. Diagne ve arkadaglari,
Soxhlet ekstraksiyonu yontemiyle fasulyeden organofosforlu bir insektisit olan
fenitrotiyon kalintilarini ekstrakte etmiglerdir [25]. 10 gram 6rnek 24 saat boyunca
200 mL diklormetan ile ¢oziiciiniin kaynama sicakliginda muamele edilmistir. Daha
sonra ugurularak zenginlestirilen 6rnek yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) ve GC-ECD ile tayin edilmistir.

1.3.2. Basinch Sivi Ekstraksiyonu (PLE)

Ekstraksiyon i¢in olduk¢a yeni bir tekniktir. Hizlandirilmig ¢ozicu
ekstraksiyonu olarak da adlandirilir. Ornegi sizdirmaz bir yiiksek basing ortaminda
tutarak, geleneksel ¢oziciiler i¢in daha yiiksek sicakliklar kullanilmasina izin veren
bir donanim kullanir. Yikseltilmig basing, ¢oziiciniin daha yiksek sicakliklarda sivi
halde bulunmasini saglar. PLE’ de verim ve seciciligi etkileyen kritik faktorlerden
biri ekstraksiyon sirasinda uygulanan sicakliktir. Yiksek sicakliklarin kullanimi, van
der Waals kuvvetleri, hidrojen bagi ve dipol ¢ekim gibi analit-6rnek matriksi
etkilesimlerinin bozulmasina yardimci olarak ekstraksiyon verimini artirir [26].

Termal enerji kullanimi benzer molekuller arasindaki kohezyon ve farkli molekiiller



arasindaki adezyon kuvvetlerinin tstesinden gelinmesine yardimet olur. Bu durumda
geri birakma (desorpsiyon) sureci i¢in gerekli aktivasyon enerjisi azalir. Yikseltilmis
sicaklik ¢Oziiciniin, ¢oziinenin ve matriksin yiizey gerilimini disirir. Bu ytuzden
ornegin 1slanmasi artar. Coziicl yiizey geriliminde azalma, ¢ozici kavitesinin daha
kolay olugmasini saglar. Boylece analitlerin ¢oziiciide daha hizli ¢oziinmesine izin
verilir [27]. Artan sicaklik sivi ¢oziicinin viskozitesini azaltir ve matriks
partiktllerinin i¢ine girmesini kolaylastirir. Sicaklik, giigli analit ve matriks
etkilesimlerinin bozulmasina yardim eder ve denge zamanini kisaltan difiizyon
hizlarin1 artirir. Bu durum  o6zellikle diftizyon kontrolli 6rneklerde daha hizl
ekstraksiyonlara izin verir. PLE’ nin temel ozelligi, gerekli ¢oziicii miktarin1 dnemli
olgide azaltirken, ekstraksiyon surecinin hizini artiran yuksek difiizyon sivilar
kullanmasidir [28]. Yikseltilmis sicaklik nedeniyle ekstraksiyon kinetigi de daha
hizlidir. PLE’ nin amact, yitksek sicaklik ve basing kullanarak sivi ekstraksiyonunu
gelistirmektir. Yuksek sicaklik ve basing, ¢oziciiniin 6érnek matriksinin igine niifuz
etme kabiliyetini artirir. Genellikle ekstraksiyon, ¢oziiciniin atmosferik kaynama
noktasinin ustindeki bir sicaklikta gerceklestirilir. Analitlerin yayilma gici ve
¢cozunurlugu, artan sicaklikla artmaktadir. Bu ekstraksiyonu daha hizli ve daha etkin
yapmaktadir [26,29]. Ekstraksiyon sirasinda uygulanan basincin temel avantaji,
sicaklik kaynama noktasinin tizerine ciksa bile ¢oziiciniin sivt durumda kalmasidir.
Ekstraksiyon esnasinda yiiksek basing, ¢ozlciniin analite ulagmasini engelleyen,
matrikste bulunan hava kabarciklari ile ilgili problemleri kontrol eder. Bu kosullar

analitin ¢ozinirligint ve matriksten desorpsiyon kinetigini artirir [30].

Bu yiizden tim siireg¢ Soxhlet ekstraksiyonundan daha hizlidir. Isitma
sonrasinda ekstraksiyon hiicresi, ¢ozicinin normal kaynama sicakliginin altina
kadar sogutulur. Daha sonra hiicreye yiiksek basing uygulanir. Bu basing, ¢oziicii ve
ekstrakte edilen materyali bir filtreden gecerek disariya ¢ikmaya zorlar. Ekstraksiyon
kinetigini artiran 200 °C’ ye kadar yiikseltilmis sicakliklarin kullanilmasindan dolayi,
¢coziicinin kaynamasint 6nlemek igin 20 MPa kadar basing gereklidir. Gerekli
¢oziici miktar1, geleneksel sivi ekstraksiyon yontemlerinde kullanilan miktardan
daha azdir. PLE’ nin smurlamasi, 1sisal kararli olmayan ornekler i¢in uygun

olmamasidir [31].
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Bununla birlikte olast en yiksek sicaklik ve basing, mutlaka en yiksek
verimle sonug¢lanmaz. Bozucu etki de yapabilir. Ayrica ekstraksiyon verimini
etkileyen birka¢ degisken daha vardir. Bunlar; ekstraksiyon zamani, ¢oziicii secimi,
¢oziici hacmi ve yuklenen 6rnek miktaridir. Orijinal 6rnegin bilesimine (organik
bilesim, su igerigi, partikul boyutu ve heterojenite) ek olarak, 6érnek on hazirlama

teknikleri de (kurutma, 6giitme gibi) sonucu etkileyebilir [32].

PLE statik modda, dinamik modda veya bunlarin kombinasyonuyla
gergeklestirilebilir. Dinamik modda, ¢6ziicti 6rnegin i¢cinden akar. Statik basingli sivi
ekstraksiyonu mantel olarak kapali bir kapta gerceklestirilebilir. Fakat ekstraksiyon
daha ¢ok otomatik bir enstrimanla gerceklestirilir. Tipik bir PLE sistemi, bir firin,
ekstraksiyon hiicresi, pompa ve basing altinda tutan sistem, birkag vana ve toplama

kaplarindan olusur [33].
Statik ekstraksiyon modu su basamaklari igerir:
1. Ekstraksiyon hiicresine 6rnegin yiuklenmesi,
2. Hicrenin organik ¢ozict ile doldurulmast,
3. Hucrenin sicaklik ve basincinin ayarlanmast,
4. Ornegin belirli bir zaman ekstrakte edilmesi,

5. Basincin serbest birakilarak ¢oziiciniin toplama kabina transfer edilmesi.
Tum ekstraktin toplama kaplarina ulagmasini saglamak i¢in hiicrenin temiz

¢oziiciyle yikanmasi,

6. Uygun bir gaz kullanarak 6rnekten ¢oziicii atiklarinin temizlenmesi.

PLE sisteminde toplanan hacim miktart hiicre buyiikligine baglidir. 10-100 mL
arasinda olabilir. Bu yiizden son ekstrakti deristirmek i¢in buharlagtirma basamagi
gereklidir [33].

Ornek ekstraksiyon hiicresine yitkklenmeden 6nce, genellikle onislem uygulanir.

Toprak ve benzeri matrikslere hava ile kurutma (24-48 saat) ya da dondurarak
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kurutma uygulamir [34,35]. Ornegin kurutulmasi énemlidir. Ciinkii matriksteki su
ekstraksiyon verimini disirir. Soxhlet ve siiperkritik akigkan ekstraksiyonunda,
yiiksek miktarda suyla basa ¢ikmak i¢in 6rnege sodyum siilfat eklenmesi onerilmisgtir
[36,37]. Kurutma basamagini ¢cogunlukla eleme (2 mm elek) [38] veya 6rnegin 100-
1000 um araliginda bir boyuta ogiitiilmesi izler [39]. Ornegin daha kiigiik boyutlara
ogutilmesi (<15um), kisaltilmig difiizyon yol uzunlugundan dolay: analitin partikiil

yuzeyine taginmasini kolaylagtirmada avantaj saglayabilir [32].

Ekstraksiyon verimi, 0rnek matriksinin dogasina, ekstrakte edilen analite ve
analitin matriks i¢indeki yerine baglidir. Heterojen orneklerin ekstraksiyon sureci
Pawliszyn tarafindan 2003 yilinda bir model ¢izilerek agiklanmigtir [40]. Bu model
ornek partikillinin gozenekli ve bir organik katman tarafindan sarildigini
varsaymigtir. Ekstraksiyon ve analitin 6rnek matriksinden geri kazanimi birkag
basamakta belirtilebilir. Ik olarak analitin ekstraksiyon kabindan uzaklastirilabilmesi
icin, bilesik ornek matriksindeki etkin bolgelerden geri birakilir. Daha sonra matriks
siv1 ara yuziine ulagabilmek i¢in, matriksin organik kismina dogru difiize olur. Bu
sathada analit, ekstraksiyon fazina dagilir. Sonra porlarin iginde bulunan
ekstraksiyon faz1 arasindan difiize olur ve taginim yoluyla ekstraksiyon fazi kismina
ulagir. Ekstraksiyon surecinin son asamasi ekstrakte edilen analitin toplanmasidir
[33,40].

Ekstraksiyon surecindeki kritik bir basamak, analitin 6rnek matriksi igindeki

pozisyonudur. Beg farkli pozisyon oldugu varsayilmigtir:
1. Matriks yiizeyine adsorbe olmasi
2. Bir ¢oziicii gozeneginde ¢oziinmesi ve/veya ylzeye adsorbe olmasi
3. Matriksin mikro/nano gozeneginde ¢oziinmesi/adsorplanmast
4. Matrikse kimyasal olarak baglanmasi
5. Ekstraksiyon ¢oziictisiinde ¢oziinmesi [40].

Ekstraksiyon surecinde hiz sinirlayict basamak ekstrakte edilen matriksin

dogasina baghidir. Dogal tortu (sediment), toprak ve ¢amur orneklerinin ¢aligildigi
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cevresel uygulamalarda, solut-matriks etkilesimlerinin Ustesinden gelmek zor
oldugundan, yizeyden birakma basamag: genellikle hiz-sinirlayict basamaktir. Bitki
materyallerinde, hiz-sinirlayict basamak daha yaygin olarak ¢oziinme veya difiizyon

basamaklaridir [41,42].

1.3.2.1. PLE Uygulamalan

PLE, kat1 ve yari-kat1 6rneklerin ekstraksiyonu i¢in gelistirilmis bir tekniktir.
Ornekler genellikle toprak, tortu veya gida ornekleridir. Cogu durumda, PLE igin
organik ¢oziictler kullanilir. Kritik alt1 (subcritical) su ekstraksiyonu veya basingli
sicak su ekstraksiyonu olarak adlandirilan teknikte, suyun ekstraksiyon ¢ozici
olarak kullanilmast da mimkindir. Bir ¢oziici olarak suyun ozellikleri, yuksek
sicaklikta ve basingta oOnemli oOlgide degisir. Gida endistrisinin polifenoller
acisindan degerli yan urtnlerinden biri, nar kabuklaridir. Geleneksel olarak bitki
materyallerinden organik ¢oziiciiler yardimiyla (6zellikle metanol) ekstrakte edilir.
Cam ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢aligmada polifenollerin ekstraksiyonu i¢in
basingli su ekstraksiyonu arastirilmistir [43]. Ekstraksiyon sonuglarini etkileyen en
onemli faktorlerin partikiil boyutu, sicaklik ve statik zaman oldugu bulunmusgtur.
Sonuglar, basingli su ekstraksiyonunun geleneksel metanol ekstraksiyonu kadar
efektif oldugunu gostermektedir. Misel ortam gibi katkilar, sivi ve c¢evresel
orneklerden organik kirleticilerin ekstrakte edilmesi i¢in alternatif olarak
kullanilabilir [44]. Son zamanlarda, non-iyonik ylzey aktif ¢ozeltiler alternatif bir

¢oziicu sistemi olarak kullanilmigtir [45].

Luthria ve arkadaglarinin yaptigi bir c¢aligmada soya fasulyesinde
isoflavonlarin ekstraksiyonu i¢in sistematik bir ¢alisma gergeklestirilmistir [46]. Yedi
farkli ¢ozici karnigimi degerlendirilmistir: asetonitril-su; etanol-su; metanol-su;
dimetilsulfoksit-etanol-su; dimetilsulfoksit-asetonitril; Genapol-su. Bu degerlendirme
alt1 farkli ekstraksiyon teknigi kullanilarak yapilmistir: Calkalama, vorteksleme,
sonikasyon, karistirma, Soxhlet ve PLE. Soya fasulyesi 6rneklerinden optimum geri

kazanim dimetilsulfoksit-etanol-su (5:70:25, h/h/h) ¢ozici karistminin kullanildigi

13



PLE yontemi ile elde edilmistir. Zhu ve arkadaglart herbisitlerin topraktan
ekstraksiyonunda, kuru topraklar i¢in ekstraksiyon verimine basincin az etkisi
oldugunu gozlemislerdir ve 100-150 °C sicaklikta verimin arttigini bulmuslardir [47].
Bununla birlikte topragin nemli olmasi durumunda 500 psi’ dan 1500 psi’ ya artan
basing, pestisitlerin daha iyi ¢oziinmesinden dolay1 faydalidir [48]. Bernal ve
arkadaglari, sertifikali patates, havug, zeytinyagi ve liyofilize edilmis balik doku
orneklerindeki organoklorin pestisitleri ve poliklorlu bifenilleri tayin etmislerdir.
Ornekleri izole etmek icin basingli-Soxhlet ekstraksiyonunu kullanmislardir [49]. Bu
uygulamada ekstraktant olarak CO, kullanilmigtir. CO;’ nin yogunlagmast igin
ekstraksiyon sistemi, sogutucu su (0 °C) pompalayan sicaklik ayarli banyo igine

daldirilmagtir.

1.3.3. Mikrodalga Destekli Coziicii Ekstraksiyonu (MAE)

Mikrodalgalar yuksek frekansli elektromanyetik dalgalardir (300-300000
MHz). Mikrodalga enerji kullanilarak isitmanin prensibi, iyonlarin iletimi ve dipol
rotasyonu (dénme) yoluyla molekiil tizerine mikrodalganin direkt etkisi temeline
dayanir. Cogu uygulamalarda bu iki mekanizma es zamanli meydana gelir. Iyonik
iletim, bir manyetik alan uygulandiginda iyonlarin elektroforetik goguidiir. Cozeltinin
bu iyon akisina direnci friksiyon (strtiinme) ile sonuglanir ve boylece ¢ozelti 1sinir.
Dipol rotasyonu, uygulanan manyetik alanla dipollerin yeniden diizenlenmesi
anlamina gelir. Ticari sistemlerde kullanilan 2450 MHz’ de dipoller diizenlenir ve
saniyede 4,9x109 defa rastgele dagilir. Bu zorlanmig molekiiler hareket, 1sinmayla
sonuglanir [20,33]. MAE’ de mikrodalga 1simasi, ekstraksiyon c¢oziicisini ve
boylece de 6rnegi 1sitmak igin kullanilir. Bagarili bir ekstraksiyon gergeklestirmek
icin uygun ¢ozici secimi ¢ok 6nemlidir. Segilen ¢oziicilerde mikrodalga 1g1masini
absorplamasi, ¢oziciiniin matriksle etkilegsimi ve analitin ¢oziicideki ¢ozinirligu
g6z 6niine alinmalidir. Daha biyik dipol momente sahip olan ¢oziici, mikrodalga
1s1mast altinda daha hizli 1sinacaktir. Ornegin hekzan gibi nonpolar bir ¢oziicii (dipol
moment<0,1) 1sinmayacak, oysa 2,69 dipol momente sahip aseton birkag saniye

icinde 1sinacaktir [50]. Eger ekstraksiyonda hekzan ve toluen gibi nonpolar ¢oziiciiler
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gerekliyse, ¢Oziicileri su metanol ve aseton gibi yiiksek bir dipol momente sahip
polar ¢oziictlerle karistirmak onerilir. Segilen ¢ozici ¢ok kuvvetli 1sinmaya neden
olursa, bilesiklerin degredasyonundan kaginilamaz. Bu yiizden yaygin uygulama,
yalnizca biri mikrodalga i1simay1 absorplayan ikili karigtmlarin (6rnegin hekzan-
aseton, 1:1) kullanimidir [51]. Diger onemli faktorlerden biri de, ekstraksiyon
¢ozucisu ile ekstraktin analizinde kullanilan analitik metodun uyumlulugudur. Gaz
kromatografik analizler i¢in daha az polar ¢oziciler, sivi kromatografik analiz ve
imunoassay teknikler icin daha polar ¢oziictler tercih edilir. MAE’ nin seciciligi
tizerine ¢ok az literatiir rapor edilmistir. Ornegin igindeki tiim maddeler ekstrakte
edildiginden secici bir ekstraksiyon teknigi oldugu soylenemez ve hemen hemen her

durumda ekstraksiyon sonrasi temizleme basamagi gereklidir [S0].

Ekstraksiyon genellikle kapali bir kapta gergeklestirilir. Bu durumda basing
artar ve ¢Oziici kaynama noktasindan daha yiksek sicakliklara isitilabilir. Cogu
¢oziict i¢in (aseton, aseton-hekzan, diklormetan aseton gibi) kabin i¢indeki sicaklik,
¢ozucunin kaynama noktasinin 2-3 katidir. Temel olarak iki tip MAE sistemi
kullanilabilir: Kapali kap sistemi (kontrolli sicaklik ve basing altinda) ve acik kap
sistemi (atmosfer sicakliginda). Her iki sistem de Sekil 1.3.” de gosterilmigtir [52].
Kapal1 kap sisteminde hiicreler eszamanli olarak 1sinlanirken, acik sistemde kaplar
sirali olarak 1ginlanir. Acik kaplarda sicaklik ¢oziicinin atmosferik basingta
kaynama noktasiyla sinirliyken, kapali kaplarda sicaklik uygulanan basingla
yikseltilebilir [53]. Kapali kap sistemi ugucu bilesikler olmasi durumunda en uygun
gorinmektedir. Bununla birlikte, kapali kaplarda, ekstraksiyon sonrasinda kap
acilmadan once sicakligin diigmesini beklemek gereklidir. Bu ekstraksiyon suresini

artirir (yaklagik 20 dakika) [54].
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Sekil 1.3. MAE'de kapali ve agik sistem

Kapal1 kap teknolojisi, PLE teknolojisiyle ¢cok benzerdir. Her iki sistemde de
¢oziict 1sitilir ve basing uygulanir. Temel fark, 1sitmadadir. Biri mikrodalga, digeri
geleneksel firin 1sitmasidir (Sekil 1.4.) [55]. PLE’ de, etkili parametrelerin sayisi

azalir. Bu nedenle bu teknigin uygulanmasi pratikte daha basittir.

[ S AN

Lokalize
liper-isit

Geleneksel 1s1tma Mikrodalga 1sitma

Sekil 1.4. Isitma modelleri

Kullanilan ticari kapali kap MAE sistemleri, bir manyetron tip (¢ok kisa
radyo dalgalar1 veren bir lamba), i¢inde doner bir tablada ekstraksiyon kaplarinin
bulundugu firin, sicaklik ve basincin kontrolii igin izleme cihazlari ve birkag
elektronik bilesenden olugmaktadirlar. Ekstraksiyon sureci, ekstraksiyon hiicresine
ornegin yuklenmesiyle bagslar. Mikrodalga 1stma uygulanir ve ¢oziiciisi ayarlanan
degerlere 1sitmak ig¢in, on-ekstraksiyon basamagi baglatilir. Bu degerlere ulagmak

icin gerekli zaman hem 6rnek sayisina hem de ornek tiirine baglidir. Normal olarak

16



1sitma 2 dakikadan daha az bir zaman alir. Daha sonra 6rnek 1ginlanir ve genellikle

10-30 dakika araliginda ekstrakte edilir [20].

1.3.3.1. MAE Uygulamalan

MAE, siv1 o6rnekler i¢in de uygun olmasina ragmen, tipik olarak kat1 drnekler
icin kullanilir. MAE uygun bir ¢oziicii se¢imiyle, organik bilesikleri dekompoze
etmek ve yilkseltgemek i¢in kullamilabilir. Ekstraksiyon genellikle 20-50 mL ¢oziict
gerektirir [S6].

MAE genellikle ¢evresel analizlerde kullanilir. Tortu ve toprak gibi
matrisklerden, poliaromatik hidrokarbonlar, polikloro bifeniller ve organoklorlu
pestisitlerin ekstraksiyonlar1 ¢aligilmigtir [57,58]. Zaman, sicaklik, basing ve nem
icerigi gibi degiskenlerin ekstraksiyon verimine etkisi arastirilmistir. Cogu ¢aligmada
matriks neminin ekstraksiyon verimini artirdigt bulunmustur [20,55]. MAE gida
analizlerine de uygulanmigtir. Bouaid ve arkadaslari portakal kabugunda atrazin ve
dort organofosforlu pestisiti tayin etmislerdir [59]. Ekstraksiyon hekzan/aseton (1:1)
karisgtminda, 90 °C sicaklikta, 10 dakikada ve 475 watt (w) mikrodalga giiciinde
yapilmistir. Ekstraktlar gaz kromatografisi-azot-fosfor detektdr (GC-NPD) ile analiz
edilmistir. Papadakis ve arkadaslari, susam tohumlarinda 16 organoklorin
insektisitinin ekstraksiyonunu MAE ile gerceklestirmiglerdir [60]. Coziici karigimi
olarak su:asetonitrilin (5:95, v/v) kullamldigi ekstraksiyon, 100 °C sicaklikta, 10
dakikada gerceklesmistir. Ekstraksiyon basamagini, ekstraktin Florisil ile temizlenme
basamagi ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) ile analizi izlemigtir.
Franke ve arkadaslart serumdan ila¢g ekstraksiyonunda mikrodalga 1s1masini
kullanmistir ve sonuglart klasik sivi-sivi ekstraksiyonuyla kargilagtirmiglardir [61].
Model ilag olarak lidokain, metadon, diazepam, nordiazepam, proksifen ve
norproksifen test edilmistir. Kantitasyon GC-NPD ile gerceklestirilmistir. Bu yontem
birka¢ adli vakaya basariyla uygulanmigtir. Desrosiers ve arkadaglari, iskelet
dokularindan ilag (pentobarbital, ketamin, diazepam) ekstraksiyonu i¢in MAE

kullanmiglardir. Doku ekstraktlar1 enzim-bagli immunosorbent testi (ELISA) ile
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analiz edilmistir [62]. Diger bir uygulama alani terpenler, alkaloidler, ugucu yaglar,
karetenoidler gibi dogal urinlerin ekstraksiyonudur. Paprikada renk pigmentleri
ekstrakte edilmistir. Aseton-su (1:1, v/v) ¢oziici karigimi kullanilarak elde edilen
optimal kosullar, 120 saniye ekstraksiyon zamani ve 50 W enerjidir. MAE
kosullarinda 6rnek sicakligi 60 °C’ nin altinda tutulmustur. Bunun nedeni daha
yiksek sicaklikta 1sitma karotenoid molekullerinin yeniden diizenlenmesine ve
toplam karotenoid igeriginde azalmaya neden olabilir. Hidrofobik karotenoidlerin
daha hidrofilik bilegiklere yiikseltgenmesiyle termooksidasyon da gerceklesebilir
[63]. Aygicegi tohumlarindaki pestisit atiklarinin tayini i¢in mikrodalga destekli
Soxhlet ekstraksiyonu kullanilarak diklormetan ¢oziiciistiiyle hizli bir analitik yontem
gelistirilmigtir. Ekstraksiyon verimini etkileyen mikrodalga giicii, 1s1nlama zamant,
ekstraktant hacmi ve devir sayist optimize edilmistir. Ekstraksiyondan sonra orijinal
ekstraktin lipid fraksiyonundan pestisit atiklarini izole etmek igin, sivi-sivi
ekstraksiyonu ve Florisii makro kolon kullanimiyla temizleme basamagi
uygulanmigtir. Daha sonra 6rnek GC-MS sistemine enjekte edilmistir [64].
Topraktan nitratlanmig polisiklik aromatik hidrokarbonlarin hizli ekstraksiyonu igin
mikrodalga destekli Soxhlet ekstraksiyonu onerilmigtir. Isinlama giicli, zamani, devir
sayist ve ¢Ozici hacmi, deneysel tasarim yontemi kullanilarak optimize edilmistir

[65].

1.3.4. Ses dalgalari-destekli siv1 ekstraksiyonu (SAE)

Ses dalgalari-destekli sivi ekstraksiyonu, ultrasonik ekstraksiyon olarak da
adlandirilir. Bu yontemde 6rnege 20 kHz ustiindeki frekanslarla akustik titregimler
uygulanir. Bu titresimler sivinin ig¢inden gegtiginde kavitasyon (bosluk olusumu)
meydana gelir. Ultrasonik enerjinin neden oldugu kavitasyon olarak bilinen bu etki
stvi ortamda ¢ok sayida ufacik kabarciklar tretir ve katilarin mekanik olarak
sarsilmasina neden olarak partikiillerin kopmasint saglar. Ses dalgalar1 genellikle
analitin 1yi geri kazanimiyla sonuglanan kati ve ¢oziici arasinda etkin bir temas
saglar [66]. Ses dalgalari, hem kat1i hem de sivi 6rnek hazirlamada kullanilir. Kat1

orneklerin ekstraksiyonu ve bulamag¢ olusumu iglemini destekler. Stvi 6rneklerde ise,
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stvi-sivt  ekstraksiyonu, homojenizasyonu veya emilsiyon haline getirmeyi
desteklemek i¢in kullanilir [67]. Kati 6rneklerden analitlerin ekstraksiyonu, su
banyosuna ultrasonik radyasyon uygulanmasiyla veya prob (ultrasonik aygitlarin
ucunda bir alict bulunan hareketli kismi) gibi diger cihazlarla gergeklestirilir [68]. En
cok kullanilan ve en ucuz ultrasonik radyasyon kaynagi ultrasonik banyodur [69].
Ayrica orneklerin sonikasyonu igin giigli silindirik bir prob kullanan daha etkin bir
sistem gelistirilmistir [70]. Banyo ve prob arasindaki secim analizin gerekliliklerine
baglidir. Eger amag toplam kati-sivi ekstraksiyonu ise, etkili bir prob kullamimi daha
iyi olabilir. Cunki ekstraksiyon i¢in gerekli zaman daha azdir. Bununla birlikte, ¢ok
sayida ornegin ultrasonik banyo ile analiz edilmesi daha iyi bir segenektir.
Sonikasyon problarinin ultrasonik banyoya karst kullanimi, enerji dagiliminda
homojeniteyi saglar. Fakat ultrasonik uglar daha pahalidir, dmrii daha kisadir ve daha

disik sayida 6rnek islenmesine izin verir [67].

Ekstraksiyon verimini artirmak i¢in ¢ozici turd, sicaklik ve sonikasyon
genligi kosullar1 gibi farkli faktorleri optimize etmek gereklidir. Ekstraksiyon
verimini etkileyen diger parametreler; sonikasyon zamani, ornek partikiil boyutu,
ornek miktar1 ve kullanilan cihazdir. Son zamanlarda, ¢ézici miktarini azaltmay1
saglamak i¢in analitik 6rnek hazirlama iglemlerine 6zel 6nem verilmektedir. Ultrason
radyasyonun ilging bir uygulamasi dinamik ses dalgalari-destekli ekstraksiyondur.
Burada numune ultrasonik su banyosuna yerlestirilmis bir ekstraksiyon hicresi
[71,72] veya ultrasonik problu bir su banyosu i¢ine konulur. Bu sistem taze
ekstraksiyon ¢ozicustunin sirekli olarak ornege pompalandigi, artan analit transferi
olan acik bir sistem veya ekstraktin seyrelmesini engelleyen ekstraksiyon
¢oziicisiniin yeniden dolastigi kapali bir sistem olarak kullanilabilir (Sekil 1.5.) [67].
MAE sistemi gibi, SAE sistemi de statik veya dinamik bir sistem olabilir. Analitler
kat1 matriksten ¢oziiciiye transfer olur olmaz uzaklastigindan, dinamik ekstraksiyon
kullanimi daha avantajlidir. Diger bir avantaji da, dinamik sistemde 6rnegin strekli
olarak taze ¢oziiciiye maruz kalmasidir. Bu durum analitlerin 6rnek matriksinden
¢ozicuye transferini artirir. Ekstraksiyon tipik olarak 20-200 mL ¢oziicii gerektirir ve

ekstraksiyon zamani 2 ila 20 dakika araligindadir.
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Ayrica, dinamik ses dalgalari-destekli ekstraksiyon ile enstriimantal analiz

yonteminin ¢evrim i¢i baglanmast mimkiindar (Sekil 1.6.).
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Sekil 1. 6. Dinamik ses dalgalari-destekli sivi ekstraksiyonun analiz sistemine
baglanmasinin sematik gosterimi [73].

1.3.4.1. SAE Uygulamalan

SAE sivi ve kati orneklerin her ikisi i¢in veya organik ya da inorganik
bilesiklerin ekstraksiyonu ig¢in kullanilabilir. Ses dalgalar1 organik bilesiklerin

yiikseltgenmesi veya ayrigmasinda yardim i¢in de kullanilabilir [31].

Sanchez-Brunete ve arkadaglar1 toprakta pestisitlerin tayini i¢in kiguk

kolonlarda ses dalgalar1 destekli ekstraksiyon olarak adlandirilan minyatiirize edilmis
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bir teknik gelistirmiglerdir [74]. Sekil 1.7.” de toprak ekstraksiyonu sematik olarak

gosterilmistir.

Bu teknik daha yiiksek polaritedeki karbamat pestisitlerin ekstraksiyonuna
uygulanmigtir. Ekstraksiyon ¢oziiciist olarak, % 82 ile % 99 araliginda geri kazanim
elde edilmesini saglayan metanol seg¢ilmistir [75]. Son zamanlarda, farkli kimyasal
sinifta ve genis polarite araliginda 50 pestisitin es zamanli analizinde uygulanan bu
yontemde etil asetat ekstraksiyon ¢oziicisi olarak kullanilmigtir.  Yuksek

tekrarlanabilirlik ve diisiik gozlenebilme limitleri elde edilmistir [76].

5 mL etilasetat

— —
5 g toprak —+ Ultrasonik
Filtre kagid oD banyo —{— Col:::ll:;:ll:lnn
ve Na,SO, Ekstraksiyon ' Filtrasyon o

Sekil 1.7. Kiigiik kolonlarda ses dalgalari-destekli ekstraksiyonun sematik gosterimi

Ses dalgalari-destekli Soxhlet ekstraksiyonu ay¢icegi, kolza ve soya fasulyesi
tohumlarindan toplam yag igerigini ekstrakte etmek i¢in kullanilmigtir. 10 g 6rnek,
seliloz ekstraksiyon kartusuna yerlestirilmistir. Kartus, Soxhlet cihazina konulduktan
sonra, cihaz 75 °C sicakliktaki termostatli su banyosu igine yerlestirilmistir. Kartusa
ses dalgalart uygulanmistir. Ekstraksiyonda 100 mL n-hekzan kullanilmistir. Ornek
kartusuna ses dalgalarit uygulanmasi, yagin kantitatif ekstraksiyonu igin gerekli
Soxhlet ekstraksiyon cevrim sayisint ¢ok buyik olgide azaltmig boylece

ekstraksiyon zamani geleneksel islemlere kiyasla yar1 yariya azalmistir [49].

1.3.5. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SFE)

SFE’ de, ekstraksiyon sivisi, kritik tsti haldedir. Stperkritik akigkan, kendi
kritik sicaklig1 izerinde 1sitilan ve kendi kritik basinci tizerinde basing uygulanan bir

element, madde veya karisim olarak tanimlanir. Bir siiperkritik akigkan tek bir faz
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halinde bulunur (ne gaz ne de sividir) ve basincin veya sicakligin artmasiyla
sivilagtirilamaz veya buharlagtirilamaz. Bu yiizden stiperkritik akigkan, bir gaz ve bir
stvi arasindaki maddenin ara formunu gosterir. Sivininki gibi yiksek yogunluk ve
¢ozme glci, gazinki gibi dusik viskozite, sifir ylzey gerilimi ve analitler i¢in
yiksek difiizyon hizina sahiptir. Daha yitksek difiizyon katsayilari ve dugik
viskoziteleri nedeniyle, superkritik akigkanlarin kati gozenekli materyallere niifuz
etmesi ¢ok uygundur. Cozme ve yayilma giict sivilara gore daha fazla oldugundan,
hizli reaksiyon kinetigine sahiptirler [77,78]. Normal sivilarin tersine, siiperkritik
akigkanlar sikigtirilabilir ve bu yiizden yogunluklart genis bir aralikta degistirilebilir.
Yogunluk ve diger ozellikleri, sicaklik ve basincin ayarlanmasiyla kolaylikla
degistirilebilir. Bu énemlidir, ¢iinkt stperkritik akigkaninin daha yiiksek yogunlugu,
onun daha iyi ¢ozme kabiliyeti anlamina gelmektedir. Cogunlukla stiperkritik
akigkanlardaki maddelerin ¢ozinurlugu, sivilardaki ¢ozinarluguna geger. Siiperkritik
akiskan cesitli 6rnek matriksleri igin mikemmel bir ekstraksiyon ortami olusturur.
Sicaklik ve basing degistirilerek ¢ozme giiciiyle oynanmasiyla yiksek secicilik de
saglanir [77]. SFE’ de, akigkan surekli olarak ornek ig¢inden ge¢meye zorlanir. Bu
yizden kantitatif veya tam bir ekstraksiyon saglayabilir [79]. Superkritik akiskan
olarak genellikle diigik kritik sicaklik ve basinca sahip oldugundan karbondioksit
(Kritik kogullari = 30,9 °C ve 73,8 bar) kullamlir. Karbondioksit ayrica toksik
degildir, alev almaz ve olduk¢a ucuzdur. Nonpolar oldugundan, daha polar analitlerin
ekstraksiyonunu artirmak i¢in karbondioksite modifikatorler eklenir. Tipik

modifikatorler metanol ve diklormetandir.

SFE’ de superkritik akigkan retimi, basing, sicaklik ve akis hizi kontroli
saglayan bir cihazla gergeklestirilir (Sekil 1.8.) [33]. Genellikle ekstraksiyon dinamik
moda uygulanir. Fakat statik veya statik/dinamik birlestirilmis ekstraksiyon da
uygulanabilir. Ekstrakt ya uygun bir ¢ozici iginde veya kati-faz tuzaginda (trap)
toplanir. Ekstraksiyon 10-20 mL ¢o6ziici gerektirir ve ekstraksiyon suresi 20-60
dakika araligindadir. Geleneksel yontemlere gore belirgin avantaji kisa ekstraksiyon
zamani ve organik ¢oziictlerin az kullanimidir. Bazi ¢aligmalar 20-60 dakikalik SFE’
nin, birka¢ saatlik Soxhlet ekstraksiyonundan daha yiiksek geri kazanimlar
sagladigim1 gostermistir [80,81]. Referans standart materyaller olan tortu ve kas

dokusundan poliklorlu bifenillerin, SFE ve Soxhlet ekstraksiyonuyla tayini yapilarak
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yontemlerin kargilagtirilmas: saglanmistir. SFE ile poliklorlu bifenillerin tayininde
ekstraksiyon suresi 18-24 saatten 50 dakikaya indirilmis ve Soxhlet ekstraksiyonu ile
250 mL olan organik ¢6ziici kullanimi 7,5 mL ye distrilmistir [82]. Genelde, SFE

kat1 Orneklerden organik analitlerin ekstraksiyonu i¢in kullanilir. Isisal olarak
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Sekil 1.8. SFE Sistemi

SFE, cevresel, farmasotik, polimer ve gida analizlerinde kullanilmaktadir.
Ham sebze yaglann gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilir. Istenmeyen
bilesiklerin uzaklastirilmast i¢in tiketilmeden 6nce yaglarin rafine edilmesi gerekir.
Saflagtirma sureci sirasinda, yagdaki faydali bilesikler de kaybolabilir. Bugday tanesi
yaginda [83], preslenerek elde edilen yesil kahve yaginda [84], ham palmiye yaginda
[85] ilgilenilen bilesiklerle zenginlestirilmis ekstraktlar elde etmek i¢in alternatif bir
saflagtirma metodu olarak SFE onerilmistir. Yesil ¢aydan secici olarak kafein
ekstraksiyonunda yardimci ¢oziicii olarak su ile siperkritik CO, kullanilmis ve
matriksten antioksidanlarin ekstraksiyonu énlenmistir [86]. Ugucu yaglar, yag asitleri
[87] vel/veya karotenoitler gibi biyoaktif bilesikler [88] meyve ve sebzelerden
superkritik CO, kullanarak ekstrakte edilmistir. Daidzein ve genistein gibi
izoflavonlar 350-500 bar arasindaki yiiksek basinglarda sulu metanol ve stiperkritik

CO; kullanilarak ekstrakte edilmiglerdir [89].
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SFE’ nin en ilging uygulamalarindan biri, genetik olarak degistirilmis farkls
misir ve soya tirlerinde amino asit iligkisini belirlemede kullanilmasidir. Amino
asitleri ekstrakte etmek igin %35 lik metanol ile modifiye edilmis siiperkritik CO,,
80 °C sicaklik ve 120 bar basingta kullanilmugtir. Ekstraktlar GC-MS ile analiz
edilmistir [90].

SFE gida endistrisinde yan rinleri degerlendirmede genis olgiide
kullanilmaktadir. Yan drtinlerin ekstraksiyonu, yararlanilmayan fakat degerli

bilesiklerin uzaklagtirilmasini saglar.

SFE uzun zamandan beri bitki materyallerinden spesifik aktivite gosteren

etkin bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in kullamlmaktadir.

Insan faaliyetlerinin gevreye etkisini belirlemek énemlidir ve toprak ile tortu
bu etkinin 6nemli gostergeleridir. Miyawaki ve arkadaglari, toprak ve tortularda
poliklor dibenzo-p-dioksin, poliklor dibenzofuran, poliklor bifenil ve dioksin tayini
icin hizlt bir strateji gelistirmislerdir [91]. Tarimsal ve endiistriyel toprak ornekleri
suyla modifiye edilmis stperkritik CO, kullanarak 300 bar basingta, 130 °C
sicaklikta ve 50 dakika sureyle ekstrakte edilmigtir. Kirlilikler alimina ile
doldurulmug SPE kartusu kullanilarak tuzaklanmig ve hekzan ile geri alinmistir.
Derigimler GC-MS ile belirlenmistir. Klasik ekstraksiyon iglemleri ile 3 giine ihtiyag

duyulurken, SFE ile toplam analiz suresi 2 saate indirilmigtir.

1.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC)

Kromatografi, karigimlardaki kimyasal bilesiklerin ayrilmasi, taninmasi ve
tayini i¢in kullanilan bir analitik metottur [92]. Stvi kromatografide (LC), hareketli
faz, sivi; durgun faz, ¢cok kiigiik boyutta kat1 pargaciklardan olusur. Hareketli fazda
bulunan bilegenler, sabit faz dolgu maddesiyle etkilegirler. Numunedeki her bilesen

farkli miktarlarda tutuldugu i¢in sabit faz1 farkli zamanlarda terk ederler.
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HPLC giinimuzde,

1. Sicaklikla bozunan maddelerin ayrimlarinda kullanilabilmesi

2. Etkin ayirma ve hizli analiz saglamasi

3. HPLC kolonlarinin rejenerasyon gerektirmeden tekrar kullanilabilmesi

4 Ayirmanin etkinligine tesir eden parametrelerin kontroli ile tekrarlanabilir

sonuglarin elde edilebilmesi
5. Cihazin otomasyona ve veri analizine uygun olmast
6. Cok ¢esitli detektorle tayin imkani tanimast

7. Genis skalada ¢aligmaya adapte edilebilmesi ve preparatif amaglar i¢in uygun

olmast

8. Dogruluk dereceleri ve kesinlikleri yiiksek sonuglar vermesi. Nedenleriyle oldukga

yaygin kullanilan bir ayirma teknigi haline gelmistir.

Sivi kromatografi caligmalarinin % 90 kadar1 ters faz sivi kromatografi
modunda gergeklestirilir. Ters faz sivi kromatografi (RP-HPLC), hidrofobik
karakterli kimyasal bagli durgun faz ve bundan daha polar mobil faz ile
gergeklestirilen bir dagilma/adsorpsiyon kromatografisi turtidir. Mobil faz olarak
suyu metanol, asetonitril ve tetrahidrofuran gibi ¢oziciiler ile karigimlart kullanilir,
Bu tip bir ¢alismada, durgun faz apolardir. Dolayisi ile apolar bilegikler, bu tip
durgun fazla daha etkin etkileserek daha yavas hareket ederler. Daha polar bilesikler,
kolonu hizla terk ederler. Sekil 1.9.” da hidrofobik karakterli analitin apolar yiizeyle
etkilesimi, sema olarak verilmistir. Sekilden de gorildigi gibi hidrofobik analit,

apolar bagl: yiizeyle daha ¢ok etkilesime girer ve en son yiizeye tutunur.
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L : 1 |1

Destek Yiizeyi Apolar bagh faz  Mobil faz

Sekil 1.9. Hidrofobik karakterli analitin apolar ylzeyle etkilesimi; A: ¢ok polar analit
B: az polar analit

1.4.1. HPLC Cihaz1

Bir sivi kromatografi sistemi 6zetle asagidaki bilesenlere sahiptir (Sekil 1.10.):

Sistem kontrol initesi
Pompalama sistemi
Numune enjeksiyon sistemi
Kolon

Detektor

Mobil faz hazneleri

Yazici
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Kolon
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‘| Enjektora

Sekil 1.10. Stvi kromatografi cihazinin gematik goriniisi

1.4.2. HPLC de Kolon Secimi

Sivi kromatografik ¢aligmalarda alikonmay1 etkileyen temel faktorlerden biri,
analitin kolon ile etkilesimidir. Bu nedenle bir ayirmaya baglanirken ilk éncelik, 1yi
bir kolon se¢imidir. RP-HPLC’ de dolgu maddesi olarak kullanilanlarin ¢ogu silika
esaslt bagli fazlar igerir. RP- HPLC de siklikla kullanilan durgun fazlar, Cs, Cig diiz
zincirli alkil gruplu silika yapisindadir. Bu kolonlar C-8 ve C-18 diye tanimlanir.
Ancak ayni tipte olsalar bile farkli oOzellikte olacaklart ve farkli davranig
gosterecekleri bilinmelidir. Farkli kolonlarda bilegiklerin eliisyon sirast ve ayrilma

davraniglari farklidir.

LC caligmalarinda 6nce cam kolonlar kullanilmistir. Bunlarin uzunluklart 50-
500 cm olup ¢aplart 1-5 cm dir. Guniimiizde paslanmaz ¢eliklere dolgu maddesi
konulmakta ve bunlar kolon olarak kullanilmaktadir (Sekil 1.11.). Farkli tipte ve
farkli tanecik boyutunda yizlerce tip kolon gelistirilmigtir. Gerektiginde seri
baglanarak uzunluklar1 ve bir diger deyimle etkin tabaka sayilari arttirilmaya
calisilmaktadir. Kolon dolgu maddelerinin pargacik boyutlarinin kigilmesi (3-10
um) ile kolon etkinligi arttirilmigtir.
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Kolon Dolgusu/ Paslanmaz celik
tiip

Sekil 1.11. Standart kolon donanimi

Silika destek yiizeyine durgun fazin kovalent baglanmasi sonucunda, termal
hidrolik ve kararli bagli faz olusur. Sekil 1.12.” de durgun faz olan silika ve silanoller
belirtilmigtir. Silikanin uzun zincirli hidrokarbon gruplart ile alkillenmis durumu

Sekil 1.13.” de gosterilmistir.

OH
OH OH OH |

| | | g
Siny, _—Si., Siny, - :’l,/// /
\O/ \”/O \/,,//O/ \/I/o \ o)
/Si"lu /Si"l/ /Si"/ /Si””/// —
T—— o \ ////O \’///O \’///O \O O
o o) o)

Si, Si«
\O/ I‘,////O/ I\'llllo/
O @]

Sekil 1.12. Durgun Faz: Silika SiO;
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Silika dolgu maddesinden bagli fazin sentezine iligkin tepkime, asagidaki

gibidir:

OH

Si-OH + Cl3Si-C18 + Hzo —_— Si o Si C18 + 3HCI

OH
(CH3)3
(H30)38| S'(CH3>3 CHa)s
",/ 2, I“'I / /// /
\”o \/ ~ \”/O \ o)

@) @) |
sl ., Sli ” s|| S,
\O e \ m//,o yd \’I/,/O yd \'/,,,O/ \O//O

0 @) @)

| \ /SL‘”////O/SL\”'I”O/

O
T T

Sekil 1.13. Uzun zincirli hidrokarbon gruplari ile alkillenmis silika

Silanol gruplari, yiizeyde asagida verilen denklem geregi iyonlagir;
SiIOH —— = SiO"+H"

Bu denge, pKa, SiOH iyonlagma sabiti ile karakterize edilir ve sabitin degeri
6,5 dir. Silanol gruplarinin iyonlagmast pKa SiIOH 1n iizerindeki pH degerlerinde
iyonlagmanin daha fazla olmasindan dolayr durgun fazda negatif ytklenmenin
artmasina sebep olur. Bu durum (-) yiikli iyonlarin gozenekleri terk etmelerine yol
acar. Sonugcta negatif kapasite faktorleri elde edilir. Iyonik dislama, hareketli fazin
iyon siddetinin artmast ile minimize edilebilir. Mobil fazin yiksek iyon siddeti,
silanolii maskeleme etkisi nedeniyle pik seklini iyilestirir. Ancak bu durum kolon
bozunmasinin artmasina sebep olabilir. Ayrica silanol gruplarinin farkli ¢evrelert,

bunlarin farkli davranmalarina neden olur. Silanol gruplari, ¢6ziinen molekiiller ile
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elektrostatik olarak etkilesebilir. Bu etkilesimler uzun mesafede etkindir ve ¢ozlinen
molekiiller yiizeye yaklasamayacak kadar biyiik oldugunda bile biiyiik rol oynar.
Silanol gruplari, mobil fazin bilesenleri ile (su, organik modifiyer, tampon iyonlart)
de etkilesebilir ve bu etkilesim, durgun fazin yapisin1 ve bilesimini degistirebilir.
Kolonun ayirmadaki olumsuz etkileri, materyalin yapisinda metal safsizliklarinin

bulunmasindan da kaynaklanir.

Oktadesil silika kolonlarda silanol gruplarinin tamami: kapatilamamistir.
Kolonda kalint1 silanol gruplarinin bozucu etkisi, silanol gruplarinin yeterince
kapatilamadigi durumda daha etkindir. Silika esasli ters faz kolonlarinda kalinti
silanol gruplari, polar bilegikler ile etkilesir. Bu istenmeyen etkilesimleri azaltmak
icin endcapping (silanol gruplarini kapatma) islemi uygulanir. Metil gruplari, kalint1
silanol gruplarinin kapatilmasinda tercih edilir. Polar bilesiklerle olumsuz etkilesim

istenmiyorsa endcapped kolonlar tercih edilir [93].

Kolon dolgu malzemesinde dikkat edilmesi gereken bir diger kavram karbon
yiklemesidir (Sekil 1.14.). Karbon yiiklemesi durgun fazdaki karbon igerigini ifade
eder. Silika esasli kolonlarda kolon silika materyaline bagli fazin miktarini ifade
eder. Aynt durgun fazin kullanilmast durumunda kolon dolgu taneciklerinin yiizey
kaplamasini karakterize etmek i¢in kullanilan bir terimdir. C;s kolonlarin karbon
yiklemesi, Cgkolonlardan daha yiksektir: Karbon yiikklemesi daha az olan kolonlarin
hidrofobik 6zelligi daha disiiktir ve karbon yiikklemesi daha biiyiik olan kolonlardan
daha disiik alikonma zamanlar1 s6z konusudur. Karbon yiiklemesi arttik¢a, kapasite

faktorleri artar. Benzer hidrofobik ozellikteki bilesikler i¢in ayirma faktort de buyiir.

p D Bagl faz

Yiiksek yiikleme Diisiik yiikleme

Sekil 1.14. Karbon Yuklemesi
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Ters faz sivi kromatografi kolonlarinin ilk gelistirilenlerinde pH araligi, 1-8
dir. Bir¢ok kolon disiik pH’ larda (pH<3) ¢aligmaya uygundur. Ancak digik pH’
larda calisilmasi durumunda, bazi bilesiklerin kararsiz olmasi, protonlanmig bazik
bilesiklerin ¢ok ¢abuk elue olmasi ve bu pH’larda bant genisliginin yeterli olmamast
nedeniyle pH 4-8 ve hatta pH>9 kosullarinda calismak uygun gelebilir. Bu nedenle
bazlarla ¢aligmada pH kararliligr arttirilmis ve pH araligi genisletilmis kolonlar

gerekir.

1.4.3. Izokratik ve Gradient Ayirma

Bir kromatografik ayirmada ¢aligmact kolon tipine ve kolon boyutlarina karar
verdikten sonra organik modifiyer tipine ve tamponuna karar verir. Bu noktada
elisyon modunu segmek zorundadir. Elisyon giiciinii degistirmeden ayni ¢ozicu ile
yapilan ayirma, izokratik ayirmadir. Polariteleri farkli iki (veya daha fazla) ¢ozici
kullanilmasi durumunda gradient ayirma s6z konusudur. Gradient ayirmada siklikla
2 ¢ozict kullanir. Bunlardan ilki, su veya az miktarda organik ¢ozici igeren ikili
kanisimdir. Ikinci ise organikge zengin veya tamamen organik olan mobil fazdir.
Izokratik eliisyonla ayrilamayan maddeler, gradient eliisyonla ayrilabilmekte; gec
elie olan maddelerin alikonma zamanlar1 kisaltilabilmektedir. Gradient ¢aligmada
akis hiz1 kolonun dengelenmesine olanak saglayacak sekilde secilir. Bu nedenle akis
hiz1, izokratik elisyondan daha dusuktir. Ayrica gradient eliisyonda hayalet pikler,
baseline da gurtltii ve ¢oziicii karisim ekipmanindan dolayr problemler vardir. Son
zamanlarda kolon gelisiminin olumlu getirileri, ¢cok az bir dengeleme yapilmasinin
yeterli olabilecegini ve alitkonma zamanlarinda yeterli tekrarlanabilirligin elde

edilebildigini gostermistir.
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1.4.4. Kromatografide Temel Parametreler

Kromatografide veri yorumlanmasinda kromatogram esas  alinir.
Kromatogram, tayini yapilan numunenin her bir bileseni i¢in belirli zamanlarda
derisim degerine karst elde edilen cevabin uygun dedektorle saptanmasi ile elde
edilmis pik grafiklerdir. Kolonu terk eden maddelerin derisimleri uygun bigimde
olgulur; zamana karst y- ekseninde igaretlenerek ‘kromatogram’ adi verilen grafikler

elde edilir (Sekil 1.15.).

ic partikiil

Enjeksiyon

Akas
KROMATOGRAM

Y
Bilesen 1 %
2 Bilesen2 Bilecen 3
@ [ o Bilesen 4
|

Zaman

Sekil 1.15. Kolonda analit bilegenlerinin ayrilmasi ve kromatogram

Bir kromatogramin yorumlanmasinda kullanilan baglica parametreler asagida

verilmistir:

i.  Alikonma zaman, tr ve kapasite faktori, k

—

1. Secicilik, a
iii.  Etkin tabaka sayisi, N

iv.  Ayirma giici, R
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1.4.4.1. Allkkonma Zamani ve Kapasite Faktorii

Kromatografide bir pik, alikonma zamani ile (tr) tanimlanir. Kromatogratik
karsilagtirmalarda alikkonma zamani yerine siklikla kapasite faktorinden (k)
yararlanilir. Analizi yapilan tirlerin kolon ig¢inde go¢ etme hizi, kapasite faktori

olarak ifade edilir.

k-k—t

to

Yukaridaki formiilde to alikonulmayan tirin dedektore kadar ulagma zamani
(6lu zaman), tr, analitin dedektore ulagma zamanidir. Kapasite faktori;, uygulanan
yonteme, her maddenin fiziksel ve kimyasal yapisina bagli olarak farkliliklar
gosteren bir degerdir. Kromatografik parametrelerin optimizasyonunda dikkat
edilmesi gereken en onemli parametrelerden biridir. Bilesenin kolonda iyi tutulmasi
durumunda k degeri biiyiik olur yani bilesen kolon boyunca yavas ilerliyor demektir.
Buna mukabil k degeri kiigiik ise bilesen mobil faza ilgi duyuyor yani bilegsen kolon
boyunca hizli ilerliyor demektir. HPLC ¢aligmalarinda k miimkiin oldugu kadar 1 ile
10 arasinda tutulmalidir. Kapasite faktori ¢ok kugiik olursa, bilesik ¢oziicti pikinden
ayrilamaz; ¢ok buylrse ayirma iglemi ¢ok zaman alir. K degerinin bu aralikta olmast,

mobil faz ve durgun faz bilesimlerinin degistirilmesi ile saglanir.

1.4.4.2. Secicilik

Kolonda daha uzun siire tutulan bilesene ait kapasite faktoriniin, daha kisa
sire tutulan bilegenin kapasite faktoriine orani segiciligi verir. Segicilik faktoriiniin
matematiksel ifadesi, asagidaki esitlikte verilmistir. o degeri, 1,15 ise iki bilesigin

%98 oraninda birbirinden ayrildig1 kabul edilir.

a = kyk; = (tr> -Iro)/ (fr1 ~tro)
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1.4.4.3. Teorik Tabaka Sayisi

Kolondan ¢ikan pikin sivri ve dar olmast ve piklerin birbirlerinden iyi
ayrilmast ile ilgili olmast miinasebetiyle kolonun en 6énemli parametresidir. N’ nin
sayisal degeri, analizi yapilan maddenin cinsine bagli oldugu gibi, deney kosullarina
(akis hizi, sicaklik, kolon kalitesi gibi), dolumun tek bigimliligi gibi ¢esitli faktorlere
baglidir. Tavsiye edilen deger N>2000 dir.

Bir kromatografik ayirmada etkin tabaka sayisi, asagidaki bagintiyla ifade

edilir:

N=5,54(tr/Wo s)*

Yukaridaki bagintiya gore;

N: Teorik tabaka say1si

tr: Bilesene ait alikonma zamani

W, s: Pikin yar1 yuksekligindeki pik genisligidir.

1.4.4.4. Ayirma Giicii

Bir numunede bulunan bilesenlerin ne derece ayrildiklarini gosteren kantitatif

terimdir. Asagidaki bagint1 ile hesaplanir.

_ 2AZ A(p) (R
T Wy W+

Burada,

Rq: Pik ¢ifti i¢in ayirma giicii
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W: Kromatogramdaki pikin kenarindan ¢izilen tegetlerle taban ¢izgisi arasinda kalan

uzakliktir.

Birbirini izleyen iki pik arasindaki ayirma guci, R, i¢in farkli hesaplama

yontemleri gelistirilmistir. Asagidaki bagint1 kullanilarak da hesaplama yapilabilir:

Burada;

Rg: Pik ¢ifti i¢in ayirma giici,

N: Etkin tabaka sayist,

a: Segicilik faktori,

ky: Ikinci pikin kapasite faktoriidiir.

Bir kromatogratik ayirmada en az ayrilan pikler, kritik pik g¢ifti olarak
adlandirilir. Stvi kromatografide metot gelistirmede tiim pikler i¢in ayirma giictiniin

R>1,5 olmasi gerekmektedir. Sekil 1.16.” de i¢ Ry degerinde ayrilma goriilmektedir.

A B N
/V\RS =0,75
0 /\ el s ot S e
= A B
5 R5 =1
v —
;’1 (, /\ ———————————— _T_v-—
1—2 // —(tr)B :
2 —(tr) 4 AZ 1 Rg=1,5
4 i ol
A ! | X
; I AT
—_— ‘0 —_— | :
' b4 ' B
A y) ' i )
/8 Sy [ R —
0 e T Wan i
—wi W,
i ! : :
0 Zaman

Sekil 1.16. Ayni pik ¢ifti i¢in ti¢ farkli ayirma giict
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1.4.4.5. Kuyruklanma Faktorii

Kromatografide bir diger 6nemli faktor de kuyruklanma faktoridir. Pik
yiksekliginin %5’ inde hesaplanir. Pikin simetrik davranigini ifade eder. Simetrik bir
pikte bu faktor 1’e esittir. Rakamin 1 den farkli olmasi, kuyruklanmay1 gosterir. Sekil

1.17.” de kromatogram iizerinde kuyruklanma gosterilmistir.

h x 0.05

-

fe— £ T
le—— Wo.o05 —1

Sekil 1.17. Kuyruklanma faktoriniin kromatogram tizerinde gosterilisi
(TE=W0,05/2f)

1.4.5. Mobil Faz Optimizasyonu

Mobil fazin bilesimi, ters faz sivi kromatografide bilesiklerin alikonma
davraniglarinda en 6nemli rolii oynar[94,95]. HPLC de ¢oziicii giicl, polaritenin bir
fonksiyonu olarak ifade edilebilir. HPLC ¢o6ziciilerinde ayirma giicli, polarite ile
terslik gosterir. Diger bir deyisle su gibi polar bir ¢oézlciniin tetrahidrofuran gibi
apolar bir ¢oziiciniin yaninda zayif ayirma gticii gosterdigini sdyleyebiliriz. Bilindigi
gibi sivi kromatografide mobil faz olarak genellikle su organik ¢ozicu ikili
karigitmlart kullanilir. Mobil faz olarak kullanilan ¢6zici karigimlarinda polarite,
mobil fazin elue etme glictiniin bir dlgusudir ve HPLC’ de ¢oziinenin alitkonmasini
etkileyen temel faktordir. HPLC de alikonma, mobil fazin organik ¢oziici igeriginin
artmast ile azalir. Bu gii¢, ¢ogu zaman organik ¢6zici-su karigitmlarinda organik
fazin yiizdesi ile ifade edilir. Sabit pH’ da alikonmanin ¢ozict bilesimi (¢) ile

degisimini belirlemek tizere asagidaki dogrusal yaklagim kullanilir [96].
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log ki = log ko — Sy

Bu lineer bagintinin gelistirilmesi i¢in organik modifiyerin farkl
derisimlerinde kapasite faktorleri belirlenir ve x ekseninde organik modifiyerin
derigimi, y ekseninde kapasite faktorlerinin logaritmasi kullanilarak grafik hazirlanir.
Bu tur bir lineer grafikte S, egimdir; organik ¢ozicinin ¢ozicu gicu ile ilgili
faktordiur. Kapasite faktori 1-10 arasinda degilse logk” nin ¢’ ye gore ¢izimi
dogrusal olmayan bir iliski verir. Ikinci dereceden denklemi kullanmamak igin
kapasite faktoriiniin 1- 10 arasinda olmasi istenir. Bu bagintida ko, ¢ sifir oldugunda
yani mobil fazin organik modifiyer ihtiva etmemesi diger bir deyisle saf su veya sulu
tampon ¢ozelti mobil faz olarak kullanildigr kosuldaki kapasite faktoridir. Bu
baginti, HPLC de metot gelistirmede mobil fazin ¢ézici glcinin hesaplanmasinda
kullanilir. S degerleri, su i¢in 0; metanol ig¢in 2,6; asetonitril igin 3,2 ve

tetrahidrofuran i¢in 4,5 dir [97,98].

1.4.6. Mobil Faz pH Standardizasyonu

Bir kromatografik ayirmada mobil faz pH si, tamponlarla belirlenir. Sivi
kromatografide kullanilan mobil fazlarin pH’ s1, onceleri sulu ¢ozeltinin pH’ s1
olarak alimmistir. Guinimuzde organik modifiyer ilavesi ile pH degisimini goz
oninde bulundurmak gerekir[99,100]. pH’ sinin sudaki pH yerine mobil fazdaki
degerinin kullanilmasi, ¢éztnenin tutulmasi ile pH arasindaki iliskiye ¢ok daha iyi
uyum gostermektedir. HPLC mobil fazinda organik modifiyer olarak genellikle
asetonitril ve metanol tercih edilir. Bu ortamlarda pH standardizasyonu ile ilgili

caligmalar mevcuttur [101-103].

Su ve su-organik ¢ozici karigtmlarinda referans deger pH standart ¢ozeltisi
(RVS) olarak potasyum hidrojen fitalat ¢ozeltisi se¢ilmistir ve 0,05 mol/kg fitalat
temel alinmigtir [104-106].

Mobil fazin pH’ si1, alikonmanin anlagilmasinda son derece énemlidir. Mobil

faz pH’ s1, ¢ozinenlerin iyonlasma derecesini, durgun faz ve mobil faz katkilarinin

37



davraniglarin etkiledigi igin se¢iciligin optimizasyonunda dikkate alinmalidir. Mobil

taz pH optimizasyonu, ¢6ziicii bilesiminin optimizasyonundan ¢ok daha karmagiktir.

1.4.7. Alikonmaya Etki Eden Faktorler

HPLC de segicilik ve alikonma, bilesiklerin, eliie edicinin, durgun fazin
etkilesimi ile ilgilidir. Daha once belirtildigi gibi alikonmayi etkileyen temel
faktorlerden biri, analitin kolon ile etkilesmesidir. Iyonlasabilen analitlerin ayni
kolonda alikonmasina; organik modifiyerin tipi, organik modifiyerin derigimi,
sicaklik ve mobil faz pH’ s1 etki etmektedir. HPLC ayirmalarinda kullanilan organik

modifiyer derisiminin artirtlmasi eliilsyonu hizlandirir yani alikonmay1 azaltir [107].

Alikonmaya etki eden bir diger faktor sicakliktir. Genel bir ifade ile Genel bir
ifade ile sicaklik artis1 ile alikonma azalir log k' ya kars1 1/T grafigi yaklagik olarak
lineerdir. Kabaca bir tahminle sicakliktaki 30 °C artis alikonmay1 2 kat azaltir [108].
Sicaklik arttikga kromatografik verim artar; kolon geri basinct azalir. Buna ek olarak
sicakligr artirmak numunenin ¢ozunirligini artirir. Kolon sicakligini  kontrol
etmenin bir diger avantaji alikonma zamani kararliliginin gelismesidir. Bununla
birlikte HPLC ayirmalarindaki segicilik tizerinde sicaklik etkisi ¢ok azdir [109]. Goz
ontinde bulundurulmasi gereken bir diger husus da sicaklik artiginin bagl fazin
bozunmasini artirict netice dogurmasidir, bu sebepten kolon ureticileri caligma

sinirlarini dnermektedir.
Dar sicaklik araliginda, sicakligin alikkonma faktori tzerindeki etkisi

genellikle Van’t Hoff esitligi ile agiklanabilir. Bu esitlik asagidaki sekilde yazilabilir:

AH . AS . log®
23RT 23R

logk =-

Bu bagintida AH ve AS, analitin durgun fazla ve mobil fazla etkilesiminin
sonucunda olusan entalpi ve entropi degisimidir. R gaz sabiti ve @ faz oranini ifade

etmektedir. Bu bagintiya gore dar sicaklik araliginda log k ya karst 1/T grafigi

38



lineerlik gostermektedir[110]. AH, AS ve ® parametreleri bu aralikta sicakliktan
bagimsizdir. Ayni sekilde Van’t Hoff esitligi denge sabiti K,” nin sicaklikla

degisimini de agiklar:

Kromatogratik ayirmada mobil faz pH’ si, iyonlagabilen bilesiklerin (organik
asit, organik baz) ayrilmalarinda 6nemli bir faktordiir. Mobil fazin pH’ s1, analitin
iyonlagmasi ve solvasyonu, analitlerin durgun fazla etkilesimini, durgun faz yapi ve
ozelliklerini, bagl fazin kararliligini ve silika dolgunun ¢oziinmesini etkiler. HPLC

de mobil faz pH si1, 6zellikle iyonlagabilen bilesiklerle ¢aligsmada ¢ok etkindir.

Bilindigi gibi zayif asit ve zayif bazlarin iyonlagmalari agagidaki gibidir.

HA 2H'+ A.pK,= 4-5

HB'2 H + B pKy= 7-8

Zayif asitte pH>4-5 iken temel tir A", zayif bazda pH<7-8 iken temel tiir
BH' dir. Iyonlagmus tirler, daha kisa siirede eliie olmaktadir (Sekil 1.18.).

20 T
18 1 Asitler (HA) B
16 o — ®K.) = 3.0
== 14 Notraller N (pKa. = 4.8)
S 12 +
=
= 10
o
g 8 a
g 6 T -
= Bazl o
fn 4 4 azlar (B ) N
> +
0% 1 2 3 4 5 6 7 8 © 10 1112 1314

rH
L

Sekil 1.18. Asit, baz ve notral bilesikler i¢in alikonma faktoriine karst pH grafigi

Asidik bilegiklerle ¢aligilirken, pik seklinin iyilestirilmesi amaciyla mobil faz
modifiyerleri kullanilmaktadir. Bu amagla en ¢ok kullanilan mobil faz modifiyeri
TFA ve asetik asittir. Dugiik derigsimlerde kullanilmast TFA igin tercih sebebi

olmaktadir. Protonlanmis bazik bilesiklerin alikonmasinda ise inorganik mobil faz

39



modifiyerleri etkilidir. Analitin mobil fazdaki solvasyon-desolvasyon dengesinin
degismesi ile iliskilendirilen bu durum kaotropik etki olarak adlandirilmaktadir. Iyon
durumundaki bazik bilesiklerin alikonmasi, mobil faz pH sina vetampon derigimine
baglidir. Sekil 1.19.” da tampon anyonunun, bazik bilesigin alikonmasindaki etkisi

sema olarak verilmigtir [111].

- -~ - .
. - - S ew vidl -
.‘ BH‘:. - .: D ® === & s ’..
‘.-. ‘s:‘ = Os“
e S
— S
- S —‘. - . - g -
» -
¢ W a - -t ¥
s e L o
A s 3 >um e
E“‘u}i‘;g— EE 3.
- Sio.

Sekil 1.19. Hidrofobik yiizeyde protonlanmig bazin alikonmasinda kaotropik
madde etkisi

1.5. Validasyon Parametreleri

1.5.1. Dogruluk

Analiz sonucu elde edilen degerin ger¢ek degere yakinliginin olgusidir.
Sonuglar ortalama % geri kazanim olarak verilir. Ortama ilave edilen analitin (analizi
yapilacak madde) analiz yapilan ortamdan hangi oranda geri alinabildigini gosterir.
Segilen her bir derigim i¢in minimum 5 tayin yapilmalidir. Bu tayinlerden minimum
3 tanesi ortalama degerin %15 inden daha fazla sapma gostermemelidir. Tayin alt

sinirindaki derigim i¢in bu sapma % 20’ yi gegmemelidir [112].
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Geri kazanim ¢aligmalari i¢in 3 yol izlenebilir. Bunlar:

1.Referans bir yontemle karsilastirmak:

Geligtirilen analiz yontemi ile 3 farkli derisimde, Uger olgim alinir ve bu
degerler % geri kazanim degerlerine cevrildikten sonra timui bir araya getirilir.
Sonuglar referans kabul edilen veya basili olan bagka bir yontem sonuglari ile
istatistiksel olarak kargilagtirilir. Sonuglarin ortalamalari, % bagil standart sapma

(%BSS) ve/veya % bagil hata (BH) (% Bias) ile beraber verilir [113,114].

%BSS =52 %100
ort
%BH = %.\-mo

GD: Gergek Deger
SS: Standart Sapma

Xort: Ortalama Deger

1. Kor matriks ortamina analizi vapilan maddeyvi ilave etmek:

Farmasotik dozaj formlari gibi matriks etkisi olan numunelerle g¢alisildigi
zaman kullanilan bir yontemdir. Analizi yapilacak madde bos matrikse degisik
derisimlerde eklenir. Bog matriks, ilag dozaj formlar1 i¢in (etken maddesiz) yardimci
maddelerden, pestisit kalintilart ig¢in pestisit ile muamele edilmemis ekinlerden

olusur.

Genellikle % 50, 75, 100, 125 ve 150 oraninda madde ilavesi yapilir ve her
seviyede en az 3’er ol¢im yapilir. Sonuglar % geri kazanim olarak ifade edilir ve %

bagil standart sapma ve/veya % bagil hata (% Bias) ile beraber verilir.
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ii1. Standart ekleme yontemi ile saf madde ilavesi:

Analizi yapilacak maddenin bilinen ve degisik miktarlari, matriks igerisinde
yer alan ve miktar1 bilinmeyen veya daha once tayin edilmis aynt maddenin lizerine
ilave edilir. Asil numunedeki etken madde derisimi, deney verilerinden matematiksel
olarak hesaplanir. Genellikle % 25, 50, 100 oraninda madde ilave etmek iyi bir
yaklagimdir. Madde ilave edilmis ve ilave edilmemis biitiin numuneler en az 3’er
defa analiz edilir. Sonuglar, ilave edilen ve 6lgiilen madde miktarlar1 verilerek ifade
edilir. Bu teknik, katki maddelerinin ve yardimci maddelerin bilinmedigi durumlarda
kullanilir. Sonuglarin ortalamalari, % bagil standart sapma ve/veya % bagil hata (%

Bias) ile beraber verilir.

1.5.2. Kesinlik

Geligtirilen yontemin c¢alisilan  kosullar altinda  tekrarlanabilirliginin
olgusudir. Bagka bir ifade ile ayn1 yontem birden ¢ok sayida uygulandiinda analit
icin bulunan sonuglarin birbirine yakinliginin bir olgusudir. % BSS (Bagil Standart
Sapma) veya % VK (Varyasyon Katsayisi) olarak ifade edilir. Ol¢tim yapilan her bir
derigim i¢in minimum 5-6 tayin yapilmalidir. Bunlardan en az 3 deney sonucunun %

BSS’ 1, teorik degerin % 15’inden daha fazla sapma gostermemelidir.

Kesinlik, tekrarlanabilirlik (repeatability), orta kesinlik (intermediate
precision) ve tekrar elde edilebilirlik (reproducibility) olmak tzere t¢ kisimda

incelenmektedir.

1.5.2.1. Tekrarlanabilirlik

Kisa zaman araligi igerisinde ayni iglem kosullar1 altindaki kesinligi ifade
eder. Analizi yapilacak maddenin g¢alisma ortamindaki ¢ozeltisi hazirlanir ve bu

cozeltilerden en az 10 olgim yapilir (30-40 olgim tercih edilmelidir). Bu tekrar
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edilebilirlik, gin i¢i kesinlik olarak da adlandirilir. Kesinlik, elde edilen degerlerin

%BSS’ 1 verilerek ifade edilir ve %BSS < 1,0 olmalidir [115].

1.5.2.2. Orta-Kesinlik

Orta kesinlik, laboratuar i¢i deneysel fakliliklari belirten bir kesinlik
derecesidir. Farkli gunlerde, farkli analizciler veya farkli cihazlar kullanilarak
belirlenen degerlerdir. Giinler arasi kesinlik olarak tanimlanan bu deger, ¢alismanin
tam anlamda kesinligini belirtir. Bu kesinligi saglayan g¢aligma, diger kesinlik
parametrelerini de saglamig olur. Analizi yapilacak maddenin ¢aligma ortamindaki
cozeltisi ayr1 ayrt hazirlanir ve bu ¢ozeltilerin her birinden en az 3’er 6l¢iim, farkl
giinlerde ve/veya farkli analizciler tarafindan ve/veya farkli cihazlarla yapilir. Orta
kesinlik, elde edilen degerlerin %BSS’ 1 verilerek ifade edilir ve %BSS < 2,0
olmalidir. Biyolojik numunelerle ¢alisirken %BSS degerleri 10-15’e kadar
cikabilmektedir.

1.5.2.3. Tekrar Elde Edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik, ozellikle ortak ¢alisma yapan farkli laboratuarlarin
uygulamalar1 sonucu elde edilen ve deneysel fakliliklar1 belirten bir kesinlik
derecesidir. Ozellikle yontem standardizasyonu ¢alismalarinda kullanilan bir kesinlik
degeridir. Gelistirilecek yontem, farkli laboratuarlarda ayni anda kullanilacaksa bu
kesinligin hesaplanmasi ve degerinin raporda belirtilmesi gerekir. Analizi yapilacak
maddenin ¢aligma ortamindaki ¢ozeltisi ayr1 ayr1 laboratuarlarda, farkli zamanlarda
ve farkll analizciler tarafindan hazirlanir ve bu ¢ozeltilerin her birinden en az 3’er
Olgim yapilir. Deneyler en az bir kag gin ara ile yapilmalidir. Tekrar elde
edilebilirlik, olgilen degerlerin %BSS’ 1 verilerek ifade edilir ve %BSS < 2,0
olmalidir. Biyolojik numunelerle c¢alisirken %BSS degerleri 10-15’e kadar
¢ikabilmektedir [115].
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1.5.3. Secicilik

Analizi yapilacak maddenin, numunede mevcut girisim yapma ihtimali
bulunan diger yardimei veya etken maddeler yaninda miktarinin tam ve dogru olarak
tayin edilebilecegini gosteren bir parametredir. Ozellikle kararlilik tayini
caligmalarinda yapilmast kesinlikle zorunlu olan bir parametredir. Segicilik yeterli
dizeyde degilse, yontemin dogrulugu, kesinligi ve dogrusalligi hakkinda bir stiphe

uyanir [116].

Segicilik, miktar tayini sirasinda gerekli validasyon islemleri yapilirken, teshis

testleri ve safsizliklarin tayini sirasinda yapilmalidir. Segicilik, 2 yolla saptanir:

i.  Tayini yapilan bilesik ile girisim yapma olasiligt bulunan maddelerin girigim
yapma oranina veya ayirma yontemlerinde, “Ayirim gict” (Rs) degerlerine

bakilir. Bu deger ayirma yontemleri i¢in Rs > 2,0 olmalidir.

ii.  Ayirma yontemlerinde duyarli bir detektor segilebilir. Incelenecek bilesige
cevap verme yetenegine sahip olan detektorler, elektrokimyasal veya
radyoaktivite detektorleridir. Bu detektorler belli maddelere duyarlidir ve

baska maddelerin girigsim yapma ihtimalini yok ederler.

1.5.4. Teshis Simir1 (LOD)

Analitin belirlenebildigi fakat nicel sinirlar igerisine girmedigi en alt
derisimdir. Dogrudan, yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir. Dogrudan
yapilan deneylerden, gozlenerek yapilan hesaplamalarda genel olarak Sinyal/Guralti

(signal/noise) orani 3 olarak alinir.
Teshis Sinir1 agagidaki gibi hesaplanir,

LOD=3xSS/m
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Bu esitlikte SS, kor ¢ozeltilerinde ( en az 5 adet) yontem uygulandiginda elde
edilen sonuglarin veya ilgili kalibrasyon dogrusunun kesim degerinin standart

sapmast; m, ilgili kalibrasyon dogrusunun egim degeridir.

1.5.5. Tayin Alt Sinir1

Analizi yapilan maddenin miktarinin kabul edilebilir diizeyde kesinlikte ve
dogrulukta tayin edilebilecegi kalibrasyon egrisinin en alt derigimini olusturan
derisim duzeyidir. Dogrudan yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir.
Dogrudan vyapilan deneylerden gozlenerek LOQ tespiti i¢in genel olarak
Sinyal/Guralti orant 10 olarak alinir. Tayin Alt Sinir1 asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplanir.
LOQ=10xSS/m

Burada SS, kor ¢ozeltilerinde (en az 5 adet) yontem uygulandiginda elde
edilen sonuglarin veya y eksenindeki kesim degerinin standart sapmasi; m, ilgili
kalibrasyon dogrusunun egim degeridir. Bir yontemde SS ve m degerleri, LOD

esitliginde kullanilan degerlerle aynidir.

1.5.6. Dogrusalhik

Derigsime karsit cevabin dogru orantili olarak artmasi ve ¢izilen grafikte
noktalarin diiz bir ¢izgi tizerinde yer almasidir. Korelasyon katsayisi (r), dogrusalligi
veren parametredir. Dogrusallik, korelasyon katsayist r, 0,999 ise saglanmis

demektir.

Dogrusalligi belirleyebilmek icin stok ¢ozeltiden en az 5 degisik derigimin
hazirlanmasi ve analiz edilmesi gerekir. Bu derigimin alt sinir1 hedef seviyenin % 50
sinden digiik ve st sinir da % 150 sinden yiiksek olacak aralikta se¢ilmelidir. Bu 5

degerle yapilan dogrusalligin saptanmasi igleminin en az 3 defa tekrarlanmasi
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gerekir. Dogrusalligin tam validasyonu i¢in ayrica egim ve kesim degerlerinin

%BSS’ lar1 veya standart hatalar1 da hesaplanmali ve raporda verilmelidir.

1.5.6.1. Kalibrasyon Grafigi

Analitin bilinen derigimleri ile degisen degiskenin cevaplari arasindaki
iligkidir. Bir kalibrasyon egrisi hazirlanirken segilen derisimler daha 6nce yapilan
caligmalarla belirlenir. Dogrusal veya dogrusal olmayan sonuglar elde edilebilir.
Tayin alt sinir1 ve tayin st sinirt derigimleri de dahil olmak tzere ¢aligma araliginda
en az 5 derisim i¢in cihazdan olgiilen degerler kullanilarak hazirlanir. Dogrusal

olmayan egriler i¢in daha fazla standart derisimin se¢ilmesi uygun olur.

1.5.6.2. Duyarhhk

Duyarlik, dogrusalligin gecerli oldugu araliktaki dogru denkleminin egimidir.
Pek cok kitapta ayn1 zamanda tayin alt sinir1 olarak da tanimlanmigtir. Tayin alt sinir1

ne kadar kiigiikkse yontem o derece duyarhidir.

1.5.6.3. Calisma Arahg

Yeterli dogruluk ve duyarlikta dogrusalliga sahip yontemin gecerli oldugu alt
ve Ust sinirlar arasinda yer alan derisim araligidir. Derigim araligi genellikle segilen
yontemin tipine gore degisir. Bu aralik yontemin dogrusalligi bulunduktan sonra
belirlenir. Ana maddenin analizinde standartlarin derisimleri genellikle hedeflenen
seviyede veya ona yakin olgtlir. Bu derigimin alt sinirt hedef seviyenin %50’ sinden
disik ve %150’ sinden yuksek olacak aralikta se¢ilmelidir. Hedef miktarin % 50, 75,
100, 125 ve 150 olacak sekilde aralik diizenlenebilir.
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1.5.6.4. Saglamhk

Yontemin, analiz parametrelerindeki ufak degisimlerden etkilenmeden
kalabilme kapasitesidir. Bu parametreler organik ¢oziici yiizdesi, pH, iyonik giig,
sicaklik gibi etkenlerdir. Kararlilik yontemin normal kullantmindaki gtivenirliginin

bir dlgtisidur ve yontem gelistirilirken degerlendirilmesi gereken bir parametredir.

1.5.6.5. Tutarhhk

Yontemin gergek kullamim  kosullari  altinda tekrar  edilebilirliginin
saptanmasidir. Bunun i¢in ¢aligma, ayni laboratuarda farkli analizciler tarafindan;
ayni laboratuarda farkli cihazlar tarafindan farkli laboratuarda gerceklestirilmesi
gerekir. Reaktif ve c¢oziictulerin markalariin degistirilmesi; farkli giinlerde ve
sicakliklarda yapilmasi gibi normal test sartlarimin degistirilmesi; ayni marka ve

modele sahip yeni bir kolon kullanarak tekrarlanmasi gereklidir [117].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Kullanilan Materyal

2013 yili Mayis ayinda Karadeniz bolgesinden (Prof Dr. Atalay SOKMEN
gozetiminde) toplanan Arctostaphylos uva-ursi yapraklari karanlik odada, oda
sicakliginda kurutulmustur. Daha sonra kuru yapraklar 80-100 mesh boyutunda

ogutalmustir.

Deneylerde kullanilan tim kimyasallar analitik saflikta ve analizlerde
kullanilan kimyasallar HPLC safligindadir. Analitik kalitedeki NaOH ve HCl Merck
firmasindan temin edilmigtir. Tampon ¢ozeltilerin filtrasyonu igin 0,45 pm
boyutunda memran filtre (Millipore, Bedford, MA, USA) kullanilmigtir. Standart

olarak kullanilan Arbutin in 6zellikleri agagida belirtilmistir;

Cizelge 2.1. Kullanilan Arbutin standardinin 6zellikleri

Marka Sigma Aldrich
Yuzde Saflik >98

Lot No BCBHO0889V
Molekiil Kiitlesi (gr/gr mol) 272, 25

2.2. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon

Ultrasonik destekli ekstraksiyon Bandelin Sonerex marka 50 kHz frekansl
ultrasonik banyo kullanilarak gergeklestirilmistir. Soliisyonlarin pH diizeyleri Mettler
Toledo-Seven Easy pH metre ile kontrol edilmistir. Erlenlerin igerisine 6gutiilmiis
numuneden 200 mg tartilarak aktarilmistir. Uzerine deney programinda (Cizelge
2.3.) belirtilen miktarda ve yine belirtilen pH da ¢6zici ilave edilmistir. Erlenin agzi
aliminyum folyo ile kapatilip lastikle sabitlenmigtir (Resim 2.1.). Ultrasonik

banyonun sicakligl ve siiresi ayarlanmigtir. Standart ultrasonik kosullar i¢in erlenler

48




ultrasonik banyo igerisine yerlestirilmistir. Banyodaki su ile erlen igerisindeki ¢ozelti

seviyesi aynt tutulmug ve ultrasonik banyo c¢aligtirilmigtir.

Resim 2.1. Ultrasonik banyoya oncesi numune

Resim 2.2. Ultrasonik banyo sonrasi ilk filtrasyon islemi
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Resim 2.3. 0,45 mikronluk memran ile viale filtrasyon iglemi (sagda)

Cozeltilerdeki pH 1 ve 13 seviyesini ayarlamak i¢cin Merck marka NaOH ve
HCI kullanilmigtir.

Ekstraksiyon iglemi tamamlandiktan sonra kapilerin tikanmasini 6nlemek

amaciyla ¢ozelti o6nce Whatman marka filtre kagidi (Resim 2.2.) ile sonrasindaysa

0,45 mikronluk memran filtre ile filtre edilmistir (Resim 2.3.).

Cizelge 2.2. Bagimsiz degiskenlerin degerleri ve sembolleri

Bagimsiz Birimler Degiskenlerin Kod Diizeyleri
degiskenler sembolleri -1 0 +1
Cozucwkat | ypo X1 20 30 40

orant
pH pH X2 1 7 13
Ekstraksiyon | 1y X3 30 60 90
suresi
Ekstraks1}/on o x4 40 60 20
sicakligt
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Cizelge 2.3. Deney Kosullari

Coziicl . o
) pH Sire (dk) | Sicaklik (°C)
Deney No M1kt>a(r11(ml) X2 X3 x4

1 40,00 7,00 30,00 60,00
2 40,00 7,00 60,00 80,00
3 30,00 13,00 60,00 80,00
4 30,00 13,00 60,00 40,00
5 30,00 7,00 60,00 60,00
6 30,00 13,00 30,00 60,00
7 30,00 1,00 60,00 40,00
8 40,00 1,00 60,00 60,00
9 30,00 7,00 30,00 80,00
10 30,00 13,00 90,00 60,00
11 30,00 7,00 60,00 60,00
12 30,00 7,00 60,00 60,00
13 30,00 1,00 90,00 60,00
14 20,00 13,00 60,00 60,00
15 30,00 7,00 90,00 80,00
16 30,00 7,00 30,00 40,00
17 40,00 7,00 90,00 60,00
18 30,00 1,00 30,00 60,00
19 30,00 7,00 60,00 60,00
20 20,00 7,00 60,00 40,00
21 30,00 7,00 60,00 60,00
22 30,00 7,00 90,00 40,00
23 20,00 7,00 30,00 60,00
24 20,00 7,00 90,00 60,00
25 20,00 7,00 60,00 80,00
26 40,00 13,00 60,00 60,00
27 40,00 7,00 60,00 40,00
28 30,00 1,00 60,00 80,00
29 20,00 1,00 60,00 60,00

2.3. Kromatografik Kosullar (HPLC metodu)

Arbutinin tanimlanmasi ve kantitatif olarak miktarinin belirlenmesi Agilent
marka 1260 model kromatografik sistem ile yapilmigtir. HPLC sistemi autosampler
quaternary pompa, kolon kompartimani ve multiwavelength dedektor igermektedir.
Miktar analizleri ACE 5 C-18, Bach:V12-711, Boyutlar: 250x4,6 mm, Par¢ca No:
ACE-121-2546, Seri No: A116709 kolon ile yapildi. Mobil faz olarak Metanol,
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Deiyonize Su (10:90 V/V) kullanilmigtir. Analiz siiresi 10 dakika, kolon sicakligi 30
°C ve dedeksiyon 280 nm dir [118].

Cizelge 2.4. HPLC Metotu

Kolon ACE 5 C-18, Bach:V12-711, Boyutlar: 250x4,6 mm, Par¢a No:
ACE-121-2546, Seri No: A116709

Mobil Faz Metanol, Deiyonize Su (10:90 V/V)

Enjeksiyon 20 mL

Hacmi

Kolon Sicakligi | 30 °C

Dedeksiyon 280 nm

Akis Hizi 1.2 ml/dk.

Analiz Siiresi 10 dakika

2.3.1. HPLC Analiz Metodunun Validasyon Calismalari

Analiz metodunun validasyon c¢aligmalar1 kapsaminda SigmaAldrich
firmasindan temin edilen toz formundaki arbutin standardi kullanilarak 20 ppm, 40
ppm, 60 ppm, 80 ppm ve 100 ppm lik standart soliisyonlar hazirlanmistir. Bu
standart solisyonlar her biri beser kez ardigtk 3 giin boyunca HPLC cihazina
enjeksiyonu yapilmigtir. Elde edilen kromatogramlardaki pik alanlarindan
yararlanilarak gun i¢i ve gunler arasi tekrarlanabilirlik, kalibrasyon dogrusalligt ve
tekrarlanabilirlik testleri yapilip, konsantrasyon araligi, korelasyon katsayisi, kayma,
egim, teshis limiti degeri (LOD), tayin limiti degeri (LOQ) ve alikonma zamani
tespit edilmigtir.

Cizelge 2.5. Analitik metodun validasyonu siiresince farkli parametrelerin testinden
elde edilen sonuglar

Parametreler Arbutin
Konsantrasyon Araligt ppm 20-100
Korelasyon Katsayisi 0,9997
Dogrusallik | Kayma 2,853
Egim 6,64
LOD ppm 0,261
LOQ ppm 0,869
Alikonma Zamani dk 3,710
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2.3.1.2. Analitik Metodun Dogrusallig:

5 farkli konsantrasyona karst elde edilen pik alanlari grafige gegirilerek

kalibrasyon dogrusalligi elde edilmistir.

Linearite Grafigi

800,00
700,00
600,00
’ /

500,00 ~
400,00
300,00 — -
200,00
100,00

0,00

y =6,64x + 2,853
R?=0,9997

Alan

0] 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon ppm

Sekil 2.1. Standartlarin dogrusallig:

Cihazin kalibrasyonu i¢in 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, 100 ppm lik
standart solusyonlarindan 3 giin ardi ardina beser enjeksiyon yapilmistir. Bu

enjeksiyonlardan elde edilen kromatogramlar ve pik alanlar1 agagidaki gibidir.
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Cizelge 2.6. 1.giin kalibrasyon tablosu

Konsantrasyon ppm 20 40 60 80 100
1. Enjeksiyon 135,40 | 267,36 | 400,64 | 539,60 | 663,08
2. Enjeksiyon 134,88 | 266,42 | 402,08 | 539,71 | 662,05
3. Enjeksiyon 134,97 | 266,90 | 402,00 | 54025 | 663.85
4. Enjeksiyon 135,17 | 266,35 | 401,35 | 541,12 | 662,24
5. Enjeksiyon 135,70 | 267,30 | 401,45 | 539,36 | 662,02
Ortalama 135,22 | 266,87 | 401,50 | 540,01 | 662,65
Standart Sapma | 0,3329 | 0,4740 | 0,5811 | 0,7018 | 0,7984
Dogrusallik Grafigi
800,00
700,00
600,00 //
500,00 e
2 = 6,64x + 2,853
< 400,00 R%=0,9997
300,00 _
200,00 ~
L~
100,00
0,00
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon ppm

Sekil 2.2. 1. Giin Kalibrasyon dogrusalligi

54



Cizelge 2.7. 2.giin kalibrasyon tablosu

Konsantrasyon ppm 20 40 60 80 100
Enjeksiyon 133,04 | 263,17 | 394,76 | 531,71 | 644,76
Enjeksiyon 131,91 | 263,55 | 393,91 | 532,55 | 643,86
Enjeksiyon 131,68 | 263,75 | 395,97 | 531,25 | 644,57
Enjeksiyon 132,17 | 262,90 | 39430 | 532,12 | 643,80
Enjeksiyon 132,43 | 264,65 | 394,73 | 531,35 | 644,44
Ortalama 132,25 | 263,60 | 394,73 | 531,80 | 644,29
Standart Sapma | 0,5252 | 0,6713 | 0,7739 | 0,5427 | 0,4321

Dogrusallik Grafigi
800,00
700,00
600,00 //
500,00

S 400,00 y = 6,4614x + 5,6516

< 300’00 R?=0,9991
: ~
200,00 "

~
100,00
0,00
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon ppm

Sekil 2.3. 2. Giin Kalibrasyon dogrusalligi
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Cizelge 2.8. 3. glin kalibrasyon tablosu
Konsantrasyon ppm 20 40 60 80 100
Enjeksiyon 133,85 | 262,20 | 392,69 | 530,29 | 642,83
Enjeksiyon 134,95 | 262,40 | 392,67 | 530,70 | 643,70
Enjeksiyon 132,82 | 263,75 | 393,60 | 530,86 | 643,43
Enjeksiyon 133,73 | 262,54 | 393,64 | 530,80 | 641,66
Enjeksiyon 133,43 | 262,08 | 393,91 | 530,35 | 641,86
Ortalama 133,76 | 262,59 | 393,30 | 530,60 | 642,70
Standart Sapma | 0,7774 | 0,6701 | 0,5802 | 0,2628 | 0,9134
Dogrusallik Grafigi
800,00
700,00
600,00 //
500,00
c
© 400’00 v =6,4294x + 6,8238
< 2_
S0 i R2=0,9991
/,
200,00
L~
100,00
0,00
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon ppm

Sekil 2.4. 3. Giin kalibrasyon grafigi
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2.3.1.3. Teshis Limiti Degeri (LOD) ve Tayin Limiti Degeri (LOQ) Belirlenmesi

y=6,64x+2,853 R2=0,999 SS=0,577

1.Dedeksiyvon Limitinin (LOD) Hesaplanmast:

LOD = 3,3 x SS/m

LOD = 0,287

1. Tayin Limitinin (LOQ) Hesaplanmasi:

LOQ =10 x SS/m

LOQ = 0,868

2.3.1.4. Tekrarlanabilirlik Testleri

Cizelge 2.9. Giin i¢i gunler arasi pik alant degerleri

ENJEKSIYON | 20 PPM | 40 PPM | 60 PPM | 80 PPM | 100 PPM
1 135,40 | 267.36 | 400,64 | 539.60 | 663,08
2 134,88 | 266,42 | 402,08 | 53971 | 662,05
3 134,97 | 266,90 | 402,00 | 540,25 | 663,85
é 4 135,17 | 266,35 | 401,35 | 541,12 | 66224
- 5 135,70 | 26730 | 40145 | 53936 | 662,02
ORTALAMA | 13522 | 266,87 | 401,50 | 540,01 | 662,65
SD 0,3329 | 04740 | 0,5811 | 0,7018 | 0,7984
% RSD 0,2462 | 0,1776 | 0,1447 | 0,1300 | 0,1205
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ENJEKSIYON | 20 PPM | 40 PPM | 60 PPM | 80 PPM | 100 PPM
1 133,04 | 263,17 | 39476 | 331,71 | 64476
2 131,91 | 263,55 | 393,91 | 53255 | 643,86
3 131,68 | 263,75 | 395,97 | 531,25 | 64457
é 4 132,17 | 262,90 | 39430 | 532,12 | 643,80
o 5 132,43 | 264,65 | 39473 | 53135 | 64444
ORTALAMA | 13225 | 263,60 | 394,73 | 531,80 | 64429
SD 0,5252 | 0,6713 | 0,7739 | 0,5427 | 04321
% RSD 0,3971 | 0,2546 | 0,1961 | 0,1020 | 0,0671
ENJEKSIYON | 20 PPM | 40 PPM | 60 PPM | 80 PPM | 100 PPM
1 133,85 | 26220 | 392,69 | 530,29 | 64283
2 134,95 | 262,40 | 392,67 | 530,70 | 643,70
3 132,82 | 263,75 | 393,60 | 530,86 | 64343
é 4 133,73 | 262,54 | 393.64 | 530,80 | 641,66
o 5 133,43 | 262,08 | 393,91 | 530,35 | 64186
ORTALAMA | 133,76 | 262,59 | 393,30 | 530,60 | 642,70
SD 0,7774 | 0,6701 | 0,5802 | 02628 | 009134
%RSD 0,5812 | 0,2552 | 0,1475 | 0,0495 | 0,1421

Cizelge 2.10. Pik Alanina Dayal1 Tekrarlanabilirlik

PIK ALANINA DAYALI TEKRARLANABILIRLIK

20 PPM

40 PPM

60 PPM

80 PPM

100 PPM

1. GUN

0,2462

0,1776

0,1447

0,13

2

0,1205

2. GUN

0,3971

0,2546

0,1961

0,102

0,0671

3. GUN

0,5812

0,2552

0,1475

0,0495

0,1421
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ICH Guidlines’ a gore tekrarlanabilirlik testlerinin uygun olabilmesi i¢in %
RSD degerlerinin 2’den kii¢iik olmasi istenir. Yukaridaki tabloda gortlen rakamlarin

timii 1’in altindadir.

59



3. SONUCLAR

3.1. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Performansi Uzerine Proses

Degiskenlerinin Etkisi

Design Expert 8.0.7.1 ile tasarlanmig Box-Behnken tasarim caligmalarinin

deneysel kosullart asagidaki tabloda sunulmustur. Tablo ayrica ultrasonik destekli

ekstraksiyondan elde edilen ekstraksiyon verimliligi tzerine sicaklik, zaman,

¢ozicii/katt oran1 ve pH 1n etkilerini gostermektedir.

Cizelge 3.1. Ekstraksiyon verimi i¢in deneysel sonuglar ve bagimsiz degiskenlerin
(X1, X2, X3, X4) Box-Behnken tasarimi

Deney No Cozici pH Siire (dk) | Sicaklik Verim (ing Arbutin/ 200 mg
Miktari(ml) ) numune)
1 40,00 7,00 30,00 60,00 11,16
2 40,00 7,00 60,00 80,00 13,52
3 30,00 13,00 | 60,00 80,00 0,00
4 30,00 13,00 | 60,00 40,00 0,00
5 30,00 7,00 60,00 60,00 11,85
6 30,00 13,00 | 30,00 60,00 0,00
7 30,00 1,00 60,00 40,00 0,00
8 40,00 1,00 60,00 60,00 0,00
9 30,00 7,00 30,00 80,00 12,07
10 30,00 13,00 | 90,00 60,00 0,00
11 30,