Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti Dergisi
Cilt 26, Say1 3, 398-406, 2022

Siileyman Demirel University
Journal of Natural and Applied Sciences
Volume 26, Issue 3, 398-406, 2022

DOI: 10.19113 /sdufenbed.1068593

Karmosin i¢in Deney Tasarimi Uygulanarak Bulutlanma Noktasi Ekstraksiyonu

Kullanimi ve Spektrofotometrik Tayini

Tufan GURAY*1®, Ulku Dilek UYSAL?2

1Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii, 26480, Eskisehir, Tirkiye
2 Eskisehir Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii, 26470, Eskisehir, Tiirkiye

(Alimis/Received: 05.02.2022, Kabul/Accepted: 28.06.2022, Online Yayinlanma / Published Online:20.12.2022)

Anahtar Kelimeler
Karmosin,

Bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu,

Deney tasarimi,

Merkezi kompozit tasarim,
Box-Bhenken

0z: Karmosin (E122) bir gida katki maddesi olarak genellikle gida, kozmetik ve
ilaglarda kullanilan boyadir. Bu ¢alismada, bulutlanma noktas1 ekstraksiyonundan
(CPE) sonra surup numunesinde karmosinin (KAR) spektrofotometrik tayini i¢in
ekstraksiyon asamasinda Brij 58 kullanilmistir. Ekstraksiyon sicakligi, pH, Brij 58
(viizey aktif madde) konsantrasyonu ve Na:SOs konsantrasyonu gibi bazi
parametreler merkezi kompozit tasarimi, Box-Behnken tasarimi ve klasik deneysel
yontemler kullanilarak optimize edilmistir. Yontemin dogrusal ¢alisma aralig1 0,05
- 4,00 pug mL1 olarak belirlenmistir. Bu yontemin gézlenebilme siir1 (LOD); KAR
icin 0,0018 pg mL1 dir. Yontemde KAR'in geri kazanim degerlerinin %98,00 ve %
102,67 arasinda oldugu hesaplanmistir. Bulgular, bu yeni CPE y6nteminin rutin
analizde KAR'Im hassas belirlenmesi icin hizli bir sekilde kullanilabilecegini
gostermistir.
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Abstract: Carmosine (E122) as a food additive is a dye that is often used in food,
cosmetics and pharmaceuticals. In this study, Brij 58 was used in the extraction step
for the spectrophotometric determination of carmosine (KAR) in syrup sample after
cloud point extraction (CPE). Certain parameters such as extraction temperature,
pH, Brij 58 (surfactant) concentration and Na2SO4 concentration were optimized
using central composite design, Box-Behnken design and classical experimental
methods. The determination range of the method was 0.05 - 4.00 ug mL-1. The limit
of detection (LOD) of this method is 0.0018 pg mL! for KAR. The recovery values of
KAR were calculated to be between 98.00% and 102.67%. The findings show that
this new CPE method can be quickly used for sensitive determination of KAR for
routine analysis.

1. Giris

Gida boyalari, dogal olarak bulunan rengi arttirarak ya

konusunda siipheler bulunmaktadir. Cocuklarda
hiperaktiviteye neden oldugu bilinmektedir. Yiiksek
miktarda ve uzun siire tiliketilmesi durumunda;

da kaybolan rengi yerine koyarak gidanin 6zelligini
korumak, teknolojik olarak iiriinde standart renk
olusturmak, baska bir renk veya degisik renk tonlari
vermek, kalite diisiikliigiinii gizlemek kosuluyla cazip
ve kabul edilebilen iiriinler elde etmek amaciyla
kullanilmaktadir [1]. Gida boyast karmosin
[C20H12N2Na207S; (disodyum 4-hidroksi-2-[(E)-(4-
siilffonat-1-naftil)diazenil]nafhalen-1-siilfonat)]  (E-
122) kirmizi renk veren bir maddedir. Karmosin
(KAR) ayrica; visne kirmizisi ve Azorubin, Food Red 3
olarak da bilinmektedir. KAR suda ¢ozlinlirligi ¢ok
yiksek olan bir katki maddesidir [2]. KAR'in
kanserojen bir madde olduguna dair kesin kanitlar
bulunmamakla Dbirlikte kansere neden oldugu
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vicutta toksik etki gosterebilir, deri dokiintiilerine,
0deme, hiperaktiviteye ve alerjik reaksiyonlar gibi
saglik risklerine neden olabilir. Ayrica astimi
tetikledigi de bilinmektedir. Bu etkileri nedeniyle bazi
Avrupa Ulkeleri ve A.B.D’de kullanim1 yasaklanmistir
[3, 4].

Boyar maddelerin giivenli bir sekilde kullanimi i¢in
Diinya Saglik Orgiitii Uzman Komitesi (FAO/WHO
Expert Committee) tarafindan "giinliik kabul edilebilir
alim miktarlar1 (GKEAM)” periyodik olarak gézden
gecirilerek belirlenmektedir. KAR icin bu deger 0@4
mg/kg’ dir [2].
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Bu nedenle diger gida katki maddelerinde oldugu gibi
gida boyalarinin da rutin tayinlerinin yapilmasi bir
ihtiyactir. Bu boyalardan biri olan KAR tayini icin
literatiirde HPLC [5-8], Kkapiler elektroforez [9],
elektroanalitik [10, 11] ve spektrofotometrik [3, 12,
13] gibi farkli yontemler verilmistir. Bu analitik
yontemlerden spektrofotometrik tayin yontemleri
hizli, ekonomik, basit ve kolay olmalar1 sebebiyle
yaygin olarak tercih edilen ydntemlerdendir. Bu
calisma kapsaminda KAR tayini icin
spektrofotometrik yontem kullanilmistir.

Kullanilan ydntemlerin genelinde, analitlerin tayini
icin analiz o6ncesinde ayirma ve oOn deristirme
(ekstraksiyon) islemlerine gereksinim duyulmaktadir.
Sivi-sivi ekstraksiyon (LLE), kati faz ekstraksiyon
(SPE) ve bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu (CPE) bu
islemlerden bazilaridir.

Enstriimental analiz oncesi kullanillan numune
hazirlama tekniklerinden olan CPE yodntemi hassas,
basit, ucuz, cevreye duyarl ve kirletici olmayan, diger
ayirma ve zenginlestirme yoOntemlerine bir
alternatiftir [14, 15]. Bulutlanma noktas1 sicakligi
olarak bilinen belirli bir sicaklik seviyesine
ulasildiginda sulu ¢ozeltideki iyonik olmayan yiizey
aktif maddeler bulaniklasir. Analit daha sonra yiizey
aktif madde ile kii¢iik bir hacimde ayr1 bir faz halinde
ayrilir. Orijinal matriks hacminde dagilan analit ¢ok
kiiciik misel fazi hacmine alindigindan, CPE biiytk bir
on deristirme faktorii ve ylksek geri kazanim
verimliligi saglayabilir [16]. Literatiirde, CPE ile
KAR'in deristirilmesi icin kullanilan ytzey aktifler
Triton X-114 [3], Triton X-100 [12, 17], Zephiramine
[18], tetrahegzilammonium bromiir, (THABr) [19],
setiltrimetilamonyum  bromiir = (CTAB) [20],
tetrabiitilamonyum bromiir (TBAB) [21], sodyum
dodesil siilfat (SDS) [22], Tween 20 [23], ve ylizey aktif
madde gibi iyonik sivi olan trioktilamonyum salisilat
(TOMAS) [24] dir.

Deneysel c¢alismalarin yiiksek verimliligi, deney
tasarimina ve kantitatif degerlendirme yontemlerine
dayanmaktadir. Bu deneysel tasarim  ve
degerlendirmeler, matematiksel modeller veya
dizaynlar aracihifiyla gergeklestirilebilir. Analitik
verilerin islenmesinde istatistik ve uygulamali
matematik, kimyanin temel araglaridir.

Deney tasariminda istatistiksel olarak yararli bir
yontem olan yanit yilizey metodolojisinin (RSM) en
yaygin olarak kullanilan optimizasyon modelleri,
merkezi kompozit tasarimi ve Box-Behnken
tasarimidir. Biz de bu g¢alismada, once, segilen
deneysel degiskenler ve bu degiskenlere karsi elde
edilen cevap degerleri arasindaki iligkiyi yorumlamak
icin merkezi kompozit tasarimini, sonrasinda da, ii¢
seviyeli ve tiim kiiresel tasarimlar igeren, gerekli
deneylerin sayisini azaltabilen ve yetersiz sonuglar
verebilecek deneylerden kaginabilen ve ayni anda en
yliksek veya en diisiik seviyelerinde tiim faktorlerin
kombinasyonlarini iceren Box-Behnken tasarimini

[25] da kullanarak, deneysel optimizasyonumuzu
desteklemeyi hedefledik. Ayrica, daha oOnceden
literatiirde bulutlanma noktasi ekstraksiyonu igin
yuzey aktif madde olarak kullanilan Brij 58'i [26-29]
KAR'in spektrofotometrik tayini oOncesinde de
kullanarak yeni bir 6n deristirme yontemi gelistirmeyi
amagladik.

2. Materyal ve Metot
2.1. Cihazlar, kimyasallar ve 6rnek

Calismada, Agilent Transport 60 UV spektrofotometre
(Stevens Creek Boulevard, Santa Clara, CA, USA),
ThermoOrion 720A model pH/ion metre (Beverly,
MA, USA) ve Sigma 1-6P santrifiij cihaz1 (Osterode am
Harz, Germany) kullanilmistir.

Deneylerin sonuglarindan hangi degiskenin ve/veya
degisken etkilesimlerinin segilen cevap degerlerini
etkileyip etkilemedigini veya varsa ne Kkadar
etkiledigini belirlemek icin elde edilen biitiin cevap
verilerinin ¢oklu regresyon analizi Minitab 20 paket
programiyla yapilmistir.

Biitiin kimyasallar analitik saflikta temin edilmistir.
Polietilen glikol hegza desil eter (Brij 58), KAR ve diger

kimyasallar Sigma Aldrich firmasindan satin
alinmistir. Bu kimyasallardan belirli miktarlar
alinarak standart c¢ozeltileri deiyonize su ile
hazirlanmistir.

Butirol fort® surup [Etken madde: Her 5 ml surup
22,5 mg butamirat sitrat igerir. Yardimci maddeler:
Sorbitol (% 70lik kristalize olmayan), sodyum
benzoat, ahududu aromasi (FMO00192), gliserol,
sukraloz, fruktoz, sitrik asit monohidrat, sodyum sitrat
dihidrat, tutti frutti aromasi1 (FM04706), azorubin
(KAR), saf su] bolge eczanesinden satin alinmigtir.

2.2. Standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

1000 mg KAR tartilip 100 mL’ ye deiyonize su ile
seyreltilerek hazirlanan stok c¢6zeltisinden uygun
miktarlarda seyreltmeler yapilarak ¢alisma boyunca
kullanlmistir. % 10’luk (w/v) Brij 58 ¢ozeltisi
hazirlamak i¢in 10 g tartilip 100 mL’ye deiyonize su ile
ultrasonik su banyosunda ¢6ziilerek tamamlanmistir.
Butirol fort surup icerigi geregi yiliksek miktarda
matriks bulundurmaktadir. Bu nedenle surubun 1
mL’si basamakli olarak seyreltilerek matriks etkisinin
azaltilmasi amag¢lanmistir.

2.3. Gelistirilen CPE yontemi

KAR standart ¢6zeltisine yeni gelistirilen ekstraksiyon
yontemi asagidaki gibi uygulanmistir:

o KARstandart ¢ozeltisinden 8 mL alinip agzi kapakl
15 mL’lik santrifiij tiiplerine konuldu. NaH2PO4 ve
NazHPO4 ¢ozeltileri ile pH 7 civarina ayarlandi
(Sekil 1 a).
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e % 10 (w/v) 'luk Brij 58 ¢ozeltisinden 1,5 mL ve
1,0050 + 0,0005 g NazS04 eklendi. Deiyonize su ile
10 mL’ye tamamlandi (Sekil 1 b).

e 60 °C ‘da 10 dk. c¢ozelti bulaniklasana kadar
bekletildi ve tekrar oda sicakligina kadar sogutuldu
(Sekil 1 ¢).

e Faz ayirimini tamamlamak i¢in 4000 rpm’de 5 dk.
santrijlendi.

e Son olarak yiizey aktif maddece zengin faz sulu
fazdan ayrildi. Bu faz 1 mL deiyonize su ile ¢6ziildi
(Sekil 1 d). Bu ¢ozeltinin absorbansi 525 nm dalga
boyunda kére karsi 6l¢lim alindi.

Sekil 1. a- Ornek cozeltisi, b- Brij 58 + NazS0s4 ‘ten
eklendikten sonra, c¢- Inkiibasyon ve santrifiij isleminden
sonra, d- Yiizey aktif madde bakimindan zengin fazin
ayrilmasindan sonra 1 mL su ile ¢6zme.

3. Bulgular

0,05-5,00 pg mL-1 KAR standart ¢ozeltilerinin 525 nm
dalga boyunda maksimum absorbans yaptiklari
gozlenmistir (Sekil 2-I). CPE sonrasinda maksimum
absorbans yapilan dalga boyunda degisiklik
gozlenmemistir (Sekil 2-1I). Bu nedenle ¢alismadaki
Olciimler bu dalga boyunda alinmistir. Yiiksek
hassasiyet ve geri kazanim elde etmek i¢in ortamin
pH’1, Brij 58 ytizdesi, Na2S04 miktari, ortamin sicakligl
ve bekleme siiresi optimize edilmistir.

0.6 -
0.5 A

0.4 -

Abs

0.3 A

0.2 -

0.1 A

1]

400 450 500 550 600
Dalga boyu, nm

Sekil 2. 1,5 pg mL-! KAR standart ¢o6zeltisinin I- CPE
oncesinde ve II- CPE sonrasindaki UV-goriiniir bélge
spektrumu.

3.1. Yanit yiizeyi metodolojisi ile optimizasyon

Optimum ekstraksiyon verimliligi icin belirli
ekstraksiyon parametreleri hem deneysel hem de
teorik olarak optimize edildi. Klasik deneysel
yontemle bulunan analiz kosullar1 merkezi kompozit
tasarim (Central Composite Designs) (CCD) ve Box-
Behnken tasarimi (BBD) Kkullanilarak da optimize
edildi.

3.1.1. Merkezi kompozit tasarim (CCD) ile
optimizasyon

Optimum ayirma kosullarini belirlemek istedigimiz
KAR igin, sec¢ilen bagimsiz parametrelerin sinirlarinin
belirlenmesi gerekir. Oncelikle secilen parametrelerin
deneysel degiskenlerinin taban ve tavan diizeylerinin
belirlenmesi gerekir. Calismada o6l¢iilen, absorbansi
etkiledigini diistindiigiimiiz [26-29] ortamin pH’1, ilave
edilen ytizey aktif madde miktari, eklenen tuz miktari
ve ortamin sicaklif1 parametreleri deneysel degisken
olarak secilmistir. Deneysel degiskenlerin sinirlari
yapilan deneysel optimizasyon verileri dikkate
alinarak belirlenmistir. Bu parametrelere ait sinir
degerleri Tablo 1’ de verilmistir.

Tablo 1. CCD ile KAR ic¢in belirlenen parametrelerin smir
degerleri

Alt Orta Ust

-2 +2
Faktorler smir  seviye  smir
e 4 0 a9
pH 3 5 7 9 11

Brij 58 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Tuz 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50
Sicaklik 40 50 60 70 80

Calismada CPE yontemi igin CCD’nin 4 faktorli
tasarimi 31 farkhi deneyi kullanilmistir. Tasarima
yonelik faktorler CCD teknigine gore yapilan deneyler
ve sonuglar Tablo 2 ve Tablo 3’de verilmistir. Bagimsiz
degiskenler [pH, Brij 58, Tuz (Na2504) ve sicaklik] ile
analitik sinyal (Abs) arasindaki iliski asagida
verilmistir (Denklem 1 ve Sekil 2).

Gergek degerler ile model denklemi (1);

Abs =-2,769 + 0,3275 pH + 0,377 Brij 58 + 2,301 Tuz
+ 0,0182 Sicaklik - 0,02771 pH*pH - 0,2028 Brij
58*Brij 58 - 1,123 Tuz*Tuz - 0,000162
Sicaklik*Sicaklik + 0,0219 pH*Brij 58 + 0,0070 pH*Tuz
+0,000319 pH*Sicaklik + 0,098 Brij 58*Tuz + 0,00108
Brij 58*Sicaklik - 0,00220 Tuz*Sicaklik

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki
uyumu gosteren iliski katsayis1 (R2) degeri 0,8919 ve
diizeltilmis iliski katsayis1 (R2dizeitiimis) 0,7974 olarak
elde edilmistir. Bu sonug elde edilen model denklemin
KAR tayini icin incelenen bagimsiz degiskenlerin
6lclim araliginda ylksek dogrulukta
uygulanabilirligini agiklamaktadir.
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Tablo 2. KAR''n CPE'u icin CCD ile belirlenen tasarim
noktalari ve cevap degerleri

Dene Brij Sicaklik,
No y pH 58] Tuz C) Abs
1 7 1,5 1 60 0,486
2 9 2 1,25 70 0,295
3 11 1,5 1 60 0,095
4 9 1 0,75 50 0,160
5 9 1 0,75 70 0,162
6 9 2 0,75 70 0,270
7 5 1 0,75 70 0,198
8 5 2 1,25 50 0,235
9 7 1,5 1,5 60 0,405
10 9 2 1,25 50 0,293
11 7 2,5 1 60 0,465
12 7 1,5 1 60 0,486
13 7 1,5 1 80 0,482
14 7 1,5 1 60 0,487
15 5 1 1,25 50 0,205
16 5 1 0,75 50 0,203
17 7 1,5 1 60 0,485
18 5 1 1,25 70 0,204
19 7 1,5 1 60 0,486
20 7 0,5 1 60 0,216
21 5 2 1,25 70 0,229
22 5 2 0,75 70 0,215
23 7 1,5 1 40 0,475
24 5 2 0,75 50 0,213
25 3 1,5 1 60 0,105
26 7 1,5 1 60 0,487
27 7 1,5 1 60 0,486
28 9 1 1.25 70 0,145
29 9 2 0,75 50 0,184
30 9 1 1,25 50 0,143
31 7 1,5 0,5 60 0,120

Tablo 3. Absorbans cevap faktorii igin CCD ile tanimlanan
kuadretik modelin ANOVA sonuglari

Kaynak Kareler Ort. F- P-
toplam1  karesi Degeri Degeri
Model 0,559134 0,039938 9,43 0,000
pH 0,000204 0,000204 0,05 0,829
Brij 58 0,042673 0,042673 10,08 0,006
Tuz 0,021241 0,021241 5,02 0,040
Sicaklik 0,000384 0,000384 0,09 0,767
pH? 0,351233 0,351233 82,97 0,000
Brij 582 0,073512 0,073512 17,36 0,001
Tuz?2 0,140931 0,140931 33,29 0,000
Sicaklik? 0,007507 0,007507 1,77 0,202
pH.Brij58  0,007656 0,007656 1,81 0,197
pH.Tuz 0,000196 0,000196 0,05 0,832
pH.Sicakhik  0,000650 0,000650 0,15 0,700
Brij 58.Tuz  0,002401 0,002401 0,57 0,462
Brij 58.S1caklik 0,000462 0,000462 0,11 0,745
Tuz.Sicakhk  0,000484 0,000484 0,11 0,740

Sekil 2. KAR i¢in CCD kullanilarak c¢izilen 3D yiizey
diyagramlari

3.1.2. Box
optimizasyonu

Bhenken tasarnmi1 (BBD) ile

Tasarimda her bir faktoriin etkisi CPE analizi i¢in 4
faktor ile incelenmistir. Bu c¢alismada, en 6nemli
faktorlerin tam degerlerini bulmak i¢in Box Behnken
teknigine gore uygulanan 27 deney seti
olusturulmustur. Faktorlerin incelenen seviyeleri
CCD’daki gibi (A: pH, B: Brij 58 konsantrasyonu, C:
Na2SO+ miktar1 ve D: Ekstraksiyon sicakligi)
belirlenmis ve Tablo 4'de verilmistir. Box-Behnken
teknigine gore yapilan deneyler ve elde edilen yanitlar
Tablo 5 ve Tablo 6'da verilmistir. Bagimsiz
degiskenler (kodlanmis degerler olarak) ve analitik
sinyal (Abs) arasindaki nedensellik iligkisinin
denklemi Denklem 2’de ve yiizey cevap grafikleri Sekil
3’de verilmistir.

Tablo 4. BBD ile KAR ig¢in belirlenen parametrelerin sinir
degerleri

Faktérler Altsimir  Ortaseviye Ustsimr
-1 0 +1
pH 5 7 9
Brij 58 1,0 1,5 2,0
Tuz 0,75 1,00 1,25
Sicaklik 50 60 70

R2=0,8919, RZdgizeltimis= 0,7974
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Tablo 5. KAR'In CPE’u icin BBD ile belirlenen tasarim
noktalari ve cevap degerleri

Dene Brij Sicaklik,
No y pH 58] Tuz °C) Abs
1 7 2 0,75 60 0,234
2 7 1 1 70 0,277
3 9 2 1 60 0,284
4 7 1,5 1,25 50 0,411
5 9 1,5 0,75 60 0,254
6 9 1,5 1 50 0,286
7 9 1 1 60 0,17
8 5 1,5 1 50 0,298
9 7 2 1 50 0,379
10 7 2 1 70 0,382
11 7 1,5 1 60 0,487
12 7 1,5 0,75 50 0,357
13 9 1,5 1,25 60 0,324
14 7 1 0,75 60 0,135
15 9 1,5 1 70 0,287
16 7 1 1,25 60 0,218
17 7 2 1,25 60 0,307
18 5 1 1 60 0,211
19 5 2 1 60 0,239
20 5 1,5 0,75 60 0,291
21 5 1,5 1,25 60 0,292
22 7 1,5 0,75 70 0,362
23 7 1 1 50 0,261
24 7 1,5 1 60 0,486
25 5 1,5 1 70 0,239
26 7 1,5 1,25 70 0,413
27 7 1,5 1 60 0,487

Tablo 6. Absorbans cevap faktorii i¢cin BBD ile tanimlanan
kuadretik modelin ANOVA sonuglari

Kaynak Kareler Ort. F- P-

toplam karesi Degeri Degeri

Model 0,203412 0,014529 8,86 0,000
pH 0,034857 0,008714 531 0,011
Brij 58 0,000102 0,000102 0,06 0,807
Tuz 0,025484 0,025484 15,54 0,002
Sicaklik 0,009185 0,009185 5,60 0,036
pH?2 0,096362 0,096362 58,76 0,000
Brij 582 0,110848 0,110848 67,59 0,000
Tuz? 0,035462 0,035462 21,62 0,001
Sicaklik? 0,007417 0,007417 4,52 0,055
pH.Brij 58 0,001849 0,001849 1,13 0,309
pH.Tuz 0,001190 0,001190 0,73 0,411
pH.Sicakhk ~ 0,000900 0,000900 0,55 0,473
Brij 58.Tuz 0,000025 0,000025 0,02 0,904

Brij 58.S1caklik  0,000042 0,000042 0,03 0,875
Tuz.Sicakhk  0,000002 0,000002 0,00 0,971

RZ = 10,9118, R24iizeltiimis= 0,8089
Gercek degerler ile model denklemi (2);

Abs = -4,67 + 0,360 pH + 1,731 Brij 58 + 2,526 Tuz +
0,0405 Sicaklik - 0,03360 pH*pH - 0,5767 Brij 58*Brij
58 - 1,305 Tuz*Tuz - 0,000373 Sicaklik*Sicaklik +
0,0215 pH*Brij 58 + 0,0345 pH*Tuz + 0,00075
pH*Sicaklik - 0,020 Brij 58*Tuz - 0,00065 Brij
58*Sicaklik - 0,00030 Tuz*Sicaklik

Sekil 3. KAR icin BBD kullanilarak c¢izilen 3D yiizey
diyagramlari

CCD oldugu gibi tahmin edilen veriler ve deneysel
veriler arasindaki uyumu gosteren iligki katsayisi (R?)
degeri 09118 ve diizeltilmis iliski katsayisi
(R24iizeltiimis)  0,8089 olarak elde edilmistir. Bu
tasarimda da elde edilen model denklemin KAR tayini
icin incelenen bagimsiz degiskenlerin  6l¢iim
araliginda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligini
acikladig gorilmiistiir.

3.2. pH'1n etkisi

CPE yo6nteminde, optimizasyon basamaklarindan pH
o6nemli bir basamaktir. Ciinkii sulu faz ile yiizey aktif
madde bakimindan zengin faz arasindaki analitin
dagilma katsayisini etkileyen parametredir. Bu
amagcla, KAR'n ekstraksiyon verimliligi pH 1 ile pH 11
arasinda incelenmistir. Cozeltinin pH'1, hidroklorik
asit ve sodyum hidroksit ilavesi ve bir pH metre
kullanilarak istenilen degerine ayarlanmistir. 525
nm'de KAR absorbansi dlciilmiistiir (Sekil 4). pH 1’den
6'ya kadar once kiiciik bir artis sonrasinda daha
yliksek artarak pH 7'de zirve yapip pH 11’a kadar da
absorbansta diisiis oldugu gozlenmistir. Bu durum,
pH'1n 7 civarinda 6-8 gibi korunmasinin en uygun
oldugunu gostermistir. Bu pH, optimum pH olarak
secilmistir. Bitiin ¢alismalar pH 7 yapilmistir.
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Sekil 4. pH'in optimum sartlarda CPE verimliligine etkisi.
1,5 pg mL-1 KAR.

3.3.Yiizey aktif madde derisiminin etkisi

Bu geri kazanim ve zenginlestirme yonteminde yiizey
aktif madde derisimini optimize etmek; ekstraksiyon
verimini arttirmak icin gerekli olan Onemli
parametrelerinden biridir. Bu nedenle, Brij 58'in
konsantrasyonunun KAR absorbansi lizerindeki etkisi
incelenmistir. Sonuglar Sekil 5'da verilmistir.
Gortlebilecegi gibi, absorbans Brij 58'in % 1,5 (w/v)
'den daha ytliksek derisimlerinde degismemis hatta bir
miktar dismiistiir.

0.6 -
05
0.4

2

203
0.2

0.1 A

0 T T T T ]
0 0.5 1 1.5 2 25
Brij 58 derisimi, (%A/V)
Sekil 5. Brij 58 derisiminin optimum sartlarda CPE
verimliligine etkisi. 1,5 pg mL-1 KAR.

3.4. Tuz derisiminin etkisi

CPE yonteminde bir diger ©6nemli optimizasyon
basamagi, tuz konsantrasyonudur. Clinkii analitin sulu
fazdan ylizey aktif madde bakimindan zengin faza
kiitle transferini arttirmaya yani faz ayrilmasina ve
bulutlanma noktasi sicaklifini azaltmaya yardimci
olur. Bundan dolayi, NaCl, Na2SO4 ve Na2COs gibi farkli
tuzlar denenmis ve ekstraksiyon islemi iizerindeki
etkileri arastirllmistir. Na2S04 disindaki diger tuzlar
kullanildiginda faz ayrimi olmadi veya yiizey aktif
madde bakimindan zengin faz, ayrilmayacak kadar
zayifti. Bu nedenle, KAR'1n absorbans degerini en
ylksek yapan 1,00 g Naz2SO4 miktari, optimum tuz
miktari olarak secildi. Sonuglar, Sekil 6'de verilmistir.

0.6 -

0.5 -

0.4 -

0.3 A

Abs

0.2 -

0.1 -

0 T T 1
0 0.5 1 15
Na,S0, derisimi, (%A/V)
Sekil 6. Na2S04 konsantrasyonunun optimum sartlarda CPE
verimliligine etkisi. 1,5 pg mL-1 KAR.

3.5. Denge sicakliginin ve inkiibasyon siiresinin
etkisi

CPE yonteminde diger iki 6nemli optimizasyon
basamagi, denge sicaklig1 ve inkiibasyon siiresidir. 50-
90 ° C sicaklik araliklari denemeler yapilmistir ve
ekstraksiyon verimliliginin nispeten yiiksek oldugu
sicaklik 60 ° C'de gozlenmistir. 10-40 dakika arasinda
inklibasyon stresi c¢alisilmis ve ekstraksiyon
verimliliginde  herhangi degisim net olarak
gozlenmemistir. Bu nedenle sicakligin reaksiyon
ortamini etkileyebilecegi sicaklik dikkate alinarak 10
dakikalik siire yeterli goriilmiistiir. Bundan sonraki
asamalar, bu kosullar ile gergeklestirilmistir.

3.6. Deneysel ve  teorik
yontemlerinin kargilastirilmasi

optimizasyon

Calismanin amaglarindan biri de, CCD ve BBD teorik
optimizasyon yontemleri ile Kklasik deneysel
optimizasyon islemlerini Kkarsilastirarak calisilan
parametrelerin ne kadar etkili dogru secildigini
belirlemektir. Ayrica, ¢calisma da kullanilan bu teorik
optimizasyonlarin bundan sonraki ¢alismalarda
kullanilabilirligini ortaya koymaktir. Calismadan elde
edilen sonuglar dikkate alindiginda  teorik
optimizasyon li¢ boyutlu yiizey yanit diyagramlarina
gore (Sekil 2 ve 3) elde edilen sonuclarin deneysel
optimizasyon ile son derece uyumlu gilvenilir
sonuclar verdigi goriilmektedir (Tablo 7). BBD
sonuglariin  klasik yontemler ile elde edilen
sonuglarla ¢ok daha yakin ve uyumlu oldugu da fark
edilmektedir.

Tablo 7. Her ii¢ yontem ile elde edilen optimum kosullar

CCD BBD Klasik
Deneysel
pH 7,12 7,06 7
Brij 58, % 1,73 1,58 1,5
Tuz (NazS04), % 1,07 1,04 1
Sicaklik, °C 61,82 59,63 60
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3.7. Analitik performans

Optimal kosullarda ol¢iilen absorbansa karsi artan
KAR konsantrasyonlarinin korelasyon grafikleri elde
edilmistir. Dinamik aralik, KAR i¢in Abs = 0,1842C (ug
mL1) +0,1937 (Rz= 0,9982) denklemiyle 0,05 ve 4,00
pug mL1! arasinda elde edildi. Yontemin hassasiyetini
incelemek icin tekraredilebilirlik (giin i¢i) ve kesinlik
(glinler arast) deneyleri yapimistir.
Tekraredilebilirlik deneyleri i¢cin, numuneler her giin
(1=3), bes kez (n=5) analiz edilerek
degerlendirilmistir. Farkli giinlerde (3gilin) yapilan
deneyler Kkarsilastirildiginda oldukg¢a hassas oldugu
bulunmustur. Standart KAR ¢ozeltisi (2,000 pg mL1)
kullanilmistir. 3 giin yapilan deneyler karsilastirilarak
kesinligin ytlksek hassasiyette oldugu gorilmistiir
(Tablo 8). KAR i¢in gozlenebilme sinir1 (LOD) 0,0018

3.8. Yontemin surup 6rnegine uygulamasi

Bu gelistirilen yontem, KAR'In spektrofotometrik
tayini i¢in bir surup 6rnegine uygulanmistir. Surup
ornegindeki KAR tayini, 'Gelistirilen CPE yéntemi'
boliimiinde belirtildigi gibi gerceklestirilmistir. Geri
kazanim deneyleri, CPE'den once standart KAR
cozeltisi ilavesiyle numunelere standart katma
uygulanarak gercgeklestirilmistir. Standart KAR
cozeltisi eklenmis gercek numune c¢o6zeltilerinden
KAR'!n geri kazanimi1 %98,00 ve %102,67 arasinda
degismistir. Bu, gelistirilen yontemin KAR i¢in CPE
yonteminin uygulanabilirligini géstermektedir (Tablo
9).

Tablo 9. CPE sonrasinda Butirol fort® surup numunesindeki
KAR'in spektrofotometrik tayin sonuglari

ug mL1 olarak hesaplanmistir. LOD'dan da Eklenen KAR +  Bulunan KAR + GS? Geri
anlasilacag gibi, gelistirilen yéntemin diisiik LOD'ye GS* (pgmL1)  ,(%95), (ugmL?!)  kazammP
sahip olmasi ve bu renklendiricinin gesitli gida ve ilag - 0,98 £0,02 -
sektorlerindeki  triinlerinin  eser analizlerinde 0,5 1,49+ 0,05 102,00
kullanilabilir oldugunu gostermistir. 1,0 1,96 + 0,04 98,00
1,5 2,52 10,02 102,67

Tablo 8. KAR'n (2,000 pg mL-1) giin ici ve glinler arasi

a@GS, gliven siniri, (j—i); N=5, bGeri kazanim = G- 100
sonugclarinin kesinligi N c

3
Ci1= Ornek konsantrasyonu, C2= Ornek + Eklenen std

1 Giin 2 Glun 3 Guinler konsantrasyonu, C3=Eklenen std konsantrasyonu
Parametreler (n=5) (n=5) Giin arasi
(n=5) (n=15) 4. Tartisma
Xa 1,994 2,012 2,000 2,002
sb 0,011 0,013 0,010 0,013 Bu c¢alisma, ticari olarak mevcut surup o6rneginden
9% BSS¢ 0,572 0,648 0,500 0,659 KAR ekstraksiyonu igin CPE'nin kullanimini

aciklamaktadir. CPE sonrasi KAR'1n spektrofotometrik
tayininde ilk kez Brij 58 kullanilmistir. Gelistirilen CPE

a X, Abs’lardan hesaplanan miktarlarin ortalamasi, bs,
Standart sapma, <% BSS, Yiizde bagil standart sapma

Tablo 10. Literatiirde bildirilen CPE sonrasinda KAR'1n spektrofotometrik tayini yéntemlerinin mevcut yontem ile karsilastirilmasi

Yiize inkubasyon Santrifij Tayin
ey 4 Inkiibasyon siiresi Seyreltme yi LOD, % Geri
aktif Tuz pH Sicakhig, L N arahg, i Kaynak
. siiresi, (dk) (dk)ve  ¢oziiciisii i (ng mL-1) kazamim
Madde Q) (ng mL-1)
hizi1 (rpm)
Triton X-
NaCl, 0,2
114, » " H2S0q, 10 dk., Etanol, 95,00-
12 mL, mL,N([),Ol 02 M 70 30 3500 rpm 5 mL 0,05-5,00 0,0072 99,00 [3]
0,12 M
Triton X-
100, NaCl, 5 dk, 4000 Su, 92,00-
1,0 mL, 0,75 g 5 60 20 rpm 15 mL 0,05-1,50 0,0150 102,00 [12]
%25
Triton X-
100 NacCl, 2,0 Su, 96,00-
5,0 mL, mL, 1 M 5 76 30 - 5,0 mL 0,02-3,50 0,0170 103,00 [17]
5M
Zefiramine
’ NacCl, 1,0 3 dk., 3500 Su 0,0005- 97,50-
, L N ) ) ) 4 )
Oélggrﬁ" mL, %20 55 25 3 rpm 0,5 mL 0,08 1,50.10 104,20 (18]
THABT, 1 dk,, 1500 97,00-
62 mg - 5,5-6,5 ~25 rpm 0,05-0,20 0,006 102,00 [19]
CTAB
! 10 dk., Kloroform, 95,00-
0,20 mL, - 3,5 - - 3500 rpm 0,1 mL 0,01-1,20 0,003 104,00 [20]
0,2 mM
Tween 20, 96,30-
9 mL, %5,6 ) 2,53 i i ) i i 1,00 98,40 [23]
Brij 58, 1,5 Na2S04, 2 5 dk, 4000 Sy, 98,00-  Mevcut
mL, %10 g 6-8 60 10 rpm 1,0 mL 0,05-4,00 0,0018 102,67 calisma
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tekniginin ¢evre dostu olmasi, duyarliligy, seciciligi,
yuksek ekstraksiyon verimi ve diisik maliyeti gibi
avantajlar1 vardir. Ayrica ¢alismada, deney tasarim
yontemi olana yanit yiizey metodolojisinin (RSM)
optimizasyon modeli olan CCD ve BBD ydntemleri
kullanilarak, KAR'iIn  spektrofotometrik  tayini
oncesinde CPE islemlerinin optimizasyonu incelemis
deneysel verile ile elde edilen sonuglar1 destekledigi
gozlenmistir. Optimizasyon incelemesinde kullanilan
bu iki modelden BBD deneysel veriler ile olan
uyumunun CCD modeline gore biraz daha etkili oldugu
gozlenmistir. Bu yeni KAR tayini yonteminin analitik
performansi, literatiirde bildirilen benzer diger
yontemlerle karsilastirilmistir (Tablo 10). Calismamiz,
zefiraminin kullanildigi literatiir disinda (LOD=1,5. 10"
4 pg mL1) diger calismalara gore hassasiyeti daha
yiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica, zefiraminin
kullanildig1 bu ¢alismada, ¢evre dostu olarak bilen bu
ekstraksiyon yonteminde karbon tetrakloriir gibi
toksik bir ¢o6ziiciiniin organik ekstrat olarak
kullanilmas1 bir dezavantaj olusturmustur. Ayrica
onerilen yontemin geri kazanim degerleri acisindan
bu yontemlere alternatif olabilecegini gostermistir. Bu
yeni gelistirilen yontem, rutin analizlerde kisa stirede
KAR'In hassas tayini i¢in literatiirdeki galismalara
alternatif bir yontem olarak kullanimi diigtiniilebilir.
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