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Bu tez ¢aligmasinda; gida, ¢evre ve saglik gibi farkli alanlarda uygulamalart bulunan grafen oksit
ve tlirevlerinin sivi kromatografisinde sabit faz olarak kullanimu igin grafen oksit, Si-GO ve Si-GO-C18
materyallerinin sentezlenmesi, karakterizasyonlarinin yapilmasi, 3-karoten ve lutein molekiillerinin ayrim
icin metotlarin gelistirilmesi ve bu metotlarin validasyonunun yapilmasi amaglanmustir.

H,SO4 ve H3PO, ile modifiye edilmis Hummers metodu kullanilarak sentezlenen grafen oksit
(GO), daha 6nce aminopropil silika {izerine kimyasal olarak baglanarak Si-GO sabit fazi daha sonra bu
sabit tizerine C18 baglanarak Si-GO-C18 sabit fazi elde edilmistir. Sentezlenen GO, Si-GO ve Si-GO-C18

materyallerinin karakterizasyonlart UV-vis, FTIR, TEM ve SEM analizleri ile yapilmustir.

Yiiksek okside elde edilen GO nano partikiilleri FTIR analizine tabi tutularak grafen okside
hidrofiliklik veren -OH ve -COOH gruplan ile C=C, C=0 ve epoksit (C—O-C) pikleri tespit edilmistir.
GOde bulunan -OH ve -COOH piklerinin bir kisminin azalarak peptit baginin olustugu gozlenmistir.
Ayrica Si-GO-C18 spektrumunda GO iizerine C18 baglanmasini gosteren -CH titresimleri tespit edilmistir.
Elde edilen GO ve sabit fazlarin TEM ve SEM goriintiilerinin de FTIR analizini destekledigi goriilmiistiir.

Elde edilen Si-GO ve Si-GO-C18 sabit fazlarinin her ikisi de farkli kolonlara yiiksek basingta
doldurulmustur. Kolonlar sirasiyla metanol, saf su ve asetonitril ile yikanarak analizlere hazir edilmistir.

Si-GO kolonu iizerinde B-karoten ve lutenin ayrimu i¢in hem izo kritik hem de gradient ayirmalar
yapilmis ve istenen ayrimlarin yapilamadigi goriilmiistiir. Ayrimlari iyilestirmek i¢in kemometrik dizayn
yapilmig ve 21 farkli metot olusturarak ayirma giicii ve tabaka sayilari hesaplanmistir. Kemometrik
tasarimin arzu edilirlik fonksiyonu (D) kullanilarak optimum metot parametreleri IPA mobil faz bilesimi
%25, akis hiz1 1,8 mL/dak ve sicaklik 30°C oldugu belirlenmistir. Optimum parametreleri belirlenen
metodun validasyon calismalart igin % bagil standart sapma, % geri kazamim, LOD, LOQ ve R? degerleri



hesaplannustir. B-karoten ve lutein icin %RSD degerlerinin 3,40 ve 2,76, geri kazanim degerlerinin %90
ve %93, LOD ve LOQ degerlerinin sirasiyla 0,27 ve 0,34 mg/L ile 0,09 ve 0,11 mg/L oldugu bulunmustur.

Si-GO-C18 kolonu kullanilarak metot tespit etme galigmalarinda hem izo kritik hem de gradient
ayirmalar yapilnustir. izo kritik ¢aligmalardan istenen sonug elde edilememis ve gradient ayirmalardan
Metot 6 'nin B-karoten ve lutein ayrimu i¢in uygun oldugu ayirma giicii ve tabaka sayilar1 hesaplanarak tespit
edilmistir. Metodun B-karoten ve lutein i¢in %RSD degerlerinin 0,86 ve 1,09, geri kazanim degerlerinin
%95 ve %80, LOD ve LOQ degerlerinin sirasiyla 0,26 ve 0,27 mg/L ile 0,80 ve 0,82 mg/L oldugu
bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: B-karoten, grafen oksit, kemometri, lutein, sivi kromatografi, silika-grafen
oksit, silika-grafen oksit-C18, validasyon.
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In this thesis study; it was aimed to synthesis and characterization of graphene oxide, Si-GO and
Si-GO-C18 materials, to development of methods for the separation of B-carotene and lutein molecules,
and validate these methods.

Graphene oxide (GO), synthesized using the Hummers method modified with H,SO4 and H3P Oy,
was first chemically bonded to aminopropyl silica to obtain the Si-GO stationary phase, and then the Si-
GO-C18 stationary phase was obtained by bonding C18 to this stationary phase. Characterization of the
synthesized GO, Si-GO and Si-GO-C18 materials was carried out by UV-vis, FTIR, TEM and SEM
analyses.

Highly oxidized GO nanoparticles were subjected to FTIR analysis and -OH and -COOH groups,
which give hydrophilicity to graphene oxide, and C=C, C=0 and epoxide (C—O-C) peaks were detected. It
was observed that some of the -OH and -COOH peaks in GO decreased and the peptide bond was formed.
Additionally, -CH vibrations indicating C18 binding on GO were detected in the Si-GO-C18 spectrum. It
was observed that the TEM and SEM images of the obtained GO and stationary phases also supported the
FTIR analysis.

Both of the obtained Si-GO and Si-GO-C18 stationary phases were filled into different columns
at high pressure. The columns were prepared for analysis by washing with methanol, pure water and
acetonitrile, respectively.

Both isocritical and gradient separations were performed on the Si-GO column to separate [3-
carotene and lutenin, and it was observed that the desired separations could not be achieved. A chemometric
design was made to improve the separations, and the resolution and teoretical plates were calculated by
creating 21 different methods. The optimum method parameters were determined to be IPA mobile phase

composition 25%, flow rate 1.8 mL/min and temperature 30°C by using of the desirability function (D) of

Vi



the chemometric design. The % relative standard deviation, % recovery, LOD, LOQ and R2 values were
calculated for validation studies of the method whose optimum parameters were determined. It was found
that the %RSD, the recovery, LOD and LOQ values were 3.40 and 2.76, 90% and 93%, 0.27 and 0.34 mg/L,
and 0.09 and 0.11 mg/L, respectively.

Both isocritical and gradient separations were performed in method determination studies using
the Si-GO-C18 column. The desired result could not be obtained from isocritical studies, and it was
determined that Method 6 was suitable for the separation of 3-carotene and lutene from gradient separations
by calculating the resolution and teoretical plates. It was found that the %RSD, the recovery, LOD and
LOQ values were 0,86 ve 1,09, 95% and 80%, 0.26 and 0.27 mg/L, and 0.80 and 0.82 mg/L, respectively.

Keywords: B-carotene, graphene oxide, chemometrics, lutein, liquid chromatography, silica-
graphene oxide, silica-graphene oxide-C18, validation.

vii



ONSOZ

Bu ¢alisma, Konya Teknik Universitesi Teknik Bilimler Meslek Yiiksek Okulu
Kimya Teknolojisi Boliimii 6gretim iiyelerinden Prof. Dr. Mustafa TOPKAFA
damsmanliginda tamamlanarak, Konya Teknik Universitesi Lisansiisti Egitim
Enstitiisii’ne Yiiksek Lisans Tezi olarak sunulmustur.

Calisma siirecimin her asamasinda verdigi destekle beni cesaretlendiren, bana 151k
olan, hicbir konuda yardimini, degerli zamanini, bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen,
caligma heyecanina hayranlik duydugum, saygideger danisman hocam Prof. Dr. Mustafa
TOPKAFA'ya tesekkiir eder ve saygilarimi sunarim.

Bu yolculuga ilk adimlarimi atmam i¢in beni tesvik eden, egitim hayatimin her
asamasinda varligini hissettigim, fikirleriyle bana onciiliik eden kiymetli hocam Dog. Dr.
Nihat TELLI’ye tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans siirecimde i1s hayatimi kolaylastiran miidiirim Hacer AYDIN’a
tesekkiir ederim.

Tiim hayatima giizellikler katan, maddi ve manevi destegini esirgemeyen biricik
babam Fevzi GUMUS ve annem Naile GUMUS’e, varliklariyla bana gii¢ veren ablalarim
Nezaket, Nahide ve Giimiis’e, canim abim Seyit Akif AKDENIZ’e, her zaman yanimda
olan yegenlerim Fatma Siimeyye UCAK, Rumeysa Nur APAN, Feyza Giil APAN, Erva
Beyza APAN’a tesekkiir ederim.

Bu siirecte sabrini ve destegini esirgemeyen yol arkadasim, kiymetli esim Salih
SENTURK ’e tesekkiir ederim.

Bu yiiksek lisans tezini biricik oglum, giilen yiiziim Cihangir ilker SENTURK e
atfediyorum.

Bu tez calismasi Konya Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii (BAP) tarafindan 221022061 nolu proje ile desteklenmistir.

Nadide Songiil GUMUS SENTURK
KONY A-2024



ICINDEKILER

L0 3/ D PSSP PPR PR v
ABSTRACT ettt s ettt et et e st e st et et et et e et nnns Vi
ONSOZ ..ot iv
TCINDEKILER.........oooooooeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt Vv
SIMGELER VE KISALTMALAR .........cc.oeoiiiiieieeiecieeee s iesses s sssssssssess s, vii
Lo GIRIS oottt 1
1.1 GABIN oottt 1
L1010 GraAfON o 3
1.1.2 0 GrAfAN oo 3

I T e (0] o To | =1 (o 4
1.1.4  Grafin Ve Grafain ... 5
1.15 Doplanmi§ Grafen ..............cccooiiiiiiiiiiiiieeeeee s 6
LG I €1 - 1 (=] o 0] ] | ARSI 7
1.1.7  Indirgenmis grafen OKSIt ..........ccccooviiiiriissieiiiseieeeees s 8

O Q0] 0110 (0o = RN 9
1.2.1  Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC).................ccccco... 10
1.2.2 HPLC Yonteminde AYIrMA ..........ccccooorininininininenenesesesesenne s 11

1.3 Beta-KarOten ......cooooioieeceee s 12
I U -1 | o SRS 14

2. KAYNAK ARASTIRMASL......coiiiiieiee et 16
2.1  Grafen Oksit ve Tiirevlerinin Kromatografi Uygulamalari ..................... 17
2.2 Beta-Karoten.........coiiiiiiii 18
2.3 LULBIN oo 25

3. MATERYAL METOT ..ottt 30
3.1  Kullanilan Kimyasallar .............cccccoooiiiiiiiiiiiiiie e 30
3.2  Kullanilan Cihazlar ... 31
3.3 Grafen OKSIt €l1UESI: .....ccviieiice e 31
3.4 Grafen Oksit-Silisyum (Si-GO) EIdeSI.......cccccovviriiereirerieiseceeseee e 32
T TS B €1 @ T O K= = o 1] RSO RSRSPR 32
3.6 KarakteriZaSYON ...ttt 32
3.6.1 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopik Analizleri....... 32
3.6.2  Uv-Visible spektrofotometrik analizleri ........c.ccocoovviiiiiiiiiiiicien, 32
3.6.3  Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) analizleri................................ 33
3.6.4  Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizleri................c...ccooernrnen. 33

KTV o] (o] o T 7o ] [o 11 o 4 - VOSSPSR 33
IS B o | IO N g F- 1174 [T o TSRS 33
3.8.1  Si-GO kolonunda yapilan ¢alismalar ...............cccoovveinnennniennees 33
3.8.2 Si-GO-C18 kolonunda yapilan calismalar ..............ccocooeevrieiinncinne. 35



3.8.3  Beta-Karoten TULEIN ANaAliZi........coooeeeeiieeeee e e e eeee e 36

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA .....c.ooovirivomtreeeseeeeeseeeresseerensens 37
4.1  Sabit Faz KarakterizaSyOnU ..........ccccouiiirieinieninsieiniseessiee e 37
411 Grafen OKSIT.....cocooiiiiiiec e 37
4.1.2  Si-GO KaraKteriZaSyONU.........cccccerererieieieie s 40
4.1.3  Si-GO-C18 KaraKterizasyOnU .........ccccccevieiireneneiese s 41

O o | O N o 1 74 [T o S 43
4.2.1  Si-GO kolonunda yapilan calismalar .............ccccococevnviennninncicnneenen, 43
4.2.2  Si-GO-C18 kolonunda yapilan ¢calismalar ..............ccccooveiniiinnnicnnnns 52

5. SONUCLAR VE ONERILER .........c..cocoooiiiiiiiiiseeeeeee e 58
B.  KAYNAKLAR ...ttt 61

Vi



Simgeler

uM
pmol
cmt
D

k’
Kg
L
mg
mm
N
nm
RZ
Rs
RT
Sp2
TF
p

Y
Amax

Kisaltmalar

2D

3D
ACN
BC
CAR
EDA
EDS
EOF
FTIR
G kolonu
GC
GGPP
GLV
GNP
GO
GO@SiO2
Gr
HPLC
iPA
LOD
LOQ

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Mikro molar

: Mikro mol

: Dalga sayisi

. Arzu edilebilirlik fonksiyonu
: Kapasite faktorii

: Kilogram

. Litre

: Miligram

: Milimetre

: Tabaka sayisi

: Nanometre

: Korelasyon katsayisi

: Ayirma giicii katsayisi
: Alikonma zamani

: Karboksil grubu

: Tailing faktorii

: Beta

: Gama

: Maksimum dalga boyu

: Iki boyutlu

: Ug boyutlu

: Asetonitril

: B-Karoten

: Karotenoid

: Elektron-verici-alict

: X-15111 spektrometresi

: Elektroosmotik akis

: Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi
: Grafen kapli kolon

: Gaz kromatografisi
:Geranilgeranil pirofosfat
:Yesil yaprakli sebze

. Altin nanopartikiiller

: Grafen oksit

- Grafen oksit bagl silika
: Grafen

. Yiiksek basingli sivi kromatografisi
: 1zopropil alkol

: Tespit limiti

: Tayin limiti

vii



MIP
NHS

NP
OT-CEC
OT-CLC
rGO
RP-HPLC
RT

SEM
TCC
TEM
TLC
TMS
UV-Vis
VA

: Makrofaj inflamatuar protein
- N-hidroksisuksinimid

: Nanopartikiil

. Acik borulu kilcal elektrokromatografi
. Acik borulu kilcal s1vi kromatografisi
: Indirgenmis grafen oksit

: Ters fazl yiiksek performansli sivi kromatografik
:Alikonma zamani

: Taramali elektron mikroskobu

: Toplam karotenoid igerigi

: Gegirimli elektron mikroskobu

: Ince tabaka kromatografisi

: Trimetilsilan

: Ultra viyole ve goriiniir bolge

: Vitamin A

viii



1. GIRIS

Nanopartikiiller (NP); son 20 yildir boyutlar1 ve fonksiyonel yiizey 6zellikleri
nedeniyle gida, ¢evre ve saglik gibi farkli alanlarda uygulamalari bulunmakta ve 6nemi
giin gectikce artmaktadir. Genel olarak NP'ler, nanomalzemelerin en temel unsurudurlar
ve atomik/molekiiler yapilar arasinda koprii gorevi goriirler. Bugiline kadar, NP lerin
sentezlenmesi i¢in pek ¢cok yontem gelistirilmistir. Bu yontemler ile sentezlenen metal,
metal oksit, tek kristal, yar1 iletken, manyetik, ¢ekirdek-kabuk, karbon ve kompozit
NP'ler, malzemenin tiiriine baglh olarak ila¢ dagitimi, biyosensor, biyo goriintiilleme,
molekiiler etiketleme, gida teknolojisi, tekstil iiretimi, antimikrobiyal kaplama, kuantum
bilgisayar, kuantum lazer, enerji ve ¢evre gibi genis spektrumlu uygulamalar igin
kullanilmaktadirlar (Dhand ve ark., 2015). Bu uygulamalarin yani sira karigimlarda
bulunan tiirlerin ayrilmasi ve saflastirilmasi igin kromatografik yontemlerde sabit faz
olarak kullanimi da bulunmaktadir.

Son yillarda grafen oksit tiirevleri kullanilarak hazirlanan sabit fazlar, farkl
tirlerin ayrilmasinda ve saflastirilmasinda kullanilmaya baslanmustir (Liu ve ark., 2017,
Li ve ark., 2018). Yapilan arastirmalara gore bu sabit fazlarin bitkilerde bulunan bazi
biyoaktif bilesenlerin yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) sistemlerinde
ayrilmasina yonelik ¢alismalar oldukga sinirlidir.

Bu tez calismasinda; sentezlenen grafen oksit, 6ncesinde aminopropil silika
tizerine kimyasal olarak baglanarak Si-GO sabit faz1 daha sonra bu sabit tizerine C18
baglanarak Si-GO-C18 sabit faz1 elde edilmistir. Elde edilen Si-Go ve Si-GO-C18 sabit
fazlar tizerinde farkli fonksiyonel gruplara sahip B-karoten ve luteinin ayrilmasi igin

metotlar gelistirilerek bu metotlarin validasyonlar1 yapilmustir.

1.1 Grafen

Wallace, 1950'lerde grafen (Gr) kavramini 6nermis ve bu tarihten sonra grafenin
elektronik yapisi teorik olarak arastirlmaya baslanmustir (Li ve ark. 2020). Cesitli
nanomalzemeler arasinda gelecek vaat eden, iki boyutlu (2D) ve karbon bazli bir
nanomalzeme olan grafen, en ince ve en giiglii malzemedir. 2004 yilinda ilk olarak
Novoselov ve Geim tarafindan yapiskan bir bantla mekanik eksfoliasyon kullanilarak
izole edilmis ve arastirmacilar 2010 yilinda Nobel Odiilii'nii kazannuslardir (Li ve ark.,
2022).



Grafen, tek bir atomik tabaka kalinligina sahip iki boyutlu bir karbon malzemedir
(Bai ve ark.2020). Altigen yapilarda birbirine baglanmis sp? hibridize karbon
atomlarindan olusan, 10 nm'den daha ince iki boyutlu tabakalardan olusur. Giiniimiizde
grafen, elektronik, havacilik, askeriye, biyotip ve digerleri dahil olmak iizere endiistrinin
her alaninda degerlendirilmektedir. Bu durum fizikokimyasal 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Yiiksek mekanik mukavemete sahip olup ayn1 zamanda elastik, hafif,
termal ve elektriksel olarak iletkendir (Dideikin ve Vul', 2019; Korkmaz ve Kariper,
2020).

Birka¢ katmanli grafen, grafitten pul pul dokiildiigiinden beri malzeme bilimi,
fizik, kimya, biyoloji ve diger alanlarda muazzam bir potansiyel gostermektedir (Geim
ve Kim 2008; Geim 2009; Novoselov ve ark., 2008). Grafenin ortaya ¢ikisi, bir¢ok
benzersiz ve biiyiileyici 6zelliginden dolay1 bilim ve teknolojide heyecan verici yeni
alanlar agmistir (Neto ve ark., 2009; Rao ve ark., 2009). Bu alanlarda; fulleren (2D grafen
katmaninin 0D molekiiliine sarilmasiyla olusturulur), karbon nanotiip (2D grafen
katmaninin 1D nanotiiplere silindirik olarak yuvarlanmasiyla olusturulur), grafit (2D
grafen katmanlar1 3D yapiya istiflenir) gibi yeni tirlerin kesfine neden olmustur
(Sekil.1.1)

Sekil 1.1. (a) grafen tabakasi (2D), (b) fulleren molekiilii (0D), (c¢) karbon nanotiipler (1D) ve (d) grafitin
(3D) kimyasal yapilar1 (Neto ve ark., 2009)

Grafen tirevleri (Banerjee, 2018):
1. Grafon
2. Grafan
3. Florografen

4. Grafin ve grafdin


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/nitrogen-mustard

5. Doplanmig grafen
6. Grafen oksit
7. Indirgenmis grafen oksit

1.1.1 Grafon

2009'da Zhou ve arkadaslari, grafon adin1 verdikleri yar1 hidrojene grafen tiirevini
tahmin etmislerdir. Grafon, %50 hidrojenasyona ve stokiyometri CoH'ye sahip bir grafen
levhadir. Ek olarak, hidrojen atomlar1 karbon levhanin sadece bir tarafindadir ve
hibritlesmis sp? ve sp® karbon atomlarinin bir karistmi ile sonuglanir. Sekil 1.2.'de

gortilebilecegi gibi, grafon zikzak sekline sahiptir (Zhou ve ark., 2009).

A ~

0.24 A
Sekil 1.2. Grafon (A) iistten, (B) hiicre ve (C) yandan goriiniimii (Zhou ve ark, 2009)

1.1.2 Grafan

flk olarak 2003'te Sluiter ve Kawazoe (Sluiter ve Kawazoe, 2003) tarafindan ve
ardindan 2007'de Sofo ve digerleri ( Sofo ve ark., 2007) tarafindan tespit edilen grafan,
her bir karbon atomuna bir hidrojen atomu bagli olarak tamamen hidrojene edilmis bir

grafen tabakasidir. Grafona benzer sekilde, grafan, iki karbon atomu ve iki hidrojen


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3998860/#b2-nsa-7-001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3998860/#b3-nsa-7-001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3998860/#b117-nsa-7-001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3998860/#b117-nsa-7-001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3998860/#b117-nsa-7-001

atomu iceren hidrojene bir grafen tabakasidir (Sahin ve ark., 2010). Sekil 1.3.'te
goriilebilecegi gibi, en dikkate deger fark, grafonun sp? ve sp® hibrit baglarinin karigimi
veya grafenin sp? hibrit yapisinin aksine, grafandaki her bir karbonun tek bir hidrojen
atomuna bagli olmasi ve bunun tam sp? hibridizasyonuyla sonuglanmasidir (Costamagna

ve ark., 2012).

W P -

b HH .;_, Hl— 1.11 A
> Ay HH ?

Sekil 1.3. Bir grafan tabakasinin geometrisi (Peng ve ark., 2013).

1.1.3 Florografen

Son yirmi yilda, florografeni imal etmek i¢in bir¢ok ¢aba sarf edilmistir ( Cheng
ve ark., 2010; Leonveark., 2011; Bon ve ark., 2009; Herraiz ve ark., 2018). 2010 yilinda
Cheng ve ark., grafit ve flor gazinin reaksiyona sokulmasiyla grafen floriiriin sentezini
bildirmistir. CFX'in bant yapisinin ve iletkenliginin florlama veya indirgeme reaksiyonlari
ile tersine gevrilebilecegini gostermislerdir (Cheng ve ark., 2010). Ardindan 2011 yilinda
Jeon ve arkadaslari, grafenin ksenon difloriir ( XeF> ) ile islenmesiyle florografen
tretmigler ve dogrudan kimyasal florlama yontemiyle grafen bazli yari iletkenler
gelistirmenin yolunu agmislardir (Leon ve ark., 2011). Son zamanlarda, florlu grafenin
oda sicakliginda basarili termal pul pul dokiilmesi, biiyiik 6lgekli florografen iiretmenin
miimkiin oldugunu gostermektedir (Herraiz ve ark., 2018). Bulunusundan bugiine
florografen, miikemmel fiziksel ve kimyasal 6zellikleri sebebiyle bilim camiasindan

biiyiik ilgi gérmiistiir. Yapilan birgok ¢alismada florografenin kimyasal agidan ¢ok aktif



oldugunu ve farkli deneysel ortamlarda farkli kimyasal reaksiyonlara girdigi goriilmiistiir.
Oldukga reaktif olan florografen goriintiileme, elektronik, algilama ve enerji gibi farkli

teknolojilerde uygulama alanlar: bulmaktadir (Banerjee, 2018).

Sekil 1.4. ki tabakal1 florografenin iist ve yandan geometrisi (Sivek ve ark., 2012)

1.1.4 Grafin ve Grafdin

Grafin ve grafdin bir karbon allotropudur. Yapisi, sp ve sp? bagh karbon
atomlarindan olusan diizlemsel bir levhadir (Peng ve ark., 2014). Grafin ve grafdinin
yapilart birbirine benzerken aralarindaki fark karbon altigenlerini birbirine baglayan
asetilenik zincir sayisidir. Grafinde bir grafdinde iki asetilenik (di-asetilenik) zincir
bulunur (Sekil 1.5.) (Haley ve ark., 1997; Coluci ve ark., 2003; Malko ve ark., 2012).

Grafin, elmas ve grafit gibi diger karbon bazli malzemeler de dahil olmak iizere
mevcut malzemelerden oldukca farkli olan elektronik yapisi nedeniyle ozellikle ilgi
cekicidir (Malkove ark., 2012). Grafenin en yaygin big¢imi y-grafindir; y-grafin birim

hiicresi, kapal1 bir sekilde diizenlenmis 12 karbon atomundan olusur (Peng ve ark., 2014).
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Sekil 1.5. (a) grafen, ( b) grafin, (¢ ) grafdinin sematik yapilari (Peng ve ark., 2014)

1.1.5 Doplanmis Grafen

Grafenin fiziko-kimyasal 6zelliklerinin kolay manipiile edilmesi sayesinde ¢esitli
alanlarda 6zel uygulamalar igin kimyasal doplanmas: daha ilging bir hale gelmektedir
(Rao ve ark., 2014). Ametaller (N, B, S, P, Se, O, Si, I, vs. gibi) ve metaller (Mn, Fe, Co,
Ni, Al, Ti, Pd, Ru, Rh, Pt, Au, Ag gibi) cesitli uygulamalar i¢in siiperiletkenlik,
ferromanyetizma ve gelismis kimyasal/elektrokimyasal aktivite dahil olmak tizere
oldukca ilging Ozellikler gosteren dopant maddeleri olarak grafene dahil edilmistir
(Giovann ve ark., 2012; Banerjee ver ark., 2018). Bu katk1 maddeleri arasinda ¢ogunlukla
N ve B kullanmilmstir, ¢linkii bu elementler yari iletken cihazlardaki potansiyel
uygulamasini genisletmek icin doplanmis grafende sirastyla n- ve p- tipi yar iletkenlik

verirler (Banerjee ver ark., 2018).



1.1.6 Grafen oksit

GO'nun ilk sentezi genellikle Brodie'ye atfedilir. 1859'da Ingiliz arastirmaci
Benjamin Brodie, esas olarak potasyum klorat (KCIO3) ve oksitleyici dumanli nitrik asit
kullanarak grafit levhalardan olusan bir aragtirma yapmustir (Brodie, 1859). Brodie, temel
analizle elde edilen iriiniin karbon, oksijen ve hidrojenden olustugunu belirlemistir.
Malzemesine atifta bulunmak i¢in "grafik asit" terimini kullanmistir.

Brodie'nin kesfinden sonra, Alman kimyager Staudenmaier, belirli parametreleri
degistirerek Brodie'nin yontemini yeniden iretti. Bu yontem, potasyum kloratin bir
stilfiirik asit, konsantre nitrik asit ve grafit ¢ozeltisi ile yavasca karistirilmasindan olusur.
Karisim sogutulmus bir ortamda bir hafta ¢alkalanir. Bu modifikasyon, grafit levhalarin
oksidasyon oranini artirmistir (Staudenmaier, 1898).

Brodie'nin kesfinden sonraki yillarda, kimyagerler Hummers ve Offeman grafit
oksit sentezlemek amaciyla yeni bir yontem gelistirerek patlama riskini ve reaksiyon
stiresini azaltmiglardir. Siilfiirik asit, potasyum permanganat ve sodyum nitrat karisimi
yaklagik 2 saat 45°C sicaklikta kullanilmistir (Hummers ve Offeman, 1958). Daha yiiksek
oksidasyonu artirmak ve magnezyumu nétrlemek icin hidrojen peroksit (H20.) ilave
edilmistir (Sekil 1.6.).

Hummers tarafindan onerilen sentez yolunu degistiren veya iyilestiren herhangi
bir yontem, "Degistirilmis Hummers" olarak kabul edilir. GO'nun sentez yolu, her
arastirmacinin ihtiyacina gore degistirilebilir. Genel olarak, karbon kaynaginin boyutu ve

sekli GO'yu belirlemektedir (Pendolino ve Armata, 2017).

KMnO,
NaNO,

H,SO,
H,0, Sonication

Graphite

Sekil 1.6. GO hazirlik semas1 (Rhazouani ve ark., 2021)



Grafen oksit (GO), grafitin oksidasyonu ve pul pul dokiilmesinden elde edilen, sp?
hibridize karbonlarin tek katmanl tabakalarim, sp® hibridize karbonlarin bélgelerini ve
oksijenli gruplari igeren iki boyutlu (2D) bir nanomalzemedir (Makharza ve ark., 2013).
GO hidrofiliktir ve hidroksil, karboksil, karbonil, epoksit, fenol, lakton ve kinon gibi
oksijen iceren fonksiyonel gruplari igerirler. Islevsellikleri nedeniyle su ve polar organik
¢oziiciiler i¢inde dagilabilir (Hung ve ark., 2014; Siriviriyanun ve ark., 2015; Lee ve ark.,
2016).

Karboksilik gruplar GO'nun kenarlarinda bulunurken, GO'nun bazal diizleminde
epoksit ve hidroksil gruplari bulunmaktadir. Ayrica GO, 2D diizlemsel yap1, genis ylizey
alani, kolay modifikasyon, kimyasal kararlilik, iyi biyouyumluluk ve yiiksek mekanik
dayanmim gibi miikkemmel ve benzersiz 6zellikler sergiler. Ozellikle GO, m-r istifleme,
kovalent bag, hidrofobik etkilesimler, elektrostatik kuvvetler ve hidrojen bagi yoluyla
cesitli kiiciik molekiiller ve makromolekiillerle (6rnegin ilaglar, proteinler, metaller,
biyomolekiiller ve hiicreler) giiclii bir sekilde etkilesime girebilmektedir (Bellier ve ark.,
2022).

1.1.7 indirgenmis grafen oksit

Indirgenmis grafen oksit, karbon, oksijen ve hidrojen atomlarndan olusan p-tipi
bir yar iletkendir (Drewniak ve ark., 2015; Wu ve ark., 2020). GO'nun kimyasal
indirgenmesi, indirgenmis GO'nun (rGO) hazirlanmasi i¢in en yaygin uygulanan
yontemdir. Susuz hidrazin, hidrazin monohidrat, L-askorbik asit, sodyum borohidrit,
hidrokinon, hus agaci, glikoz, hidroksilamin, pirol, amino asitler, giiglii alkali ¢ozeltiler
ve Ure gibi gesitli kimyasal indirgeyicilerin oksijenli fonksiyonel gruplarin ¢ogunu
uzaklastirdig1, grafendeki sp? karbon baglarim kismen eski haline getirdigi bildirilmistir
(He ve Fang, 2016; Singh ve ark., 2016). Kimyasal reaksiyonlar, ilag salim uygulamalari
icin 6nemli olan iletkenligi, hidrofobikligi ve n-m istifleme etkilesimlerini artirmaktadir.
Tipik olarak, hidrofobik antikanser ilaglar1 ve kii¢iik molekiiller, GO'ya kiyasla m-n
istifleme ve hidrofobik etkilesimler yoluyla rGO yiizeylerine daha verimli bir sekilde
yiiklenebilir. Ek olarak, rGO nano tabakalari, genis ylizey alanlari, yiiksek 151k
adsorpsiyon yetenekleri ve miikemmel fototermal etkileri nedeniyle fototerapi i¢in genis
capta incelenmistir. Bu istisnai 6zellikler nedeniyle, rGO, ¢ok amagli nano tagiyicilar i¢in

umut verici bir malzeme olarak kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Bellier ve ark., 2022).



1.2 Kromatografi

Rus botanikgisi Mikhail Tswett’in 1900 yillarinda bitki pigmentlerinin (klorofil)
ayrilmasi i¢in kullandigi kromatografi; kimya, biyoloji, biyokimya gibi birgok alanda
arastirilan molekiillerin tanimlanmasi ve tayini igin etkili bir yontem olmustur. 1952
yilinda A.J.P. Martin ve R.L.M. Synge, 2002 yilinda J. B. Fenn ve K. Tanaka
kromatografi yontemlerini kullanarak Nobel Bilim Odiilii almislardir. Ilk kromatografi
cihaz1 1965 yilinda Yale Universitesi’nde Csaba Horvath tarafindan gelistirilmistir.

Yunanca kokenli bir kelime olan kromatografi, “renk yazimi” (“chroma” renk,
“graphe” yazi) anlamina gelmektedir (Eser ve Dingel, 2018). Bir karisimin uygun ve ortak
bir ¢oziicii ile igerdigi maddelerin kimyasal ve fiziksel Ozellikleri dogrultusunda
¢ozlinerek ayrilmanin gergeklestigi ayirma islemi kromatografi olarak ifade edilmektedir
(Di Meo ve ark., 2017).

Bir numune igerisinde bulunan maddelerin ayrilarak miktarlarinin tespit edilmesi
kromatografinin asil amacini gostermektedir. Sabit bir faz {izerinden hareketli faz
yardimiyla maddeler farkli hizlarda hareket ettirilir. Coziicti hareketli fazdir ve mobil faz
olarak da ifade edilebilir. Sabit faz; seliiloz kagidi, i¢inde kat1 bir madde bulunduran cam
ya da metal gibi fakli materyallerden olusan kolondur.

Analit bilesenleri mobil faz ile sabit faz arasinda etkilesimde bulunarak, belirli bir
siire boyunca tutulmasi, yavaslatilmasi ve bunun sonucunda uzun sabit fazdan ayrilmasi
durumuna alikonma denir. Bu 6zelligin bir sonucu olarak her bir maddenin kolondan ¢ikis
zamani degismektedir ve alikonma zamani (RT) olarak ifade edilir (Eser ve Dingel,
2018).

Kromatografi teknigi, sabit faza, uygulanan metoda ve hareketli faz tiplerine gore

farkli gruplarda smiflandirilir (VIickova ve ark., 2018).

Sabit Faza Gore | Uygulama Metoda Gore | Hareketli Faza Gore

Kromatografiler Kromatografiler Kromatografiler
Adsorpsiyon Kolon kromatografisi Sivi kromatografisi
kromatografisi e Gaz kromatografisi (GC)

e Yiksek performansl sivi

kromatografisi (HPLC)

Iyon degistirme | Diizlemsel kromatografi Gaz kromatografisi

kromatografisi




Dagilma kromatografisi o Kagit kromatografisi Stiper  kritik akigskan

Boyut eleme (Molekiiler | ¢ Ince tabaka kromatografisi kromatografisi

eleme) kromatografisi (TLC)

1.2.1 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) yontemi, bir karigim igindeki
tirlerin nitel ve nicel tayini, maddelerin saflagtirillmasi ve ayrilmasinda kullanilan bir
yontemdir. Bu teknikte sivi hareketli faz, analitleri yiiksek basingta kolondan
gecirdiginden dolay1r "yiiksek basingli sivi kromatografi" adimi almaktadir. HPLC
yontemi 1960'larda Horvath ve Josef Huber onderliginde gelismis ve ayni yillarin
sonlarinda cihaz ticari olarak piyasada yer almistir (Serin, 2019).

HPLC yontemi diger kromatografi yontemlerine kiyasla bir¢ok avantaja sahiptir.
En 6nemli avantaji, biiyiik molekiil agirligina ve polarite araligina sahip farkli maddeler
ile galigma imkam sunmasidir. Y 6ntemin etkin bir sekilde kullanilmasinin diger nedenleri
arasinda; sicaklik karigisinda duyarli ve dayanikli olmayan ugucu maddelerin de
analizinde kolaylik sunmasidir. Kantitatif analizlerde yiiksek dogruluk, kesinlik ve
duyarlilik gibi 6zelliklerinin yer almasi, yontemin tercih edilmesindeki bir diger nedendir.
Analizlerin hizli ve kolay bir sekilde yapilabilmesi, elde edilen sonuglarin tekrarlanabilir
olmasi, yiiksek ayirma gibi 6zelliklerinin bulunmasi avantajlar1 arasinda yer almaktadir.
Gida, adli kimya, kozmetik, ilag, ¢evre kozmetik gibi farkli alanlardaki kullanim kolaylig
nedeniyle HPLC sistemi en ¢ok tercih edilen tekniklerden biri olmustur (Aktas ve Yavas,
2019).

Bir HPLC sistemi, enjeksiyon blogu, pompa, kolon ve dedektorden olusmaktadir
(Sekil 1.7.) (Cebi, 2018).
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Sekil 1.7.: HPLC analiz yonteminin sematik gosterimi (Serin, 2019)

1.2.2 HPLC Yonteminde Ayirma

HPLC yonteminde sabit faz ile etkilesim sekline, hareketli ve mobil fazin
polaritelerine gore ayirma ve saflastirma islemleri 4 ayr1 sekilde gerceklestirilmektedir:
e Boyut eleme (jel-gegirgenlik ve jel-siizme),
e Dagilma (normal—faz ve ters—faz dagilma),
e Adsorpsiyon ve

e Iyon degistirme kromatografisi (Sekil 1.8.) (Serin, 2019).
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Sekil 1.8. Sivi kromatografi yontemi ve uygulamalarina ait sema (Serin, 2018)

Mol kiitlesi 10000°den kiigiik iyonik analitler igin iyon degistirme kromatografi
yontemleri kullanilirken, daha biiyiik tiirlerin analizlerinde boyut ayirma kromatografisi
kullanilir. Adsorpsiyon kromatografi yontemi, apolar tiirlerin, alifatik hidrokarbonlar ve
kimyasal izomerlerin ayrilmasi gibi analizlerde kullanilmaktadir. Sivi kromatografi
yonteminden en fazla tercih edileni dagilma yontemidir. Bu yontem diisiik molekiil
agirliga sahip olup iyonik olmayan polar tiirlerin ve homolog serilerin analizlerinde ¢ok
fazla kullanilmaktadir. Dagilma kromatografi yontemi, normal faz ve ters faz
kromatografi teknigi olarak iki ayr1 sekilde, sabit fazin ve hareketli fazin polarliklar
dikkate alinarak kullanilmaktadir (Serin, 2018).

1.3 Beta-karoten

Bugiine kadar, dogal kaynaklardan 1204 adet karotenoid (CAR) tanimlanmis olup
bunlar esas olarak 40 karbon zincirlerinden (C40: 1121) olugmaktadir. Bunu C50 (37),
C30 (33) ve C45 (13) takip eder (Yabuzaki, 2017). Basit hidrokarbon CAR'lar, karotenler
(6rnegin, likopen ve a- ve B-karoten) olarak bilinir ve karotenlerin oksijenli tiirevleri,

ksantofiller olarak adlandirilmaktadir (Saini ve ark., 2022). Ksantofillerde, hidroksil (or.
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B-kriptoksantin, lutein ve zeaksantin), karbonil (6r. kapsantin, astaksantin ve
kantaksantin), epoksit (0r. violaksantin, neoksantin ve fukoksantin) veya diger bircok
fonksiyonel grup, CAR'larin ¢esitliligine katkida bulunmaktadir (Saini ve Keum, 2018,
Meléndez-Martinez, 2019). Karotenlerin basit hidrokarbon yapist onlar1 apolar yapar,
oysa ksantofiller polar molekiillerdir. Karotenoidlerin (CAR) ilk kromatografik ayrimi
1906'da gergeklestirilmistir. B-karoten ve likopenin yapilari 1930'da aydinlatilmistir
(Saini ve ark., 2022).

Karotenoidler, bitkilere ve gidalara saridan kirmiziya degisen farkli renkler veren
genis bir dogal pigment grubudur (Namitha ve Negi 2010). B-karoten gidalarda en bol
bulunan karotenoiddir. Havug, balkabagi ve tatlhi patateste fazla miktarda
bulunur.  Gidalardaki  konsantrasyonu  degiskendir ve farkli  faktorlerden
etkilenmektedir. Bunlar arasinda tiirler, olgunlasma derecesi, ¢evresel ve biiyiime
kosullar1, giineslenme sikligi, depolama ve gidanin tabi tutuldugu isleme tiiri
bulunmaktadir (Paiva ve Russell, 1999). Ek olarak, B-karotenin, dogadaki bitki
yapilariyla karsilastirildiginda yaglarda dagildiginda biyoyararliliginin daha fazla oldugu
gosterilmistir (Kiokias ve Gordon, 2004).

B-karoten, A vitamininin Oncilisii olarak gorev yapar (Meléndez-Martinez,
(2019). B-karoten molekiiliin her iki ucunun da halkalar halinde ¢evrildigi bir (C4oHse)
karoten tiirtidiir. En belirgin yapisal 6zelligi, merkezin uzun bir ¢ift bag ve tek bag sistemi
olmasidir. Molekiil, ikisi halka (Rodriguez-Amaya, 2016) lizerinde bulunan 11 konjuge
cift baga sahiptir. Beta-karotenin kimyasal yapist Sekil 1.9.'da gosterilmistir. Simetri
merkezli eslenik c¢ift baglarin yapisi, beta-karoteni olduk¢a hidrofobik yapmaktadir
(Rocha ve ark., 2018). Bu konjuge cift bag sistemi, karotenoidlere renk veren ve onlarin
0zel ozelliklerini ve fonksiyonlarmi veren 15181 emen kromoforu olusturmaktadir (Paiva

ve Russell, 1999; Rodriguez-Amaya, 2016).

\\\\\\\\

Sekil 1.9. Beta-karotenin kimyasal yapist (Chen ve ark., 2021)

Besin agisindan en aktif bilesik olan beta-karoten, gida endiistrisi i¢in ozellikle

caziptir. Ayrica beta-karotenin bir¢ok 6zelligi ve fonksiyonunun insan sagligina faydal
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oldugu onaylanmistir. O atomu i¢ermeyen bir karoten olan [-karoten, esas olarak
bitkilerde bulunan, yagda ¢oziinen ve turuncu-kirmizi renkli dogal bir pigmenttir (Chen
ve ark., 2021).

Insanlar B-karoten'i yalmzca sar1, kirmizi, turuncu sebzelerin ve meyvelerin yani
sira koyu yesil yaprakli sebzelerden veya bunlar yiyen hayvanlarin etinden elde eder
(Moran ve ark., 2018). B-karoten, birgok sebzenin kok, meyve ve yaprak dokularinda
bulunan yiiksek konsantrasyonla insan beslenmesinde en bol bulunan karotenoiddir. Kok
mahsul taze havugta ( Daucus carrota L. ), 3.2 ile 6.1 mg/100 g arasinda degisen
diizeylerle en yiiksek [-karoten konsantrasyonuna sahiptir. Bununla birlikte,
turpgillerden yaprakli sebzeler, havuca esit veya daha yiliksek konsantrasyonlara sahip
olabilir. Oregin taze lahana ve karalahanada 3,8-10,0 mg/100 g arasinda degismektedir
(Kopsell ve Kopsell, 2010).

B-karoten'in A vitaminine donilisiimii ilk kez 1930'da A vitamini eksikligi olan
hayvanlarin B-karoten ile beslendiklerinde sagligina kavustugunu gézlemledikten sonra
Moore tarafindan one siiriilmiistir (Moore, 1930). 1965'te iki arastirma grubu, B-
karotenin sican bagirsagi homojenatlarinin varliginda inkiibe edildiginde boliindiigiinti ve
bu bolinmenin merkezi 15-15' ¢ift bagda meydana geldigini ve iki A vitamini aldehit
(retinal) molekiili verdigini gostermistir. Enzimin bir oksijenaz gibi davrandigi one
stirilmiis ve buna B-karoten 15-15' dioksijenaz (daha sonra B-karoten oksijenaz 1, BCO1
olarak adlandirilmistir) adi verilmistir, ¢linkii bir dioksijenaz reaksiyon mekanizmasi

iceriyor gibi goriinmektedir (Olson ve Hayaishi, 1965; Fidge ve ark., 1969).

1.4 Lutein

Karotenoidler, yapraklarda, meyvelerde ve ¢iceklerde yer alan sar1, turuncu veya
kirmiz1 renkleri veren, dogada en bol bulunan pigment gruplari ve yagda ¢oziinen
antioksidanlardir (Fraser ve Bramley, 2004). Karotenoidler kimyasal yapilarina gore iki
sinifa ayrilir: karotenler ve ksantofiller. Karotenler B-karoten ve likopen gibi
hidrokarbonlarken ksantofiller lutein ve onun stereoizomeri zeaksantin gibi
molekiillerinde oksijen atomlari i¢eren polar bilesiklerdir (Arteni ve ark., 2015).

Luteinin biyokimyas1 ve metabolizmasi son zamanlarda ayrintili olarak gézden
gecirilmistir (Arunkumar ve ark., 2020). Karotenoidler, kafa kafaya bir sekilde birlesen
iki 20 karbonlu oOncii, geranilgeranil pirofosfat (GGPP) tarafindan olusturulan 40

karbonlu bir iskelete sahiptir. Uzun karbon iskeleti, cis veya trans konfigiirasyon gibi
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yapisal gesitliliklere izin veren lineer ve siklik alternatifleri olan konjuge cift baglar
tasitmaktadir. Saf hidrokarbonlardan olusan karotenoidler, karoten adi verilen alt grupta
siniflandirilirken, polien zincirlerinde en az bir O atomu olanlar ksantofil olarak
gruplandirilmaktadir. Lutein, her iki taraftaki terminal iyonon halkalarina baglh iki

hidroksil grubu ile ikinci alt gruba aittir (Sekil 1.10.).

Lutein, (3R,3'R,6'R)-B,e-carotene-3,3'-diol)

Sekil 1.10. Lutein kimyasal yapisi (Nian ve Lo, 2019).

Karotenoidler ¢ogunlukla bitkilerde ve mikroorganizmalarda sentezlenirken
insanda sentezlenmez. Bu nedenle, lutein diyetten alinmalidir (Perry ve ark., 2009).
Bugiline kadar dogada kesfedilen ve karakterize edilen yaklagik 850 tip karotenoid
olmasina ragmen bunlarin ¢ok azi insan dokularinda mevcuttur (Maoka, 2020). Bunlarin
arasinda bulunan lutein insan retinasinda bulunan tek karotenoiddir ( Bone ve ark., 1985).

Memeliler karotenoidleri sentezleyemezler ve bu nedenle gida ile alinmasi
gerekmektedir (Eroglu ve Harrison, 2013). Yutulduktan sonra, lutein ince bagirsagin
mukozasi tarafindan emilir ve silomikronlara baglanir; daha sonra lenf igine salgilanir ve
karacigere ulasir (Parker, 1996). Hepatositlerde lutein, periferik dokulara (Clevidence ve
Bieri,1993, Ribaya-Mercado ve ark., 1995) ozellikle en yiiksek konsantrasyonlarin
gosterildigi  retinaya (Bernstein ve ark. 2016) dagilan lipoproteinlere dahil
edilmektedir. Lutein yagda ¢oziiniir (Castenmiller ve ark., 1999) bu nedenle lipitlerin
diyet igerigi, misellere dahil edilmesi yoluyla lutein emilimine aracilik etmektedir (Unlu
ve ark., 2005) ve birkag diyet faktorii rekabet edebilmektedir. Lif agisindan zengin bir
diyetin karotenoid serum diizeylerini diisiirdiigii (Rock ve Swendseid, 1992, Buscemi ve
ark., 2018) ve aym zamanda lutein emilimini etkiledigi bildirilmistir (Kostic ve ark.,
1992). Demir ve ¢inko igerigi ile protein eksikligi lutein emilimini etkileyebilir (Williams
ve ark., 1998). Tersine mono- ve di-gliseritlerin mevcudiyetinin, 6nemli 6l¢iide artan
lutein plazma seviyeleri tarafindan one siiriildiigi gibi, lutein emilimini pozitif olarak

diizenlemesi muhtemeldir (Chiu ve ark., 2015).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Grafen oksit (GO) agirlikli olarak dogal grafitin kimyasal oksidasyonu yoluyla
sentezlenmektedir (Wazir ve Kundi, 2016; Novoselov ve ark., 2004). 1859'da Brodie ilk
olarak dumanl nitrik asit i¢indeki grafit bulamacina potasyum klorat ekleyerek grafit
oksidi sentezlemistir (Brodie, 1859). Yaklasik 40 yil sonra Staudenmaier, dumanl
HNO:x'lin yaklasik iicte ikisini konsantre H,SOj4 ile degistirerek ve klorati gruplar halinde
besleyerek bu yontemi gelistirmistir (Staudenmaier, 1898). Bu ¢alismalara dayanarak,
Hummers ve Offeman 1958'de, genellikle Hummers yontemi olarak adlandirilan
alternatif bir oksidasyon yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemde, konsantre H,SO4 i¢inde
¢oziinmiis NaNO3z ve KMnOg, grafiti birkag saat iginde grafit okside oksitlemek igin
kullanilmistir. Uygulama kolaylig1 ve kisa siiresi sayesinde, Hummers'in yontemi GO'yu
saglamak i¢in genis ¢apta benimsenmis olsa da zehirli gaz iiretimi (NO2, N2Ojy), artik
nitrat ve diisiik verim vb. dahil olmak iizere cesitli problemler teskil etmektedir. Bu
sorunlar1 ¢6zmek icin ¢esitli modifikasyonlar yapilmistir. Hummers yontemi son 20 yilda
uygulanmistir ve ana stratejiler su sekilde 6zetlenebilir: ilk olarak NaNO3z'in Hummers
yonteminden gelistirilmis bir ¢alismayla dogrudan uzaklastirilmast; ikinci olarak KMnO4
oksidasyonundan dnce bir 6n oksidasyon adiminin eklenmesi (NaNOgz yoklugunda);
NaNOsz yerine KMnOs miktarinin arttirilmasi, dordiinciisi KMnO4'tin KoFeOs ile
degistirilmesi, NaNOs'iin uzaklastirilmast (Yu ve ark. 2016). Ornegin Kovtyukhova ve
arkadaslari; grafit igin Hummers prosediirii uygulanmadan once K2S;0g ve P20s ile
onceden oksitlenmistir. Bu calisma yiiksek diizeyde oksitlenmis GO ile sonuglanmis,
ancak ¢oOzelti aktarimi ve malzeme kurutmayi igeren tiim siire¢ oldukca zaman alici
olmustur. (Kovtyukhova, 1999). Marcano ve arkadaslart NaNO3 yerine hem KMnO4hem
de konsantre H>SOs (1/9 H3zPOas igceren) miktarimi artirarak, gelistirilmis Hummers
yonteminin daha yiiksek verim sagladigini ve sicakligin kolayca kontrol edilebildigini
kesfetmislerdir. (Marcano ve ark., 2010). Son zamanlarda Gao ve arkadaslar1 KMnO4
yerine KyFeOs bazli bir oksidasyon yaklasimi bildirmisler ve oda sicakliginda tek
katmanli1 GO elde etmislerdir (Yu ve ark. 2016; Peng ve ark., 2015).

Grafen oksit (GO), ozellikle son yirmi yilda elektronik cihazlarda, siiper
kapasitorlerde, tuz  giderme  membranlarinda, = kompozit  malzemelerde,
elektrokatalizorlerde, katalizorlerde, gaz sensorlerinde ve genis bir tibbi tedavi

yelpazesinde sayisiz uygulamalari olan kullanish bir malzemedir (Otsuka ve ark., 2024).
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2.1 Grafen Oksit ve Tiirevlerinin Kromatografi Uygulamalari

Qu ve ark. (2012); yaptiklar1 calismada, grafen oksit (GO) nano tabakalari,
birlestirme maddesi olarak 3-aminopropildietoksimetil silan kullanilarak kilcal duvar
izerine immobilize etmistir. Grafen kapli kolon (G kolonu), GO ile degistirmis siitunun
hidrazin indirgenmesiyle tiretmistir. Taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri,
kilcal damar duvarina asilanan GO'nun goriiniir kanitin1 saglamaktadir. Enerji dagitict X-
1511 spektrometresi (EDS), GO'mun kilcal duvar iizerinde yiiksek kapsama alanini
gostermektedir. G@kolonu, 3-9 pH araliinda anottan katoda pH'a bagl bir
elektroosmotik akis (EOF) sergilerken, grafen oksit kapli kolon (GO@kolon) sabit bir
EOF gostermektedir. Hem GO@kolonu hem de G@kolonu, acgik borulu kilcal
elektrokromatografi (OT-CEC) igin degerlendirilmistir. GO@kolonu ayrica agik borulu
kilcal sivi kromatografisi (OT-CLC) i¢in de degerlendirilmistir. Test edilen nétr
analitlerin GO@ kolonunda iyi bir sekilde ayrilmasi, tipik bir ters faz davranisi temelinde
elde edilmistir. Aksine, G@kolonu, grafen ve poliaromatik hidrokarbonlar arasindaki
giiclii m—m istiflenmesi ve hidrofobik etkilesimler nedeniyle zayif ayirma performansi
gostermistir. GO'nun yliksek kapsami, GO@kolonu OT-CLC ayrimi i¢in umut verici hale
getiren kolon fazi oranini iyilestirmistir. Tavuk yumurtas: beyazindaki ovalbiiminin {i¢
glikoizoformu da dahil olmak {izere bilinen baslica proteinlerden besi, fosfat tamponu (5
mM, pH 7.0) ve 20 kV uygulanan voltaj ile GO@ kolonu iizerinde tek bir ¢alismada
tammlanmistir. Calismalardan ¢alismalara, giinden giine ve kolondan kolona
tekrarlanabilirlikler, sirasiyla OT-CEC'deki EOF'nin goreceli standart sapmalarinin
(RSD'ler) ve OT CLC'deki naftalinin alikkonma siiresinin  hesaplanmasiyla
degerlendirilmistir. Bu RSD degerlerinin %3'lin altinda oldugu goriilmiistiir (Qu ve ark.,
2012).

Liang ve ark. (2014); yaptiklar1 ¢calismada, grafen oksit (GO)/silikay1, GO'nun
silika parcaciklari tizerine birlestirilmesiyle iiretmis ve ardindan yliksek performansli sivi
kromatografisi i¢in yeni bir sabit faz hazirlamak tizere GO/silikay1 degistirmek i¢in altin
nanopartikiilleri (GNP'ler) kullanmustir. GO/silika fazi ve GNP/silika fazi ile
karsilastirdiginda, hidrofiliklik, biiyiikk m-elektron sistemleri, hidrofobiklik ve
koordinasyon fonksiyonlarinin yan sira bu yeni sabit fazin, 2D GO'nun sifir boyutlu
GNP/silika'larla kombinasyonu nedeniyle 6zel ayirma performansi sergiledigi de
bulunmustur. Bu sebeple nanokompozitin ¢esitli pratik uygulamalarda kullaniminin

gelecekte daha detayl incelenmesi gerektigi ifade edilmistir (Liang ve ark., 2014).
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Zhang ve ark. (2013); yaptiklar1 ¢alismada, HPLC igin grafen oksit (GO) bagli
sabit fazi, GO tabakalarinin kovalent birlestirme yoluyla aminosilika mikrokiireler
iizerine kaplanmasiyla tiretmistir. Grafen (G) islevsellestirilmis HPLC sabit faz1 daha
sonra, HPLC i¢in sabit faz bileseni olarak grafenin kullanmilmasinin ilk 6rnegi olan GO
bagl silika (GO@SiO2) kompozitinin hidrazinin indirgenmesi yoluyla hazirlamiglardir.
Test edilen notr ve polar bilesiklerin hem GO@SiO2 hem de grafen bagli silika (G@SiOz2)
kolonlar1 iizerinde etkili sekilde ayrilmasi, optimum deney kosullar1 altinda elde
edilmigtir. Ticari C18 kolonu ile karsilastirildiginda GO ve grafen bagli kolonlarin farkli
kromatografik performanslari, benzersiz tutma mekanizmalarina atfedilmistir. GO ve
grafenin poliaromatik iskelesi, n-w istifleme 6zelligi ve hidrofobik etki saglamaktadir ve
nitroaromatik bilesiklerin ayrilmasi i¢in m-mt elektron-verici-alict (EDA) etkilesimi ve
hidroksil ve amino bilesikleri i¢in hidrojen baglanmasi gibi diger tutma mekanizmalari
saglamasi da dikkate alinabilir. Deneysel sonuglar, karisik modlu tutma mekanizmasinin,
C18 kolonuyla karsilastirildiginda benzersiz bir 6zellik olan benzer hidrofobiklige sahip
analitlerin ayrilmasmi kolaylastirabildigini gostermektedir. Ek olarak, G@SiOz,
GO@SiO2'nin aksine aromatik analitlere daha yiiksek afinite gostermektedir ve tutma
mekanizmasi, tipik ters faz davranistyla tutarli degildir. Aromatik bilesiklerin G@SiO»
kolonunda ayrilmasi 6ncelikle n—n istifleme etkilesimine ve daha sonra hidrofobiklige
dayanirken, iki etkilesim GO@SiO2 kolonunda esit paylara sahiptir (Zhang ve ark.,
2013).

2.2 Beta-Karoten

Corone ve ark. (2019); yaptiklar1 ¢calismada B-karotenin insan sagligindaki roliine
odaklanmis ve bu bilesik ve tiirevlerinin adiposit biyolojisini diizenledigi mekanizmalari
vurgulamislardir. Ayrica karotenoid birikiminin fizyolojik 6nemi tartisilmis, karotenoid
parcalayan enzimlerin anlami ve teknik zorluklar ve arastirmacilarin bu biyoaktif
molekiillerle ¢alisirken dikkate almalar1 gereken hususlar vurgulanmistir. Son yillarda
yiiksek kalorili, diisiik besin degeri olan gidalara erisim arttik¢a, obezite siklikla
gozlemlenen bir saglik sorunu haline geldigi ifade etmistir. Meyve ve sebzelerde bulunan
karotenoidler gibi bazi biyoaktif bilesenlerin obezitenin Onlenmesine ve tedavisine
katkida bulunabilecegi gosterilmektedir. Bu karotenoidlerin bazilari, memelilerde
pleiotropik etkileri olan hormon benzeri bir vitamin olan A vitamini iretiminden
sorumludur. Bu etkiler arasinda A vitamini, yag dokusu gelisiminin giiclii bir

diizenleyicisidir ve bu nedenle obezite i¢in 6nemlidir. Ayrica karotenoid birikiminin
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fizyolojik 6nemi tartisilmaktadir. Karotenoid parcalayan enzimlerin anlami ve teknik
zorluklar ve arastirmacilarin bu biyoaktif molekiillerle calisirken dikkate almalari
gereken hususlardir. Karotenoidlerin modern beslenme ve saglikta sahip olduklari genis
islev yelpazesi sayesinde, tip ve farmasotik alanlara uygulanabilirliklerini
degerlendirmek icin obezite gibi metabolik hastaliklara iligkin faydalarm anlamak
gerekmektedir. Hiicre kiiltiirii ve hayvan modellerinde gelistirilen mekanik ¢aligmalar, A
vitamini ve retinoik asidin ana onciisii olan B-karotenin, adipositlerde ve diger dokularda
yag asidi oksidasyonunu tesvik ederek obeziteyi azalttigini gostermektedir. Gozlemsel ve
girisimsel ¢aligmalar bu bulgular1 desteklemekte ve provitamin A karotenoidleri
acgisindan zengin meyve ve sebze tiiketiminin obezite gelisimini Onledigine dair bir
aciklama saglamaktadir. Buradan hareketle, provitamin A karotenoidleri yoniinden
zengin gidalarin tiketimini tesvik eden politika ve stratejilerin uygulanmasinin, obezite
ve ateroskleroz ve diyabet gibi diger metabolik hastaliklarin gelisiminin 6nlenmesine
katkida bulunabilecegi 6n goriilmektedir. Ek olarak, saglik durumunun yeni belirtegleri
olarak retinoik asit ve P-karoten miktarinin klinik uygulamaya dahil edilmesi de
onerilmektedir. Bu yaklasim iki bilesigin diisiik seviyelerinin metabolik hastaliklarin
gelisimi ile sik1 bir sekilde baglantili oldugu fikrini destekleyen klinik ve preklinik

modellerden elde edilen son verilere dayanmaktadir (Corone ve ark., 2019).

Hira ve ark. (2019); ekzojen antioksidanlarin, 6zellikle B-karoten (1.02 ve 2.05
mg/kg)'nin  etkinligini  degerlendirmeyi  amagladiklar1  ¢alismada, farelerde
intraserebroventrikiiler enjekte edilen streptozotosin kaynakli hafiza bozuklugunu
incelemislerdir. Norodejenerasyon igin streptozotosin (3 mg/kg, icv) iki ayr1 dozda
(tedavinin 1. ve 3. giiniinde) uygulanmustir. Protokolde elli Albino fare (erkek)
secilmistir ve segilen antioksidanlarin biligsel gelistirme etkisini arastirmak i¢in bes gruba
ayrilmustir (Grup I - kontrol, Grup 11 - hastalik, Grup III - standart, Grup 1V - V - B-karoten
ile tedavi edilmistir). Biligsel performans, yiikseltilmis art1 labirent, pasif kacinma ve agik
alan paradigmalarinin ardindan gozlemlenmistir. Beyin homojenatlarinda asetilkolin
esteraz, f-amiloid proteini ve glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi
oksidatif stresin biyokimyasal belirtegleri analiz edilmistir. Asetilkolinesteraza (AChE)
karst in silico aktivite, B-karotenin molekiiler modellemesi ile belirlenmistir. 2.05 mg/kg
dozundaki B-karotenin, asetilkolinesteraz aktivitesinin inhibisyonu da dahil olmak tizere
streptozotosin kaynakli davranigsal ve biyokimyasal bozukluklarin zararl etkilerini

azalttig1 bulunmustur. In silico c¢alismalar, B-karotenin asetilkolinesteraz enzimi ile
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baglanma kapasitesini dogrulamistir. B-karoten uygulamasi, anti-oksidatif etkileri,
asetilkolinesterazin inhibisyonu ve amiloid B-protein fragmanlarinin indirgenmesi
yoluyla streptozotosin kaynakl biligsel eksikligi zayiflatmistir. Bu sonuglar, p-karotenin
Alzheimer hastalig1 gibi nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde faydali olabilecegini

diisindiirmektedir (Hira ve ark., 2019).

El-Baz ve ark. (2023); yaptiklar1 ¢alismada PB-karotenin gii¢lii antioksidan
ozellikleri sayesinde, farelerde siklofosfamid (CP) kaynakli akut akciger hasarina (ALI)
kars1 giiglii bir koruyucu etki gosterecegini varsaymaktadir. Farelerde CP kaynakli ALI'ye
kars1 B-karoten takviyesinin etkisinin altinda yatan mekanizmalari incelemislerdir. -
karoteni Scenedesmus obliquus mikroalg n-heksan 6ziinden izole edilmistir ve HPLC
ve 1 H-NMR analizi ile tanimlanmistir. Deneylerde, 40 fare rastgele bes gruba ayrilmis
ve grup 1 (Kontrol): Farelere salin verilmistir. Grup 2 (B-karoten kontrolii): Farelere CP
enjeksiyonu yapilmadan art arda 10 giin boyunca giinde bir kez -karoten (40 mg/kg;
oral) uygulanmistir. Grup 3 (CP): Farelere 200 (mg/kg) CP'lik bir ip enjeksiyonu
verilmistir. Grup 4 ve 5 (CP + B-karoten): Farelere CP enjeksiyonunu takiben on giin
boyunca giinde bir kez B-karoten (20 ve 40 mg/kg; oral) uygulanmistir. Deney sonunda
hayvanlardannlaboratuvar analizi igin akciger Ornekleri toplanmistir. [B-karoten
uygulamasi oral olarak CP'nin neden oldugu ALI'yi ve enflamasyonu azaltmistir. -
karoten 1slak-kuru agirlik oranlarimi (W/D), asagi regiile edilmis IL-17, NF-xB ve
IKBKB'yi 6nemli 6l¢iide azaltmis, TNF-a, COX-2 ve PKC igerigini azaltmis, ve akciger
dokularinda SIRT1 ve PPARy igerigini artirmustir. f-karoten, CP'nin neden oldugu
histopatolojik degisiklikleri 1iyilestirmistir ve CP'ye kiyasla inflamatuar hiicre
infiltrasyonu ve amfizem puanlama sayisini azaltmistir. Sonug olarak, dogal B-karotenin,
farkli enflamatuarla iliskili komplikasyonlar i¢in umut verici bir anti-enflamatuar araci
oldugu sonucuna varilmistir. P-karotenin, farkli immiin ve enflamatuarla iliskili
komplikasyonlar i¢in potansiyel bir anti-enflamatuar ajan oldugu ileri stiriilmistiir (EI-

Baz ve ark., 2023).

Dai ve Row (2019); yaptiklar1 ¢alismada, -karotenin ultrasonik yardimli kati faz
ekstraksiyonunu bildirmektedir. B-karoten, bir¢ok alanda kullanilan ve biiyiik ilgi géren
giiclii antioksidan aktiviteye sahip bir karotenoiddir. Bununla birlikte, bilimsel litaratiirde,
B-karoten ¢ikarmak ic¢in manyetik kitosan biyopolimerlerinin uygun ve cevre dostu
kullanimina dair birkag 6rnek vardir. Havu¢ numunelerindeki B-karoten, HPLC tespiti

oncesinde sentezlenmis manyetik kitosan [-siklodekstrin biyopolimerleri kullamilarak
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ekstre edilmistir. Optimum kosullar altinda havucun B-karoten igerigi 41.06 + 0.02 pg/g
olarak bulunmustur. Manyetik kitosan siklodekstrin biyopolimerlerini kullanan bu yeni
gelistirilen yontem, islemin kolay ve hizli olmasi ve manyetik biyopolimerlerin basit bir
islem kullanilarak uzaklastirilabilmesi nedeniyle sebzelerden karotenoidlerin ultrasonik
yardimli kat1 faz ekstraksiyonu i¢in umut verici bir yontem oldugu bildirilmistir (Dai ve

Row, 2019).

Rodriguez-Rodriguez ve ark. (2020); yaptiklar: ¢alismada, insan digkisindaki ana
diyet karotenoidlerinin tanimlanmast ve miktarinin belirlenmesini
amaglamislardir. Karotenoidler, yaygin olarak kabul edilen saglik yararlar1 olan biyoaktif
bilesiklerdir. Insan diskisindaki miktarimin  belirlenmesi, biyoyararlanimlarini
degerlendirmek igin yararli, invazif olmayan bir yaklagim olabilmektedir. Disk1 ve diyet
alimi, 101 saglikli yetiskinden (45-65 yas) elde edilmistir. Karotenoid konsantrasyonlari,
diskida HPLC ile ve diyet aliminda 3 giinlik gida kayitlari ile belirlenmistir. Diskida
Ol¢iilen karotenoidler (nug/g kuru agirlik, medyan): f-karoten (39,5), likopen (20), lutein
(17,5), fitoen (11,4), zeaksantin (6,3), B-kriptoksantin (4,5), fitofluen (2.9) olmustur. a-
karoten (5.3) ve violaxanthin digski orneklerinin sirasiyla; %75.5'inde ve %7.1'inde
bulunmustur. En yiiksek konsantrasyonlarda bulunan karotenoidler, en fazla tiiketilenlere
karsilik gelmektedir (pg/giin): likopen (13.146), fitoen (2697), P-karoten (1812),
lutein+zeaksantin (1148). Diskidaki ve diyet alimindaki karotenoid konsantrasyonu,
toplam provitamin A olmayan karotenoidler i¢in korelasyon gostermektedir (r=0.302;p =
0,003), fitoen (r = 0,339; p = 0,001), fitofluen (r = 0,279; p = 0,005), likopen (0,223; p =
0,027), lutein+zeaksantin (r = 0,291; p = 0,04) ve B -kriptoksantin (r = 0.323; p =
0.001). Diyet karotenoidlerinin yiiksek bir orani, 6zellikle provitamin A aktivitesine sahip
olanlar ve izomerlerinin bir kismi, kalin bagirsaga ulasir ve bozulmamis formlarmin
diisiik bir biyoyararlanimi oldugunu diisiindiirmektedir (Rodriguez-Rodriguez ve ark.,
2020).

Gea-Botella ve ark. (2021); yaptiklar1 ¢alismada, meyve suyu iiretim siirecinde
olusan iki hurma yan iriini A ve B'nin kullanilmasi1 ve yeniden degerlendirilmesini
amaclamislardir. Meyve suyu ekstraksiyonunu optimize etmek i¢in kabuklarin ve posanin
pektinaz enzimatik isleminden elde edilen yan iiriin B, ozellikle degerli biyoaktif
karotenoidlerin geri kazanilmasi i¢in uygundur. Kullanilan ekstraksiyon ¢oziiciileri ve
¢oziici kombinasyonlart sunlardir: etanol, aseton, etanol/aseton (50:50 v/v) ve
etanol/aseton/heksan (25:25:50 v/v/v). HPLC-DAD analizi, violaxanthin, neoxanthin,

21



antheraxanthin, lutein, zeaxanthin, B-cryptoxanthin 5,6-epoxide, B-cryptoxanthin, o-
karoten ve PB-Karoten olmak iizere toplam dokuz ayri1 karotenoid saptanmistir ve
tammmlanmustir. B-kriptoksantin ve [-karoten, yan iriin B'den elde edilen aseton
ekstraktindaki toplam karotenoid igeriginin (TCC) %49.2'sini ve %13.2'sini temsil
etmektedir. TCC, bu yan iiriinden elde edilen aseton ekstraktinin antioksidan aktivitesine
biiyiik ol¢iide katkida bulunmustur. Trabzon hurmasi kabuklarinin ve posasinin pektinaz
enzimatik islemi ve ardindan karotenoidlerin mutlak aseton ekstraksiyonu, nutrasotik
bilesen olarak kullanilabilecek bu bilesikler a¢isindan zengin bir ekstrakt elde etmek i¢in

etkili bir yontem olabilecegi one siiriilmiistiir (Gea-Botella ve ark., 2021).

Xu ve ark. (2023); yaptiklari ¢calismada, hem aci biberlerde hem de iiriinlerinde
karotenoid belirleme yonteminin daha iyi standardizasyonu ve yaygin uygulamasi i¢in,
ilk kez kapsantin, zeaksantin, lutein, B-kriptoksantin ve B-karoten dahil olmak tizere bes
ana karotenoidin es zamanl tayinini rapor etmektedir. Optimize edilmis ekstraksiyon ve
HPLC yontemi ile act biber ve iriinlerinde metodolojik degerlendirmedeki tiim
parametrelerin referans degerlerle iyi bir stabilite, geri kazanim ve dogruluk uyumu iginde
oldugu bulunmustur; R _kalibrasyon egrileri i¢in katsayilar 0,998'den fazladir ve LOD'lar
ve LOQ'lar sirasiyla 0,020 ila 0,063 ve 0,067 ila 0,209 mg/L arasinda degismistir. Act
biber ve friinlerindeki bes karotenoidin karakterizasyonu, gerekli tiim dogrulama
kriterlerini gegmistir. Yontem dokuz aci biber ve yedi ac1 biber {iriiniinde karotenoid
tayininde uygulanmistir. Sonuglar, genis bir tespit aralig1 ve diistik tespit limiti ile dogru,
kararli, tekrarlanabilir ve hassas olan HPLC-PDA yo6nteminin uygulanmasinin kolay
oldugunu gostermistir. Daha az adim ve dogrudan deneysel ¢oziiciilerle, hem ac1 biber
hem de {iriinlerinde yaygin olarak kullanilan karotenoidlerin niteliksel ve niceliksel

analizi i¢in etkili ve glivenilir bir yontem saglamustir (Xu ve ark., 2023).

Zhuang ve ark. (2022); yaptiklart g¢alismada, HPLC analizi kullanilarak
gastrointestinal sindirim ve emilim sirasinda B-karoten (BC)min biyoyararlanimini
degerlendirmek i¢in yapay olarak simiile edilmis gastrointestinal sindirim ve Caco-2
hiicre emilim modellerini kullanmiglardir. A vitamininin (VA) Onciisii olan BC,
antioksidan aktiviteye sahiptir ancak yagda ¢oziiniir ve diisiik biyoyararlanima sahiptir.
Onceki in vitro antioksidan ve 2,2'-azobis(2-amidinopropan) dihidrokloriir (AAPH)
serbest radikal temizlemeyi degerlendiren tahliller, hem BC hem de VA, radikalleri
temizleme ve hicreleri oksidatif stresten koruma konusunda giiglii bir yetenek

gostermistir.  BC'nin yiiksek emilim ve transfer hizlar1 gbzlemlenmis ve retinol
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metabolitleri (A Vitamini) tespit edilmistir. Bu nedenle BC, HPLC kullanilarak asidik
gastrointestinal ortamda tespit edilebilir. Optimize edilmis yontem, kolonda BC ve

VA'nin daha iyi ayrilmasini saglayarak test sonuglariin dogrulugunu arttirmistir (Zhuang

ve ark., 2022).

Enggi ve ark. (2022); yaptiklari ¢aligsmada, ¢oziiniirligii artirmak ve siirekli salim
davramg1 elde etmek igin B-karotenin yerinde kati dispersiyon ve yiizen jelin bir
kombinasyon yaklagimini igeren bir kuru toz takviyesi gelistirilmistir B-karotenin saglik
yararlarina ragmen, zayif sulu ¢oziinlirliigii ve diisiik oral biyoyararlanimi nedeniyle
aktivitesi engellenmistir. Bu nedenle, bu sorunlarin iistesinden gelmek igin yeni bir
yaklagim gelistirmek ¢ok Onemlidir. Burada, Uluslararasi Harmonizasyon Toplulugu
(ICH) yonergelerine gore [-karoteni Olgmek i¢in  bir HPLC  yontemi
dogrulanmistir. Analitik yontem, geri kazanimda ve in vitro B-karoten belirlemek i¢in
metanol ve A¢ Kalmis Durum Simiile Mide Sivisi (FaSSGF) i¢inde dogrulanmistir. 3,5
um partikiil boyutuna sahip Xselect CSH™ C18 kolonu (Waters, 3,0 x 150 mm) kullanan
basit bir HPLC yontemi, mobil faz olarak %100 asetonitril ile
dogrulanmustir. Kalibrasyon egrilerinin LLOQ degerleri < 3 ng/mL ile dogrusal oldugu
bulunmustur. Daha da 6nemlisi, yontem, tasima etkisi olmadan dogru ve kesindi veriler
sunmustur. Bilesigin igerik analizinde B-karoten konsantrasyonunu belirlemek igin
basariyla uygulanmis ve kati dispersiyon formiilasyonlar1 ile yerinde yiikli yiizen
jelden in vitro ilag salimmim belirlemek i¢in basariyla uygulanmistir. Burada elde edilen
yontemin duyarliligy, ilag dagitim sistemlerinde gesitli uygulamalarda genis bir potansiyel

kullanim alan1 sunmaktadir (Enggi ve ark., 2022).

Jang ve ark. (2023); gesitli islenmis gidalarda B-karoten ve B-apo-8'-karoten
analizleri i¢in saglam ve hizli bir HPLC yontemi gelistirilmislerdir. Analiz yontemi, az
yagli, orta yagli ve yiiksek yagli gida matrisleri i¢in dogrulanmustir. Iki karotenoid, LC—
MS/MS ile tanimlanmistir. Ug gida matrisinde B-karoten ve B-apo-8'-karoten igin tespit
limitleri sirasiyla 0,08—0,27 pg/g ve 0,09-0,18 pg/g’dir. Glinler arasi ve giin i¢i dogruluk
ve kesinlik, Kodeks yonergelerine uygundur. Dogrulanmis yontem, Kore'de elde edilen,
muhtemelen p-karoten ve [-apo-8'-karotenal igceren 57 islenmis gida Ornegine
uygulanmigtir. Numunelerde tespit edilen B-karoten ve [(-apo-8'-karoten seviyeleri,
sirastyla tespit edilmeyen (ND) ile 6,92 pg/g ve ND ile 1,63 pg/g araligindadir. Cikolata
ve peynir Ornekleri sirasiyla en yiiksek [-karoten ve [B-apo-8'-karoten seviyelerine

sahiptir. Ozellikle, etiketli karotenoid katki maddesi icermeyen birka¢ numune B-karoten

23


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/mobile-phase-composition
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/mobile-phase-composition
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/mobile-phase-composition
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/acetonitrile
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/analytical-calibration

icermektedir. Ayrica gelistirilen analitik yontemin, c¢esitli islenmis gida matrisleriyle

uyumlu oldugu bulunmustur (Jang ve ark., 2023).

Natesan ve ark. (2020); yaptiklar1 ¢alismada, gene 6zgii isaretleyici ( crtRB1
3TE) ve HPLC kullanarak Kuzey-Dogu Himalaya bolgesi (NEHR) musir yerel
cesitlerinde crtRB1 gen polimorfizmini ve B-karoten icerigini karakterize etmeyi
amaclamistir. Mikrobesin yetersiz beslenmesi veya gizli aglik, gelismekte olan ve
gelismis iilkelerde biiyiik bir niifusu etkilemektedir. Baslica mikrobesin eksikliklerinden
biri, biiytime geriligi, korliikk ve bulagic1 hastaliklara karsi artan duyarlilik gibi birgok
onemli rahatsizliga neden olan A vitamini eksikligidir. Misir, provitamin A karotenoidleri
icin biiyiik bir dogal varyasyona sahip oldugu gosterilmistir ve provitamin A biyolojik
zenginlestirmesi i¢in umut verici bir mahsuldiir. crtRB1 (  -karoten hidroksilaz 1) geni,
musirdaki  B-karoten igerigini artirmaktan sorumludur. crtRBl'e bagli DNA
isaretgisigeninin daha 6nce tanimlanmis olan B-karoten igerigini artirmada 6nemli bir
etkisi olmustur. Hindistan'da, NEHR musir gesitliliginin merkezidir. Bu bolgeden gelen
yerel misir ¢esitleri iyi agronomik karakterlere sahiptir ve stresli ortamlara iyi adapte
olmustur. Bununla birlikte, NEHR musir yerel ¢esitlerinde crtRB1 geninin ve B-karoten
iceriginin varhigi hakkinda O6nceden bilgi mevcut degildir. crtRBI3'TE isaretleyici
kullanarak 26 yerel misir ¢esidini taranmis isaretgisi ve tim musir yerel ¢esitlerinin ya
olumsuz alele homozigot ya da heterozigot (hem olumlu hem de olumsuz aleller)
oldugunu, ancak higbir yerel tiiriin olumlu alel i¢in homozigot olmadig1 bulunmustur. Ote
yandan, HPLC analizi, heterozigot alel tipi yerel ¢esitlerdeki B-karoten igeriginin 1,36 ila
4,40 pg/g arasinda degistigini, elverissiz homozigot alel tipi yerel tiirlerde ise 0,33 ila
0,94 ng/g arasinda degistigini gostermistir. CAU-M66 ve CAU-M16 yerel cesitlerinin,
incelenen 26 yerel misir ¢esidi arasinda en yiiksek miktarda B-karoten igerigine (4.40 ve
4.26 pg/g) sahip oldugu ve heterozigot durumda crtRB1 uygun aleline sahip oldugu
bulunmustur. Bu, NEHR musir yerel gesitlerinde crtRB1 gen polimorfizmini ve $-karoten
icerigini agiklayan ilk calismadir. Yeni tanimlanan B-karoten bakimindan zengin yerel

musir tiirleri, misirdaki B-karoten igerigini artirmak igin 1slah programlarinda etkili bir

sekilde kullanilabilir (Natesan ve ark., 2020).

Gebregziabher ve ark. (2021); yaptiklar1 ¢alismada lutein, zeaksantin, a-karoten,
B —karoten , B'nin es zamanl tayini igin basit, hizli ve segici bir ters fazli yiiksek
performanshi sivi kromatografik (RP-HPLC) yontemi gelistirmek ve dogrulamak

amaglanmiglardir. Soya fasulyesi, insan saglig1 yararlar ile iliskili karotenoidler dahil
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olmak iizere Dbesleyici biyoaktif Dbilesikler igermektedir.  Karotenoidler
farmasotikler/besin  ilaglari,  kozmetik  ve  bashica  gida  endiistrilerinde
uygulanabilir. Bununla birlikte, soya fasulyesi tohumlari igin karotenoid ve klorofil tespiti
ve Ol¢imi i¢in etkili ve dogru bir yOntem heniiz gelistirilmemis ve
dogrulanmamistir. Hizli ve giivenilir bir analiz yontemine duyulan ihtiya¢ giderek daha
onemli hale gelmistir. 1,50 mL hacimde etanol-aseton (1:1) ¢oziiciiler kullanilarak
ekstrakte edilen soya fasulyesi unu 6rneginde (100,00 mg) kriptoksantin ve klorofil -a ve
—b. Tlging bir sekilde, etkili ayirma teknigi, metil tert-butil eter, 10 mM amonyum asetat
iceren metanol ve bir Czp YMC Karotenoid (250 x 4,6 mm ID, S-5 pm) kolonu
aracihgiyla 0,90 mL ' dk akis hizinda verilen suyun mobil fazlar1 kullanilarak elde
edilmistir. 450 nm'de ayarlanmis bir UV-VIS detektorii ile birlestirilmistir. Dedektor
yaniti, 0.9993-0.9999'luk bir belirleme katsayis1 ( R2 ) ile 0.05-30.00 ug mL ** arasinda
dogrusaldir. Dogrulanmis yontem, saptama limiti (LOD) 0,0051-0,0300 ug mL * ve
niceleme limiti (LOQ) i¢in.0,0155-0,0909 ug mL ! ile duyarhidir. Yontem ve sistem igin
geri kazanim degerleri %83,12—-106,58 arasindayd: ve tekrarlanabilirlik kesinligi sirasiyla
%1,25-4,20 ve %0,15-0,81 arasinda degismektedir. Y dntem, %3,00'den kiiciik bir goreli
standart sapma ile yeterli kesinlik gostermistir. Bu yontemin, diger baklagillerdeki
karotenoidlerin ve klorofillerin profilinin ¢ikarilmast i¢in de gegerli oldugu
bulunmustur. Ozetle, bu yontem, kiiresel olarak insan beslenme taleplerini karsilamak
amaciyla gida endiistrisi ve kaliteli 1slah programlar1 i¢in faydali olan soya fasulyesi ve
diger baklagil tohumlarindaki ana karotenoidlerin ve klorofillerin kalitatif ve kantitatif

tayini i¢in basariyla uygulanmistir (Gebregziabher ve ark., 2021).
2.3 Lutein

Kavalappa ve ark. (2021); lutein agisindan zengin gida takviyelerinin alinmasi
lizerine meme kanseri riskinin azalmasi, luteinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
bliyimeyi inhibe etme potansiyelinin altinda yatan molekiiler mekanizmayi
aragtirmiglardir. Spinacia oleracea'dan saflagtirilmis lutein HPLC ve s1vi kromatografisi-
kiitle spektrometrisi ile tanimlanmaktadir. Hiicre canliligi, suda ¢6ziiniir tetrazolyum-1
deneyi ile Ol¢iilmiistiir. Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri seviyesi, 2',7'-diklorofloresein
tahlili ile incelenmistir. Antioksidan savunma, hiicre canliligi ve apoptoz belirteglerinin
protein ekspresyonu, western blot analizi ile analiz edilmistir. Apoptozun lutein
tarafindan uyarilmasi, 4',6-diamidino-2-fenilindol boyama ve kaspaz-3 aktivite tahlili ile
Olcilmiistiir.  Saflastirilmus  lutein, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin
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yasayabilirligini inhibe etmistir. Luteinin biiylimeyi inhibe edici etkisi, stiperoksit
dismutaz-2 ve heme oksijenaz-1'in baskilanmis protein ekspresyonu ve bunun
transkripsiyon  faktorii niikleer faktér eritroid 2 ile iliskili faktor-2 ile
iligkilendirilmistir. Lutein tedavisi daha sonra hiicre i¢i hiicre hayatta kalma
proteinlerinin, fosforile protein kinaz B'nin, fosforile hiicre dis1 diizenlenmis kinaz 1/2'nin
ve niikleer faktor-kB'nin ekspresyonunu bloke etmistir. Antioksidan savunmanin ve hiicre
canlilig1 belirteglerinin lutein tarafindan baskilanmasi, ayrica yiiksek kaspaz-3 aktivitesi
ve Bcl-2 ve poli-ADP riboz polimerazin asagi regiile edilmis ekspresyonu ile apoptoz
indiiksiyonu ile baglantilidir. Sonuglar, luteinin, kismen antioksidan savunma tepkisine
bagli hiicre hayatta kalma sinyal belirteglerinin modiilasyonu yoluyla hiicre 6liimiinii
aktive eden insan meme kanseri hiicre biiyimesinin etkili bir inhibitorii olarak 6nemli bir
roliinii vurgulamaktadir. Antioksidan savunmanin ve hiicre hayatta kalma belirteclerinin
lutein tarafindan baskilanmasi, ayrica yiiksek kaspaz-3 aktivitesi ve Bcl-2 ve poli-ADP
riboz polimerazin asagi regiile edilmis ekspresyonu ile apoptoz indiiksiyonu ile
baglantilidir. Sonuglar, luteinin, kismen antioksidan savunma tepkisine bagli hiicre
hayatta kalma sinyal belirteclerinin modiilasyonu yoluyla hiicre 6liimiinii aktive eden
insan meme kanseri hiicre biiylimesinin etkili bir inhibitorii olarak 6énemli bir roliinii

vurgulamaktadir. (Kavalappa ve ark., 2021).

Lutein, yesil mikroalglerde sentezlenen dogal olarak giiclii bir antioksidan
karotenoiddir ve farkli insan kronik durumlarim1 6nleme konusunda giiclii bir yetenege
sahiptir. Bugiine kadar, Scenedesmus obliquus'dan izole edilen saf luteinin bagisiklig
uyarici etkisine dair bir rapor bulunmamaktadir. EI-Baz ve ark. (2022); bu nedenle, dogal
luteini S. obliquus'tan izole ederek siklofosfamid kaynakli beyin hasarina karsi bir
immiino-uyarici olarak etkinligini degerlendirmislerdir. Tiim -E-(3R, 3'R, 6'R)-Luteini S.
obliquus'tan prep-HPLC kullanilarak saflastirilmistir ve *H- ve 3C-NMR spektroskopisi
ile karakterize edilmistir. Sicanlar1 rastgele dort deney grubuna smiflandirilmistir:
Kontrol grubuna art arda on giin boyunca lutein dimetil siilfoksit
verilmistir. Siklofosfamid grubuna tek bir intraperitoneal enjeksiyonu Siklofosfamid (200
mg/kg) verilmistir. Lutein gruplari, siklofosfamid dozundan sonraki on giin boyunca
giinde bir kez 50 ve 100 (mg/kg) lutein uygulanmistir. Lutein uygulamasi, beyinde
makrofaj inflamatuar protein2 (MIP2), sitokin kaynakli nétrofil kemoatraktan (CINC) ve
matrix metaloproteinaz 1 (MMP1) igerigini azaltmistir. Ayrica, siklofosfamid grubuna

kiyasla diisiik NLR pirin alan protein 3 (NLRP3) ve dolayisiyla kaspaz-1 igerigi ile iligkili
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interlokin 1 beta (IL-1B) ve interlokin 18 (IL-18)  igerigini
distirmistiir. Histomorfometrik analizde, lutein gruplart (50 ve 100 mg/Kg),
siklofosfamid grubuna kiyasla niikleer piknoz sayilarini sirasiyla %65 ve %69 oraninda
onemli Ol¢iide azalttiklari i¢in hafif histopatolojik degisiklikler gdstermistir. Bu, immiin
belirteglerin modiilasyonu ile azalan noéroinflamasyon, kemokin alimi ve néron
dejenerasyonu yoluyla siklofosfamid kaynakli beyin hasarma karst luteinin
immiinomodiilator rollerini gosteren ilk ¢alismadir. Bu nedenle luteinin, enflamasyonla
iliskili bagisiklik bozukluklarina karsi etkili bir immiinomodiilator olabilecegi ileri

siriilmistiir (EI-Baz ve ark., 2022).

Yesil yaprakli sebzeler (GLV'ler), saglikli beslenme modellerinin temel bir
unsurudur ve énemli bir lutein kaynagidir. Li ve ark. (2021); GLV'ler ile lutein alimi ve
coklu saglik sonuglar1 arasindaki iligkilere dair kanitlar1 agikliga kavusturmak igin bir
inceleme yapmislardir. 29 saglik ciktisi ile toplam 24 meta-analiz, uygunluk kriterlerine
gore belirlenmistir. Doz-yanit analizleri, 100 g/glin basina GLV aliminin, tiim nedenlere
bagli 6liim, koroner kalp hastaligi ve inme riskinde azalma (yaklasik %25) ile iliskili
oldugunu ortaya koymuslardir. GLV aliminin yararh etkileri, kardiyovaskiiler hastalik ve
mesane ve agiz kanseri i¢in bulunmustur. Diyetle lutein alimi yasa bagli makula
dejenerasyonu, yasa bagl katarakt, koroner kalp hastaligi, inme, 6zofagus kanseri,
Hodgkin olmayan lenfoma, metabolik sendrom ve amiyotrofik lateral skleroz ile ters
iliskilidir ( Li ve ark., 2021).

Lutein, daha cekici biyoaktivitesi antioksidan kapasitesi olan ksantofil ailesine ait
bir karotenoid bilesiktir. Spinola ve Diaz-Santos (2020); bu karotenoid esas olarak sebze
ve meyvelerde bulunur ve sar1 renk tonundan sorumlu bir pigment olarak makula luteada
bulunur. Lutein, hayvan dokularinin pigmentasyonunda yaygin olarak bulunmasinin yani
sira onemli bir nutrasotik olarak kabul edilmekte ve gidalarin, ilaglarin ve kozmetiklerin
renklendirilmesinde kullanilmaktadir. Son zamanlarda luteinin yasa bagli makula
dejenerasyonu, katarakt, kalp-damar hastaliklar1 ve bazi kanser tiirlerinin 6nlenmesinde
etkili oldugu bulunmus ve bu nedenle insan saglig1 agisindan biiyiik ilgi gérmiistiir. Su
anda, endistriyel Olgekte bir lutein dretimi i¢in ana kaynak, kadife ¢igegi
oleoresindir. Lutein lireten mikroalglerle ilgili siirekli raporlar, bu organizmalarin uygun
bir alternatif haline gelip gelmeyecegi sorusunu giindeme getirmektedir. Aslinda, birkag
mikroalg tirt, ornegin Scenedesmus almeriensis , Chlorella

zofingiensis veya Muriellopsis sp., kadife ¢icegi ¢esitlerinin gogundan daha yiiksek lutein
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icerigine sahiptir ve m? bazinda kadife ¢igegi mahsullerinden ¢ok daha fazla verim verdigi
gosterilmistir, bu da teknolojinin mevcut durumunda , mikroalgler kadife ¢icegi veya
diger lutein lreticileriyle rekabet edebilmektedir. Luteinin nutrasétik olma potansiyeli ve
mikroalglerden iiretiminin yani sira insan sagligi ile ilgili metabolik fonksiyonlardaki rolii

bu boliimde gozden gegirilmektedir (Spinola ve Diaz-Santos, 2020).

Chen ve ark. (2019); hayvansal kaynakli gidalarda (domuz kasi ve karacigeri,
balik, tavuk ve 6rdek kasi ve yemleri (domuz, tavuk ve 6rdek) karacigeri ve derisi dahil)
tartrazin, lutein, kapsantin, kantaksantin ve f-karoten dahil pigmentlerin es zamanli tayini
icin HPLC yontemi gelistirmistir. Pigmentler gida ve yem endiistrisinde halen yaygin
olarak kullanilmaktadir ve gidalarda bulunmalar1 yan etkileri nedeniyle insan sagligina
zararli olabilmektedir. Lutein, capsanthin, canthaxanthin ve 3-karoten, ultrasonikasyonla
asetonitril-etil asetat ile ekstrakte edilmistir ve tartrazin, suyla ckstrakte edilmistir.
Ardindan n-heksan ile yagdan arindirma ve zayif anyon degistirme kartuslarinda kati faz
ekstraksiyonu ile temizleme yapilmistir. Bes pigmentin miktar tayini, ultraviyole ve
goriiniir spektrofotometre tespiti ile HPLC metoduyla gergeklestirilmistir. Gradyan
eliisyonlu bir C8 kolonu tizerinde kromatografik ayirmalar yapilmistir. Analitlerin
ortalama geri kazanimlar1 %80.4 ile %92.5 arasinda degismektedir. Giin i¢i ve giinler
arast degiskenlik %15,0'in altindadir. HPLC yonteminin, hayvansal kaynakli gida ve
yemlerdeki pigment kalintilarinin rutin olarak belirlenmesi i¢in uygun oldugu ifade

edilmistir (Chen ve ark., 2019).

Wau ve ark. (2022); bugdaydaki karotenoidin ana bileseni olan luteinin HPLC ile
belirlenmesi igin bir yontem olusturmuslardir. Numuneler, aseton ve metanol (aseton :
metanol 7 : 3, v/v, %0.1 BHT w/v) ile ¢oziimlenmistir ve metanol / asetonitril / n-heksan
(7:2:1,v/v/v) kansik ¢ozelti i¢cinde tamamen ¢Oziilmiistiir. Ayirma kolonu olarak
Poroshell 120 EC-C18 kolonu (4,6 mmx 150 mm, 4um), mobil faz olarak asetonitril,
metanol ve n-heksan soliisyonu gradyanl eliisyon ile kullanilmis, akis hizi 1,0 mL-dk -
1 kolon sicaklik 25 °C, enjeksiyon hacmi 50 uL ve algilama dalga uzunlugu 450
nm’dir. Luteinin kiitle konsantrasyonu, 0.5-5.0 pg-mL " araliginda kromatografik tepe
alani ile iyi bir dogrusal iliskiye sahiptir. Korelasyon katsayilarinin tiimii 0,9998'den az
degildir ve tespit limitleri 12 ng-mL ! dir. Orneklemede standart eklemenin geri kazanim
orant %95,50-%97,33 ve belirleme sonuglarinin bagil standart sapmalar1 %1,20-%1,66
(n=5)’dir. Yontem hassas, kesin, hizli, dogru ve etkilidir. Bu ¢alismanin avantajlart

asagidaki maddelerde 6zetlenebilir:
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Bugdayda lutein tayini i¢in kullanilabilir.

Algilama siiresi kisadir.

Lutein igin tespit limiti (LOD) ve 6l¢iim limiti (LOQ) 12 ng'mL -1 ve 42 ng-mL * ‘dir(Wu
ve ark., 2022).

Rahman ve Aeri (2022); li¢ farkli Lactobacillus tiirii ( L. rhamnosus, L. casei spp.
casei ve L. plantrum ) kullanilarak incelenen kati hal fermantasyonu ile C. officinalis
ciceklerindeki lutein igeriginin arttirilmasimi kontrol etmislerdir. Calendula officinalis
Linn, Calendula ¢igeklerinin turuncu ¢esidinde en yiiksek miktarda lutein igermektedir.
Gozii, goz retinasinda UV 1sinlari ile iliskili serbest radikallerden korumaktadir. Ilgili
mikroorganizmalar izole edilmis ve C. officinalis'in taze ve kurutulmus yapraklar:
tizerinde kulucka makinesinde 10 giin mayalanmaya birakilmistir. Fermente edilmis ve
fermente edilmemis ta¢ yapraklar, heksan ekstraksiyon yontemiyle ekstrakte edilmis ve
luteinin varhigi, ters fazli bir C18 kolonu ve asetonitril ve metanolden (40:60) 1.0 ml/dk
akis hizi ve 446 nm'de UV tespiti ile olusan bir mobil faz ile gradyan eliisyonu
kullanilarak HPLC teknigi ile dogrulanmistir. En yiiksek lutein miktar1 (9.92 mg/g),
Lactobacillus rhamnosus ile fermente edilmis kurutulmus portakal ¢esidi Calendula
petallerinde bulunmustur. Bununla birlikte, taze yapraklarimin turuncu ¢esidi,
Lactobacillus plantarum'da en yiiksek konsantrasyonu (40.66 mg/g) gostermistir. Deney
sonuglari, 1 kg taze yapraginin Lactobacillus plantarum tarafindan fermente edilmis %4.0
lutein igerdigi sonucuna ulasilmis ve 1 kg kurutulmus yapragi, fermente edilmemis ve
ticari lutein ile karsilastirildiginda Lactobacillus rhamnosus tarafindan fermente edilmis
%0,99 oraninda lutein igerdigi tespit edilmistir. Fermente olmayan taze ve kurutulmus
portakal cigekleri %1.1 ve %0.4 lutein icerir ve ticari lutein %0.2 icermektedir. Yukarida
belirtilen islem, 6ziitleme i¢in ¢oziicli olarak etanol kullanilarak da gergeklestirilmistir ve
bu tatmin edici bir verim gostermistir. 1 kg taze Calendula ¢icegi, Lactobacillus
plantarum tarafindan fermente edilmis %0.43 lutein igerir ve 1 kg kurutulmus,
Lactobacillus rhamnosus tarafindan fermente edilmis %0.52 lutein igermektedir
(Rahman ve Aeri, 2022).
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3. MATERYAL METOT

3.1 Kullamlan Kimyasallar

Analizlerde kullanilan kimyasal malzemeler ve ¢oziiciiler, Merck, Fluka, Sigma-
Aldrich, Supelco ve Labsan firmalarindan; kromatografik c¢aligmalarda kullanilan
standartlar Sigma-Aldrich firmasindan tedarik edilmistir. Kullanim 6zelliklerine gore
kromatografik veya analitik safliktadir (Cizelge 3.1.). Kromatografik yontemde

kullanilan kolonlarin 6zellikleri Cizelge 3. 2.‘de yer almaktadir.

Cizelge 3.1. Kullanilan Kimyasallar

Grafen Oksit Sentezi Grafen Oksit -Silisyum (Si-GO) Eldesi
Grafit tozu GO
H,SO, Saf Su
HsPO4 Metanol
H,0; EDC (1-etil-3-(3-dimetil aminopropil) karbodiimid hidroklorid)
KMnO4 NHS (N-hidroksisuksinimid)
HCI Aminopropil Silika (~9nm)
Metanol
Si-GO-C18 eldesi B- karoten/ Lutein Analizi
Si-GO Metanol
Toluen Asetonitril (ACN)
Imidazol Izopropil Alkol (IPA)
Metanol (Met) Beta-karoten
Diklorometan Lutein
Aseton Etanol
Klorodimetiloktadesilsilan
Trimetilsilan(TMS)

Cizelge 3.2. Kullanilan Kolonlar
HPLC
Si-GO Kolonu (250x4.6mm)
Si-GO-C18 Kolonu (250x4.6mm)
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3.2 Kullanilan Cihazlar

B- karoten ve lutein ayrimi HPLC cihazinda gergeklestirilmeye ¢alisilmistir. GO,
Si-GO ve Si-GO-C18 eldesi ve fiziksel ve kimyasal karakterizasyon analizleri igin

kullanilan cihazlarin marka ve modelleri Cizelge 3.3.’de yer almaktadir.

Cizelge 3. 3 Kullanilan Cihazlar

Cihaz Marka

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) Agilent 1220 Infinity I
UV-Vis Spektrofotometre Shimadzu UV-1280
FTIR Bruker Vertex 70
TEM Jeol Jem 2100

SEM ZEISS EVO LS10
Etiiv Niive FN 4000
Ultrasonik Banyo Bandelin Sonorex

pH metre Hanna HI 2211
Dijital Manyetik karistiric Isotex

Analitik terazi Radwag

Santrifiij Cihazi Elektro-mag M815 M

3.3 Grafen oksit eldesi:

Grafen oksit, dogal grafitten modifiye edilmis Hummers metodu kullanilarak
hazirlanmigtir (Hummers Jr ve Offeman, 1958). 360:40ml H2SO4:0-H3PO4 karisim bir
behere alinarak tizerine saflastirilmis 3g grafit tozu ilave edilmis ve 1 saat boyunca
kanstirilmistir. Karigim {izerine soguk buz altinda 20 g KMnO4 patlamay1 engellemek
icin yavas yavas eklenmistir (sicaklik 27°C’nin iizerine ¢ikmamaistir). Elde edilen karigim
50°C’de 1 giin kangtinlmigtir. 5 ml %30’luk H20, 500 ml saf suda ¢oziilerek
buzdolabinin buzluk kisminda 1 giin boyunca bekletilmistir. Grafit tozu, H2SO4, H3PO4
ve KMnOg4 karisimi donmus halde olan H,O»-Saf su karisiminin tizerine damla damla
ilave edilmistir. Grafit tozlu karisimin tamamu peroksitli karistmin iizerine ilave
eklendikten sonra 2 ml % 30’luk H20; daha eklenerek karistm 4000 devirde 20 dk
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda elde edilen grafen oksit katis1t dnce 500 ml saf su
daha sonra da 300 ml 1:10 oraninda seyreltilmis, HCI ile yikanmistir. Son olarak karigim
pH’1 saf su ile aynm1 pH’ya gelene kadar suyla birka¢ kez daha yikanmistir. Yikama
sonunda kati karistm 300 ml metanol de yikanarak siiziilmiis ve 110°C’de etiivde
kurutulmustur. Kurutma sonunda kati grafen oksit amberli bir siseye alinarak saklanmigtir
( Marcano ve ark., 2010; Kang ve Shin, 2012; Yu ve ark., 2013).
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3.4 Grafen Oksit-Silisyum (Si-GO) Eldesi

400 mg GO uygun bir behere alinarak 100 ml saf suda dagitilmis ve ultrasonik
banyoda 3 saat boyunca sonike edilmistir. Elde edilen karisima 0,1M EDC ve 0,1M NHC
ihtiva eden ¢6zeltiden 15 ml ilave edilmis ve 1 saat oda sicakliginda karistirilmistir. Elde
edilen bu karisigma 10 g aminopropil silika ilave edilmis ve 24 saat boyunca
karistirilmistir. 24 saat sonunda karisim 15 dk 4000 devirde santrifiijlenerek 3 kez saf su
ve 3 kez metanol ile yikama islemine tabi tutulmustur. Elde edilen kati kistm 105°C’ de

etiivde kurutmaya tabi tutulmustur. (Mejia-Carmona ve Langas, 2020).

3.5 Si-GO-C18 Eldesi:

1 g Si-GO iizerine 250 mL toluen ilave edilerek bir ka¢ dakika karigtirilmigtir.
Karistirma sonunda karisima 400 pL toluende ¢6ziilmiis 5 mg imidazol ve 600 pL
toluende ¢oziilmiis 40 mg ODS ilave edilmistir. Bu karisim, oda sicakliginda 5 saat
karigtirilmistir. Karistirma sonunda, katt madde (Si-GO-C18) 15 dk 4000 devirde
santrifijlenmistir. Elde edilen kat1 sirasiyla toluen, metanol, metanol-su (1:1, v/v) ve
metanol ile yikanmistir. Kat1 son olarak diklorometan ve aseton ile yikandiktan sonra
40°C’ta kurutulmustur. Uglar1 tamamen kapatilmamis olan Si-GO fazinin uglar1 50 pL
TMS ile tamamen kapatilmistir (end-capping) (Mejia-Carmona ve Langas, 2020).

3.6 Karakterizasyon

3.6.1 Fourier Doniisiimlii Kiz1lotesi (FTIR) Spektroskopik Analizleri

FTIR taramalari, Bruker Vertex 70 FT-IR-ATR cihazi ile sentez iiriinlerinin
fonksiyonel gruplarini tayinini tespit etmek icin yapilmistir. ATR-FT-IR cihazinda
numune yada ¢6ziicli olmadan cihazin background ayar1 yapilarak cihaz analize hazir hale
getirilmistir. Analizi gergeklestirilecek numuneler ATR prop {izerine uygun miktarda

eklenmis ve 400-4000 cm? araliginda FTIR taramalari yapilmustir.

3.6.2 Uv-Visible spektrofotometrik analizleri

Shimadzu UV-1280 cihazinda GO sentez maddesinin fonksiyonel gruplarmi
tespit etmek amaciyla spektrum taramasi yapilmistir. Tarama 200-800 nm araliginda

%0.1°lik GO sulu karisimi ile gergeklestirilmistir.
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3.6.3 Geg¢irimli elektron mikroskobu (TEM) analizleri

Kati numunelerin Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) analizleri Jeol Jem 2100

cihazi kullanilarak yapilmis ve goriintiileri degerlendirilmistir.

3.6.4 Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizleri

Kati numunelerin taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri ZEISS marka
(EVO LS 10 model) cihazi kullanilarak yapilmis ve GO, Si-GO ve Si-GO-C18’nin

partikiil boyutlar1 ve goriintiileri degerlendirilmistir.

3.7 Kolon Doldurma

Si-GO ve Si-GO-C18 sabit fazlar1 LabAlliance- Model CP cihaz kullanilarak
250x4,6 mm ebatlardaki paslanmaz ¢elik bos HPLC kolonlarina si1vi doldurma teknigi ile
yiikksek basing altinda (5000 psi) doldurulmustur. 2 g sabit faz 100 mL metanol ile
bulamag haline getirilerek doldurulmustur. Doldurulan kolonlar metanol, su ve asetonitril
¢oziiciileri uzun siire yikanmustir. Caligmalarin yapilacagi siireye kadar doldurulan

kolonlar metanolde saklanmustir.
3.8 HPLC Analizleri

3.8.1 Si-GO kolonunda yapilan ¢ahismalar

Si-GO kolonu ile B-karoten ve lutein ayrimu ig¢in yapilan HPLC 6n deneme
calismalarinda hareketli faz bilesimi ve akis hizi farkli 6 metot kullanilmistir. On
denemelerden elde edilen sonuglar kullamilarak [-karoten ve lutein ayrimi igin
kemometrik dizayn yapilmistir. Yapilan 6n denemelere ait metotlarin parametreleri

Cizelge 3.4. verilmistir.
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Cizelge 3.4. Si-GO kolonu 6n deneme parametreleri

Tzokritik Ayirma
Met- ACN (1:1) IPA AKkis hiza Dalga boyu
(%) (%) (mL/min) (nm)
Metotl 50 50 2 455
Metot 2 60 40 15 455
Gradient Ayirma
Time Met IPA AKkis hizi Dalga boyu
(dk) (%) (%) (mL/min) (nm)
Metot 3 0 100 0 15 455
25 25 75 15 455
Time Met-ACN (50:50) IPA Akis hiza Dalga boyu
(dk) (%) (%) (mL/min) (nm)
Metot 4 0 100 0 15 455
25 25 75 15 455
Time ACN IPA Akis hiza Dalga boyu
(dk) (%) (%) (mL/min) (nm)
M 0 100 0 15 455
25 25 75 15 455
Time Met- ACN (75:25) IPA Akis hiza Dalga boyu
(dk) (%) (%) (mL/min) (nm)
Metot 6 0 100 0 15 455
25 25 75 15 455

Kemometrik tasarimda hareketli faz olarak iki faz kullanilmistir. Birinci hareketli

faz (mobil faz A) metanol ve asetonitril (1:1) karisimiyken ikinci hareketli faz (mobil faz

B) izopropil alkoldiir. Mobil faz A ve mobil faz B karisim oranlar1 kemometrik tasarimda

degistirilmistir. Cizelge 3.5’de mobil faz B (IPA) yiizdesi verilmistir. Metanol ve

asetonitril karstminin orani sabit olup 1:1"dir.
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Cizelge 3.5. Si-GO kolonu design expert tasarim

Run IPA(%) Akis Hizt (mL/min) |  Sicaklik (°C)
1 40 2,07272 28
2 55 14 28
3 55 18 33
4 40 14 28
5 40 14 28
6 55 1 23
7 40 1.4 28
8 40 14 19,591
9 40 14 28
10 25 1 23
11 14,7731 14 28
12 55 1 33
13 40 14 28
14 25 18 33
15 40 14 28
16 65,2269 14 28
17 55 18 23
18 40 0,727283 28
19 25 1 33
20 40 14 36,409
21 40 14 28

3.8.2 Si-GO-C18 kolonunda yapilan ¢calismalar

Si-GO-C18 kolonu ile B-karoten ve lutein ayrimi igin yapilan HPLC ¢alismalarinda
hareketli faz bilesimi ve akis hizi farkli hem izokritik hem de gradient metotlar

gelistirilerek denemeler yapilmistir. Gergeklestirilen izokritik ve gradient kromatografik

metotlara ait parametreler Cizelge 3.6 verilmistir.

Cizelge 3.6 Izokritik ve gradient metot parametreleri

Izokritik Aytrma

Met ACN Akis hiz Dalga boyu
(%) (%) (mL/min) (nm)
Metot 1 100 0 1,25 455
Metot 2 50 50 1.25 455
Metot 3 60 40 1.25 455
Metot 4 40 60 1,25 455
Metot 5 25 75 1,25 455

Gradient Aywrma

Time Met ACN Akis hiz Dalga boyu
Metot 6 (dk) (%) (%) (mL/min) (nm)
0 100 0 1,25 455
15 0 100 1.25 455
25 0 100 1.25 455

Time Met ACN Akis hizi Dalga boyu
Metot 7 (dk) (%) (%) (mL/min) (nm)
0 100 0 1,25 455
5 100 0 1.25 455
15 0 100 1.25 455
25 0 100 1.25 455
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3.8.3 Beta-karoten lutein analizi

Gercek numune analizleri i¢cin 50 gr domates ve havug kabuklari soyulup
rendelenerek hazirlanmustir. Uzerine 50 mL hexan, 25 mL aseton, 25 mL etenol eklenip
karistirilmistir. Posalarindan ayrilan ¢ozelti, siizme islemi yapilarak ayirma hunisine
eklenmis ve tizerine 15 mL etanol ilave edilmistir. Ayirma hunisinde olusan faz farki
sayesinde alt faz ve tist faz ayrilip tiiplere konularak folyo ile sarilmistir. Elde edilen bu
numuneler kullanilarak domates ve havugta bulunan (3-karoten ve lutein hem Si-GO hem

de Si-GO-C18 kolonlarinda ayrilarak miktarlar: tayin edilmistir (Barba ve ark., 2006).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1 Sabit Faz Karakterizasyonu

41.1 Grafen oksit

4111 FTIR analizleri

Modifiye Hummers metodu kullanilarak elde edilen GO i¢in elde edilen FTIR
spektrumu Sekil 4.1.’de yer almaktadir. Spektrum incelendiginde molekiilde bulunan
farkli fonksiyonel gruplara ait titresim frekans pikleri goriilmektedir. GO molekiiliinde
bulunan ve hidrofiliklik veren -OH gruplarina ait genis pik 3000-3500 cm™? arasinda
gozlemlenmistir. 1616 cm™ goriilen pik diizlem igi sp? hibriti C=C grubuna aitken COOH
ve C=0 gruplarimin gerilme titresimleri 1730 cm™'de pik vermistir. Ayrica epoksit (C—
O-C) pikleri 1222 ve 1320 cm™*'de goriilmiistiir. CH2'nin 2797 cm'deki absorpsiyon piki
CH2nin gerilme titresimi olarak degerlendirilmistir. Yapidaki ¢esitli oksijen
konfigiirasyonlar1 arasinda epoksit (C—O-C), karboksil (COOH), karbonil tiirler (C=0)
ve hidroksil (OH) fonksiyonel gruplarinin oksitlendigini agik bir sekilde gostermektedir
(Guo ve ark, 2009; ; Shahriary ve Athawale, 2014; Ramezanzadeh ve ark., 2016 Cinar,
2023).
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Sekil 4.1. GO FTIR analizi
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4.1.1.2 Uv-Visible spektrofotometrik analizler

GO'in suda dagiltilarak elde edilen karisima ait Uv-Visible spektrum Sekil 4.2de
verilmistir. Spektrum incelendiginde 230 nm'de goriilen pik m-n* gegisine aittir. Bu
aromatik C=C baglarina atfedilmektedir. Ayrica 300 nm'deki kiigiik omuz da n-n*
gecisini gostermektedir ve C=0 baglarina atfedilmektedir. Hem 230 nm"deki hem de 300
nm deki pikler yapmnin fazlaca oksidasyona ugratildigi ve iki boyutlu diizlemde aromatik
halkalarin konjugasyonlu bir GO molekiilii elde edildigini gostermektedir (Marcano ve
ark., 2010; Shahriary ve Athawale, 2014: Cinar, 2023).
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Sekil 4.2. GO Uv-Visible analizi (Cinar, 2023)

4.1.1.3 TEM analizleri

Sentezlenen grafen oksitin morfolojik 6zelliklerine iliskin yilizey ¢alismalar1 Sekil
4.3.°de gosterildigi gibi TEM mikrografi ile incelenmistir. Malzemenin toz halinde
tiretilmesi nedeniyle numunelerin birden fazla katmana sahip oldugu goriintiilerde net bir
sekilde goriilmektedir. TEM goriintiisii, malzemenin yiiksek enerji 1sm1 altinda stabil
olmadigim gosteren yar1 seffaf bir sekilde ortaya ¢ikmustir. Grafen oksitin morfolojisi;
kalin diiz pul tabakalar, piiriizlii ylizey, burusmamis ve diizensiz parcacik boyutuna sahip
bir sekildedir. Diizensiz ve kirisiksiz yapi, oksijen atomlarindan ve oksidasyon islemi
sirasinda yiiksek derecede pul pul dokiilmesinden kaynaklanmaktadir (Aziz ve ark., 2014;
Cmar 2023).
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Sekil 4.3. GO TEM analizi

4.1.1.4 SEM analizleri

Sentezlenen GO’¢ ait SEM goriintiisti Sekil 4.4.’de verilmistir. SEM goriintiileri
GO'nun belirgin bir sekilde agrege oldugu, ince ve oldukea iist iiste binen tabakalardan
olusan diizensiz bir kati oldugunu ortaya cikarmistir. GO'nun burusuk ve katmanlh
yapilari, oksijen igeren fonksiyonel gruplar arasindaki etkilesimlerden dolayi ortaya
cikmaktadir. Filmler zaman zaman katlanmis veya siireklidir ve biikiilmiis ve kirigmis
alanlar, bireysel tabakalarin kenarlar1 ayirt edilmektedir (Shahriary ve Athawale, 2014).
Ayrica GO ait SEM ve TEM goriintiileri birbirini desteklemektedir.

EHT=1500kV Signal A = SE1 N @ = SE1 1
@ Wh=115mm |Frobe= 1o0pa 20 SOOKX o p 4 @' TG wo-1i5mm IProbe= 100pA —

Sekil 4.4. GO SEM analizi
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4.1.2 Si-GO karakterizasyonu

4.1.2.1 FTIR analizleri

FTIR analizinden elde edilen spektrum Sekil 4.5.°‘de verilmistir. Spektrumlar
incelendiginde Si-GO ait gerilme tiresimleri 1050 cm™ civarinda biiyiik bir pik vermistir.
GO spektrumunda bulunan 1730 cm™'deki -COOH ve C=0 gruplarinin gerilme
titresimleri ile 1222 ve 1320 cm™'deki epoksit (C-O-C) piklerinin bir kismu Si-GO
spektrumunda goriilmemektedir. Bunun yam sira APS spektrumunda bulunan 3652 cm-
deki NH; piki de Si-GO spektrumunda bulunmamaktadir. Hem GO hem de APS'de
bulunan bu piklerin kaybolup Si-GO spektrumunda bulunan 1124 cm'te pikin Si-O-C
olusumu ve 1540 ile1624 cm piklerinin -COOH ve -NH: gruplarinin reaksiyonu sonucu

olusan peptit bagina ait oldugu diisiiniilmektedir (Ramezanzadeh ve ark, 2016).
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Sekil 4.5. Si-GO FTIR analizi

4.1.2.2 TEM analizleri

Yapilan TEM analizine ait goriintiiler Sekil 4.6. ‘de yer almaktadir. TEM
goriintiileri incelendiginde saf APS deki silika yiizeyi tizerine immobilize edilen GO'in
iki boyutlu levhalarinin heterojen bir sekilde piiriizlii ve burusuk bir bi¢imde kaplandig:

anlasilmaktadir.
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Sekil 4.6. Si-GO TEM analizi

4.1.2.3 SEM analizleri

APS ve Si-GO ait yapilan SEM analizinin goriintiileri Sekil 4.7.°‘de yer
almaktadir. Saf APS partikiilleri ile GO ile kaplanmis partikiillerin goriintiileri
incelendiginde, GO molekiillerinin tiim APS partikiilleri iizerine kimyasal bag ile
immobilize edildigi net bir sekilde goriilmektedir. Hem TEM hem de SEM goriintiileri

immobilizasyonun gergeklestigini dogrulamaktadirlar.

EHT=1500kV  Signal A= SE1 . EHT= 1500V Signal A = SE1 Vag= 100Kx [o°Hm 3
WD =120mm | Probe= 100 pA — @ WD=120mm |Probe= 100pA 0 ——

Sekil 4.7. a) APS b) Si-GO SEM gorintiileri

4.1.3 Si-GO-C18 karakterizasyonu

4.1.3.1 FTIR analizleri
FTIR analizinden elde edilen spektrum Sekil 4.8.°da verilmistir. FTIR
spektrumlar1 incelendiginde 799 cm™'de Si-H biikiilmesine, 1050 cm'de Si-O
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gerilmesine ve 3260 cm''de O-H gerilmesine karsilik gelen karakteristik bantlar
gozlenmistir. Amit gruplarinin karbonil gerilme karakteristigine karsilik gelen 1630 cm™
I'de dogrulayici bir bant ile bu Si'den gelen amin grubu ile GO tabakalarinin karboksil
grubu arasinda bir peptit baginin olustugunu gostermektedir. Si-GO-C18 spektrumunda
2917 cm ve 2849 cm'deki iki dar bandin gériiniimii, metilen (—~CHz—) gruplarinin
asimetrik CH uzantilarina atfedilir. Bu, C18'in Si-GO pargaciklarina baglanmasinin

meydana geldigini gosterir (Mejia-Carmona ve Langas, 2020).
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Sekil 4.8. Si-GO-C18 FTIR analizi

4.1.3.2 SEM analizleri

APS, Si-GO ve Si-GO-C18'e ait yapilan SEM goriintiileri Sekil 4.9.°de yer
almaktadir. Saf APS, GO ile kaplanmis Si-GO ve Si-GO-C18 partikiillerin goriintiileri
incelendiginde, C18 molekiillerinin S-GO partikiilleri iizerine baglandig1 net bir sekilde

goriilmektedir.
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Sekil 4.9. a) APS b) Si-GO c) Si-GO-C18 SEM griintiileri

4.2 HPLC Analizleri

4.2.1 Si-GO kolonunda yapilan ¢cahismalar

Si-GO kolonu ile yapilan 6n calismalarda 6 ayri metot kullanilmis ve bu
metotlarin kromatografik verim hesaplamalarina ait sonuglar Cizelge 4.1.°de, bu

metotlara ait baz1 kromatogramlar Sekil 4.10.”de yer almaktadir.

Cizelge 4.1. Si-GO kolonu analiz metotlar1 kromatografik verim sonuglari

k' Rs N-A N-B N-ORT TF-A TF-B
Metotl 0,86 0,61 34,20 34,29 34,245 1,42 3,84
Metot2 0,69 1,12 93,06 74,51 83,785 1,74 1,61
Metot3 3,33 1,25 72,45 112,70 92,575 1,36 1,57
Metot4 1,62 1,14 92,72 102,33 97,525 1,41 1,27
Metot5 3,26 0,42 396,11 135,843 | 265,9765 0,63 3,13
Metot6 2,27 1,61 101,25 115,43 108,34 1,73 2,21
/’/\\ Metot 1
B / \,
x//‘ \\\\
/S ‘ ——
Metot 2
Metot 4
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Metot 6

Sekil 4.10. Si-GO kolonu 6n ¢aligma metotlarina ait bazi kro matogramlar

On deneme igin gelistirilen metotlarin kromatografik verim hesap sonuglari ve

kromatogramlardan da goriilecegi lizere metotlarin B-karoten ve lutein ayrimi igin

yetersiz oldugu sonucuna varilmistir. Bu nedenle daha iyi ayrim i¢in kemometrik dizayn

yapilmis ve 21 farkli metot parametresi belirlenmistir. Bu parametrelerde ayrimlar

gerceklestirilmistir. Kromatografik parametreler ve ayrimlar sonucunda elde edilen

veriler vasitasiyla hesap edilen N ve Rs gibi kromatografik verimlere ait sonuglar Cizelge

4.2. ve bazi metotlara ait kromatogramlar Sekil 4.11.’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Si-GO kolonu kemometrik dizayn kromatografik verim sonuglari

Run IPA(%) Akis Hizi (mL/min) | Sicakhik (°C) Rs N

1 40 2,07272 28 1,03 80,935
2 55 1,4 28 0,79 102,545
3 55 1.8 33 0,74 82,96
4 40 1,4 28 1,07 90,112
5 40 1,4 28 1,07 88,731
6 55 1 23 0,97 82,88
7 40 1,4 28 1,08 90,59
8 40 1,4 19,591 1,16 76,625
9 40 1,4 28 1,09 88,795
10 25 1 23 1,42 88,93
11 14,7731 1,4 28 1,41 77,15
12 55 1 33 1,31 78,64
13 40 1,4 28 1,10 87,58
14 25 1,8 33 1,08 80,755
15 40 1,4 28 1,08 89,85
16 65,2269 1,4 28 0,79 81,915
17 55 1,8 23 0,93 74,9

18 40 0,727283 28 1,13 100,605
19 25 1 33 1,21 97,575
20 40 1,4 36,409 0,90 96,025
21 40 1,4 28 1,08 88,375
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Sekil 4.11. Kemometrik dizayn ile yapilan bazi metotlara ait kromatogramlar

Geleneksel 'adim adim' veya 'bir seferde tek degisken' yaklagimlar yiliksek analiz
maliyetine sahiptir ve ¢ok sayida deney ve zaman gerektirirken, kemometrik yaklagim
deneysel kosullara bagli olarak analiz maliyetini, zamani1 ve deney sayisini azaltir. Ciinkii
kemometri en kisa siirede en az sayida galisma ile en dogru sonucu bulmak igin
kullanilmaktadir. Bu yontemle su, ilag ve gida gibi farkli kimyasal tiirler i¢in uygun
yontem gelistirilmesi ve optimizasyonu i¢in siklikla kullanilmaktadir. Kromatografik
sistemler i¢in faktoriyel, merkezi kompozit, Box-Behnken, Doehlert ve karisik gibi farkli
kemometrik teknikler mevcuttur. Kemometrik tekniklerde en sik kullanilan araglardan
biri olan merkezi kompozit tasarim (CCD), geleneksel yaklasimlara gore daha az sayida
deneyle Olciilen yanitlar vasitasiyla her bir degisken arasindaki iliskiler hakkinda bilgi
verir (Sivakumar ve ark, 2007; Topkafa ve ark, 2016). Yapilan kemometrik tasarimda
hareketli faz, akis hizi ve sicaklik parametreleri faktor olarak secilmistir. Tasarimda
kullanilan hareketli faz olarak iki faz kullanilmistir ve birinci hareketli faz (mobil faz A)
metanol ve asetonitril (1:1) karisimiyken ikinci hareketli faz (mobil faz B) izopropil
alkoldiir. Hareketli faz bilesimi olarak mobil faz B karisim orani kemometrik tasarimda
verilmistir. Tasarimda hareketli faz icin %IPA 14,77-65,23 arasinda, akis hiz1 0,73-2,07
mL/dk ve sicaklik 19,59-36,41°C araligindadir. Bu degiskenlerin yaninda yapilan
ayirmalar sonunda elde edilen veriler vasitasiyla kromatografik verim parametreleri olan
ayirma giicii (Rs) ve ortalama tabaka sayisi (N) degerleri hesap edilmis ve cevap degeri

olarak kullanilmistir. Yapilan ayirma islemleri sonunda elde edilen veriler Design Expert
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yazilim programinda islenerek en uygun modelin tespiti i¢in kullanilmistir. Regresyon

modeline ait sabitler asagida verilmistir.

Cizelge 4.3. Regresyon model sabitleri

| lsabit] A || B || ¢ |[AB | Ac | BC| A* | B | C |
| Rs||1,081 -0,196| -0,037|| -0,090| 0,018| 0,009|-0,003] -0,001||-0,002|-0,020|
| p—deéerleri” ||< 0.0001||< 0.0001H< 0.0001
|
|

0,01720,2030||0,6169|| 0,8981/0,7043/(0,0014]
N|[89,22 -0,989| -6,426| 5,202|-0,056] 2,121)-2,267|| -4,849 1,112][-0,451|
p- degerleri| || 0,1143||< 0.0001||< 0.0001](0,9425](0,0169][0,0119||< 0.0001/0,0683](0,4299)

Design Expert yazilimi ayn1 zamanda bir istatistik programi oldugundan modele ait
ANOVA sonuglar1 da hesap edilmistir. Buna gore Rs ve N icin kabul edilebilir R?
degerleri 0,9943 ve 0,9657, diizeltilmis R? degerleri 0,9651 ve 0,9376 olarak
hesaplanmustir. Kabul edilebilir ve diizeltilmis R? sonuglar1 modelin kuatratik modele
uygun oldugunu gostermistir. Modelin P degerleri 0.0001’den kii¢iik oldugundan hem
faktorlerin hem de degiskenlerin yanitlara (Rs ve N) etkisinin 6nemli oldugu goriilmiistiir
(Li ve ark., 2011; Topkafa ve ark., 2016). Kromatografik parametrelerin p-karoten ve

lutein ayirimina etkileri istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur.

Merkezi kompozit tasarim kullanilarak yapilan dizayn sonucunda kuatratik modelin
uygun oldugu goriilmiistiir. Kuatratik modele gore Rs ve N i¢in ii¢ boyutlu (3D) cevap
yiizey modellemesi (RSM) grafikleri ¢izilmistir. Rs cevap degeri kullanilarak ¢izilen ii¢
boyutlu grafikler Sekil 4.12.de verilmistir. Ayirma giicline; IPA %"si, akis hiz1 ve

sicakligin ¢ok fazla etki ettigi grafikler incelendiginde goriilmektedir.
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Rs

A IPA (%) A:IPA (%)

B: Flow Rate (mL/min) C: Temperature (C) 33755

Rs

B: Flow Rate (mL/min)

C: Temperature (C)

Sekil 4.12. Rs igin yiizeyi grafikleri
N cevap degeri kullanilarak ¢izilen {i¢ boyutlu grafikler Sekil 4.13.”de verilmistir.

Tabaka sayisina; IPA %si, akis hiz1 ve sicakligin cok fazla etki ettigi grafikler

incelendiginde gortilmektedir.
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A: IPA (%) A: 1PA (%)

C: Temperature (C)

8: Flow Rate (mL/min)

1
C: Temperature (4C) 3

Sekil 4.13. Ug boyutlu yanit yiizeyi grafikleri

Kromatografik yontemlerin temel amaci en kisa siirede en iyi ayirmay1 yapmaktir.
Bu amag¢ dogrultusunda gelistirilecek HPLC yoOntemlerinin optimizasyonunda
belirlenecek parametreler genel olarak mobil faz bilesimi, akis hizi ve sicakliktir.
Kromatografik yontemlerin kemometrik dizayn kullanilarak yapilan optimizasyonunda
da bu parametreler degiskenler olarak belirlenir ve bu parametreleri dikkate alarak
deneyler gerceklestirilir. Elde edilen veriler yardimiyla en uygun yontemin tespiti
gerceklestirilir. Tespit sirasinda dizayn programimin arzu edilebilirlik fonksiyonu (D)
kullanmilmaktadir. Arzu edilebilirlik fonksiyonu en uygun kromatografik metodu igin
arastirmaciya mobil faz bilesimi, akis hiz1 ve sicaklik degerlerini tahmin eder. Arzu
edilebilirlik fonksiyonu her bir parametre i¢in 0-1 arasinda bir degerdir. Kromatografik
yontemin belirlenmesinde mobil faz bilesimi, akis hiz1 ve sicaklik degerleri i¢in hedef

deger 1 olarak se¢ilmistir. Optimizasyon i¢in belirlenen alt-iist degerler Cizelge 4.4.’de
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verilmistir. B-karoten ve lutein i¢in ayirma giicii ve tabaka sayisi degerlerinin maksimum
oldugu degerler hedef deger olarak belirlenmistir. Bu kapsamda en iyi ayirma i¢in Rs 1,42
terik tabaka sayis1 102,55 olarak tespit edilmistir. Kemometrik dizay sonunda program
tarafindan tespit edilen arzu edilebilirlik grafigi Sekil 4.14.'de gosterilmistir. Arzu
edilebilirlik fonksiyonuna gore, optimum parametreler; IPA mobil faz bilesimi %25, akis
hizi 1,8 mL/dak ve sicaklik 30°C olarak belirlenmistir. Sonraki ¢alismalarda bu

parametreler kullanilmistir.

Cizelge 4.4. Optimum deneysel kosullar i¢in optimizasyon kriterleri

Hedef Alt Limit Ust Limit
AIPA % 25 55
B:Akis hizt 1 1,8
C:Sicaklik 23 33
Rs Maksimum 0,74 1,42
N Maksimum 70,67 102,55
Desirability

AIPA

BFlowRate _ 1

C:Temperature

Combined

0,794637

|

\ I
0,000 0,250 0,500 0,750 1,000

Solution 1 out of 43

Sekil 4.14. Arzu edilebilirlik grafigi
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B-karoten ve lutein ayrimu i¢in i¢in belirlenen kromatografik deney kosullarinda
hem standartlar hem de gercek numuneler {izerinde ¢aligsmalar yapilmistir. Standartlar
kullanilarak yapilan calismalarda iki tiirlin tam olarak ayrildigr goézlenmis ve farkl
derisimlerdeki (1-100 mg/L) standartlar HPLC sistemine enjekte edilerek Sekil 4.15.’da

goriilen standartlara ait kromatogramlar elde edilmistir.

std-3 | VWD1A Wavelength=455 nm std-4 | VWD1A Wavelength=455 nm std-6 | VWD1A Wavelength=455 nm std-7 | VWD1A Wavelength=455 nm

ponse [MAU]

05 1.0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 "o 15 120 125 130 135 140 145
Retention time [min]

Sekil 4.15. Gelistirilen metot i¢in mix standartlara ait kromatogram

B-karoten ve lutein ayrimi igin gelistirilen HPLC metodunun validasyonu uygunluk,
dogrusallik, dogruluk ve hassasiyet kriterleri dikkate alinarak yapilmistir. Bu kapsamda
Si-GO kolonunda yapilan analizler 20 dakikada gergeklestirilmistir. Farkli
konsantrasyonlardaki p-karoten ve lutein standartlarindan elde edilen kalibrasyon
grafikleri Sekil 4.16°de verilmistir. Elde edilen grafiklerin R?’leri 0,9935 ve 0,9784

olarak bulunmustur.
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pB-Karoten

Lutein

Sekil 4.16. p-karoten ve lutein igin kalibrasyon grafikleri

Gelistirilen metodun hassasiyeti i¢in 25 mg/L konsantrasyona B-karoten ve lutein
standardlarinin 6 kez enjeksiyonu yapilarak her bir standart i¢in pik alanlar1 vasitasiyla
bagil standart sapmalar1 (% RSD) hesaplanmistir. B-karoten ve lutein i¢in bagil standart
sapma degerleri 3,40 ve 2,76 olarak bulunmustur. Metodun geri kazanim testleri yapilarak
B-karoten ve lutein i¢in geri kazanim degerleri %90-%93 olarak bulunmustur. p-karoten
ve lutein i¢in tayin smir (LOD) ve tayin limiti (LOQ) sirasiyla 0,27-0,34 mg/L ve 0,09-
0,11 mg/L olarak bulunmustur.

Cizelge 4.5. Validasyon degerleri

p-Karoten Lutein
%RSD 3,40 2,76
% Geri Kazanim 90 93
LOD (mg/L) 0,11 0,09
LOQ (mg/L) 0,34 0,27
R? 0,9784 0,9935
Lineer aralik (mg/L) 1-100 1-100

Gelistirilen metodun optimizasyonu ve validasyonu sonunda ger¢ek numunede
kullanimin1 kontrol etmek i¢in domates ve havu¢ numunelerindeki [3-karoten ve lutein

analizi gergeklestirilmistir. Domates ve havug ekstraksiyonu sonunda yapilan -karoten
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ve lutein analizlerine ait kromatogramlar Sekil 4.17.’de ve miktarlar1 Cizelge 4.6 da

verilmistir.
Cizelge 4.6. Domates ve havugta bulunan B-karoten ve lutein miktarlari
mg/100g p-Karoten Lutein
Havug 34,58 1,91
Domates 1,75 0,72

Domates

Havuc

Sekil 4.17. Domates ve havuca ait kromatogramlar

4.2.2 Si-GO-C18 kolonunda yapilan ¢alismalar

Si-GO-C18 kolonu kullanilarak metot tespit etme calismalari i¢in 25mg/L (-
karoten ve lutein standartlar1 kullanilmustir. Calismalarda oncelikle saf metanol,
asetonitril (ACN), izopropil alkol (IPA) ile baslanmis ve bu ¢oziiciilerden elde edilen
kromatogramlar Sekil 4.18’de verilmistir.

b_karoten_15likopen_4 | VWD1A, Wavelength=455 nm

. % 100 IPA

ponse [MAU]

esp

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 20 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Retention time [min]

% 100 Metanol

nse [MAU]

espe

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Retentio vin]
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b_karoten_15likopen_6 | VWD1A, Wavelength=455 nm

14

. % 100 ACN

06

nse [MAU]

04

Respor

00
02

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 20 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Retention time [min]

Sekil 4.18. Saf metanol, ACN ve IPA mobil fazlara ait kromatogramlar

On deneme ¢alismalarinda saf ¢oziiciilerin p-karoten ve lutein molekiillerini tam
olarak ayiramadigi goriilmiistiir. Bu nedenle bu ¢oziiciilerin farkli oranlardaki karisimlar
kullanilarak izokritik sartlarda ¢alismalar1 yapilmis ve Cizelge 3.6.’da verilen metot
parametreleri denenmistir. Bu c¢alismalarla ilgili kromatogramlar Sekil 4.19’da

verilmistir.

C_100ppm_mix_11 | VWD1A Wavelength=455 nm

Metot 1

C_100ppm_mix_b_13 | VWD1A Wavelength=455 nm

e [MAU]

Respons

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2 27 28 29

C_100ppm_mix_b_15 | VWD1A Wavelength=455 nm

o Metot 3

e [MAU]

Respons

C_100ppm_mix_b_16 | VWD 1A Wavelength=455 nm

Response [mAU]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 RHl 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Retention time [min]
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Metot 5

ponse [MAU]

2 2 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 2 28 30 B 3 36 £ 40 2

Sekil 4.19. Si-GO-C18 kolonu izokritik ¢alisma metotlarina ait kromatogramlar

Yapilan izokritik denemelerde fB-karoten ve lutein ayriminin tam olarak
yapilamadigi goriilmiis ve sonraki caligmalarda gradient ayirmalar denenmistir. Bu
kapsamda toplam 2 farkli metot daha belirlenerek ayrimlar yapilmistir. Analiz
sonuglarindan elde edilen veriler kullanilarak kromatografik verimde kullanilan N ve Rs
degerleri hesaplanarak yapilan tiim kromatografik analizler degerlendirilmistir.
Hesaplamalara ait sonucglar Cizelge 4.7.de ve yapilan gradient ayirmalara ait bazi
kromatogramlar Sekil 4.20.’de goriilmektedir.

Cizelge 4.7. GO-Si kolonu analiz metotlar1 kromatografik verim sonuglari

Kromatografik Verim

¢ Rs Nort TF-Lutein TF- p-Karoten
Metot1 2,17 3,46 195,535 1,34 1,42
Metot 2 0,83 155 136,9 1,33 1,59
e
£ Metot3 0,86 1,89 129,84 1,34 1,48
S
Metot 4 0,97 1,33 132,25 1,25 1,28
Metot 5 1,33 0,32 305,03 0,5 2,26
£ Metot6 1,46 2,09 24378 1,29 1,36
=
(5 Metot 7 2,51 224 38322 1,20 1,29
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Metot 6

. Metot 7

12 13
tention time [min]

Sekil 4.20. Si-GO-C18 kolonu ile yapilan bazi gradient ayirmalara ait kromatogramlar

B-karoten ve lutein molekiillerinin analizi i¢in 7 farkli metot gelistirilmis ve
yapilan c¢alismalar sonunda en iyi ayrimin Metot 6 ve Metot 7 ile gercgeklestigi
goriilmistiir. Metot 6 kullanilarak gergeklestirilen fakli konsantrasyonlara (1-100 mg/L)

sahip -karoten ve lutein analizi igin elde edilen kromatogram Sekil 4.21.’de verilmistir.

C_tppm_mix_BL_2 | VWD1A Wavelength=455 nm B D1A Wavelength=

C_Sppm_mix_BL_1 | VWD1A Wavelength=455 nm

ponse [MAU]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2 2 23 2%
Retention time [min]

Sekil 4.21. Metot 6 icin B-karoten ve lutein standartlarina ait kromatogram

B-karoten ve lutein ayrimi i¢in gelistirilen HPLC metodunun validasyonu uygunluk,
dogrusallik, dogruluk ve hassasiyet kriterleri dikkate alinarak yapilmistir. Bu kapsamda
Si-GO-C18 kolonunda yapilan analizler 25 dakikada gerceklestirilmistir. Farkli
konsantrasyonlardaki B-karoten ve lutein standartlarindan elde edilen kalibrasyon
grafikleri Sekil 4.22°de verilmistir. Elde edilen grafiklerin R?'leri 0,9993 ve 0,9923

olarak bulunmustur.
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Calibration Curve

Calibration Curve

Sekil 4.22. B-karoten ve lutein igin kalibrasyon grafikleri

Gelistirilen metodun hassasiyeti i¢in 10 mg/L konsantrasyona B-karoten ve lutein
standardlarinin 5 kez enjeksiyonu yapilarak her bir standart icin pik alanlar1 vasitasiyla
bagil standart sapmalar1 (% RSD) hesaplanmistir. B-karoten ve lutein i¢in bagil standart
sapma degerleri 0,86 ve 1,09 olarak bulunmustur. Metodun geri kazanim testleri yapilarak
B-karoten ve lutein i¢in geri kazanim degerleri %95-%80 olarak bulunmustur. B-karoten
ve lutein i¢in tayin smir (LOD) ve tayin limiti (LOQ) sirasiyla 0,26-0,27 mg/L ve 0,80-
0,82 mg/L olarak bulunmustur.

Cizelge 4.8. Validasyon degerleri

p-Karoten Lutein
%RSD 0,86 1,09
% Geri Kazanmim 95 80
LOD (mg/L) 0,26 0,80
LOQ (mg/L) 0,27 0,82
R? 0,9993 0,9923
Lineer aralik (mg/L) 1-100 1-100
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Gelistirilen metodun optimizasyonu ve validasyonu sonunda gercek numunede
kullanimini kontrol etmek i¢in domates ve havug¢ numunelerindeki 3-karoten ve lutein
analizi gergeklestirilmistir. Domates ve havug ekstraksiyonu sonunda yapilan -karoten

ve lutein analizlerine ait kromatogramlar Sekil 4.23.’de ve miktarlar1 Cizelge 4.9 da

verilmistir.
Cizelge 4.9. Domates ve havucta bulunan -karoten ve lutein miktarlari
mg/100g B-Karoten Lutein
Havuc¢ 11,58 17,83
Domates 1,09 0,64

Domates

onse [MAU]

espe

se [MAU]

espon

Sekil 4.23. Domates ve havuca ait kromatogramlar
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Kimyasal metotlar ile sentezlenen ve 6zellikle son yillarda nanopartikiil olarak
pek cok calismada kullanilan grafen oksit ve tiirevleri; kimyasal tiirlerin ayrilmasi,
saflastirilmasi ve analizinde siklikla kullanilmaktadirlar. Ozellikle birgok tiiriin ayrilmasi
ve saflastirilmasi igin kat1 faz ekstraksiyon sistemlerinde kati1 faz olarak ve monolitik,
elektrokromatografi, kapiler kromatografi, gaz kromatografisi, sivi kromatografi ve
hidrofilik etkilesim kromatografisi gibi kromatografik yontemlerde de sabit faz olarak
grafen oksit ve tiirevi NP"lerin kullanim1 mevcuttur. Giiniimiizde, biyolojik olarak énemli
bilesiklerin analizi i¢in, kullanimi daha kolay, ucuz, segici ve daha hassas sivi
kromatografisi kolonlarmin gelistirilmesine yonelik ¢calismalar giin gectik¢e artmaktadir.
Gidalarda bulunan ve insan sagligina faydalari giin gegtikge ortaya konulan (3-karoten ve
lutenin ayrilmast ve miktarinin tespit edilmesi amaciyla; H.SO4 ve H3POj4 ile modifiye
edilmis Hummers metodu kullanilarak GO sentezlenmis, elde edilen GO; EDC ve NHS
katalizorliglinde aminopropilsilika {izerine kimyasal bag ile baglanmis, Si-GO
partikiilleri {izerine C18 kimyasal bag ile baglanmis, elde edilen Si-GO ve Si-GO-C18
sabit fazlar1 bos kolonlara doldurulmustur. f-karoten ve lutenin ayrimi ve miktar tespiti
icin yeni kromatografik metotlar gelistirilerek metotlarin validasyonlar1 yapilmistir.
Yapilan tez ¢calismasinda gerceklestirilen ¢alismalar ile ilgili detaylar ve sonuglar1 agagida

Ozetlenmistir.

H2SO4 ve H3PO4 ile modifiye edilmis Hummers metodu kullanilarak elde edilen
nano GO partikiilleri yeteri kadar oksitlenerek istenen miktarda elde edilmistir. Yiiksek
okside elde edilen GO nano partikiilleri FTIR analizine tabi tutularak grafen okside
hidrofiliklik veren -OH ve -COOH gruplart ile sp? hibriti C=C ve C=0 gruplar1 ve epoksit
(C—O-C) pikleri tespit edilmistir. Ayrica nanopartikiiliin kristal yapisi ile ilgili bilgi veren
UV-Vis, TEM, SEM analizleri de gergeklestirilmistir.

EDC ve NHS Kkatalizorliigiinde GO partikiilleri aminopropilsilika iizerine
kimyasal amid bagi ile baglanarak elde edilen Si-GO sabit fazinin FTIR spektrumu ile
TEM ve SEM goriintiileri alinmistir. Elde edilen sabit fazin FTIR spektrumu
incelendiginde GO'de bulunan -OH ve -COOH piklerinin bir kismunin azalarak peptit
baginin olustugu goézlenmistir. Ayrica GO molekiillerinin amino propil silika {izerine

baglanmalarin1 gorsel olarak da tespit etmek i¢in Si-GO sabit fazinin TEM ve SEM
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goriintiileri de alinmistir. Goriintiiler baglanmanin  tam olarak gercgeklestigini

gostermistir.

Si-GO sabit fazi izerine C18 kimyasal bag ile baglanmis ve FTIR spektrumu ile
TEM ve SEM gorintiileri alinmistir. Elde edilen sabit fazin FTIR spektrumu
incelendiginde GO iizerine C18 baglanmasini gdsteren -CH titresimleri tespit edilmistir.
Ayrica C18 molekiillerinin GO iizerine baglanmalarini gorsel olarak da tespit etmek igin
Si-GO-C18 sabit fazinin SEM goériintiileri de alinmistir. Elde edilen Si-GO ve Si-GO-
C18 sabit fazlarinin her ikisi de farkli kolonlara yiiksek basingta doldurulmustur. Kolonlar

sirastyla metanol, saf su ve asetonitril ile yikanarak analizlere hazir edilmistir.

[lk olarak Si-GO kolonu iizerinde B-karoten ve lutenin ayrimi igin farkl ¢oziiciiler
ile 6n denemeler yapilmistir. On denemelerde hem izo kritik hem de gradient ayirmalar
yapilmak istense de istenen ayrimlarin yapilamadig: goriilmiistiir. Bu nedenle ayrimlari
tyilestirmek icin kemometrik dizayn yapilmis ve 21 farkli metot olusturulmustur. Bu
metotlar yardimiyla ayirma giicii ve tabaka sayilar1 hesaplanmis ve arzu edilebilirlik
fonksiyonu (D) kullamilarak en ideal metot tespit edilmistir. Arzu edilebilirlik fonksiyonu
yardimiyla optimum parametrelerin IPA mobil faz bilesimi %25, akis hiz1 1,8 mL/dak ve
sicaklik 30°C oldugu belirlenmistir. Optimum parametreleri belirlenen metodun
validasyon c¢aligmalar1 i¢in %RSD, % geri kazanim, LOD, LOQ ve R? degerleri
hesaplanmistir. Metodun -karoten ve luten i¢in bagil standart sapma degerlerinin 3,40
ve 2,76, geri kazanim degerlerinin %90 ve %93, LOD ve LOQ degerlerinin sirasiyla 0,27
ve 0,34 mg/L ile 0,09 ve 0,11 mg/L oldugu bulunmustur.

Si-GO-C18 kolonu kullanilarak metot tespit etme calismalarinda oncelikle saf
metanol, asetonitril (ACN), izopropil alkol (IPA) ile én denemeler yapilmistir. On
denemelerden yararlanarak hem izo kritik hem de gradient ayirmalar yapilmistir. 1zo
kritik ¢alismalardan istenen sonug elde edilememis ve gradient ayirmalardan Metot 6 'nin
B-karoten ve lutein ayrimu igin uygun oldugu Rs ve N hesaplanarak tespit edilmistir.
Optimum parametreleri belirlenen metodun validasyon ¢alismalar1 i¢in %RSD, % geri
kazamm, LOD, LOQ ve R? degerleri hesaplanmistir. Metodun B-karoten ve lutein icin
bagil standart sapma degerlerinin 0,86 ve 1,09, geri kazanim degerlerinin %95 ve %80,
LOD ve LOQ degerlerinin sirasiyla 0,26 ve0,27 mg/L ile 0,80 ve 0,82 mg/L oldugu

bulunmustur.

59



Yapilan ger¢ek numune analizlerinde hem domateste hem de havugta bulunan f3-
karoten ve lutein miktarlar1 farkli numuneler kullanildigindan sonuglarin da farkli oldugu
gozlenmistir.

Si-GO ve Si-GO-C18 kolonlar1 birbiri i¢inde kiyaslandiginda her iki kolonunda
B-karoten ve lutein tiirlerini ayirmada avantaj ve dezavantajlarimin oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak; bu tez ¢alismasi ile simdiye kadar p-karoten ve lutein
molekiillerinin kromatografik olarak ayrimi i¢in HPLC sabit faz1 olarak kullanilmamis
olan Si-GO ve Si-GO-C18’in sentezlenmesi ve karakterizasyonlar1 yapilarak p-karoten
ve lutenin ayriminda kullanilmak tizere yeni metotlar gelistirilmis ve ger¢ek numuneler
tizerinde denemeleri yapilmistir. Yapilan galismalardan elde edilen veriler, sentezlenen
sabit fazlarin B-karoten ve luteinin ayriminda kullanilabilecegini géstermistir. Ancak
ayrimlarin daha iyi yapilabilmesi igin sabit fazlarin farkli yontemler kullanilarak
gelistirilebilecegi ve farkli aktif uglar kullanilarak yeni kolon materyallerinin elde

edilebilecegi tavsiye edilmektedir.
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