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OZET

Kobalt, Bakir, Krom ve Parabenlerin Eser Seviyede

Tayinlerine Yonelik Analitik Yaklagsimlarin Gelistirilmesi

Tugce UNUTKAN GOSTERISLI

Kimya Miihendisligi Anabilim Dal

Doktora Tezi

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Seyfullah KEYF

Es-Danisman: Prof. Dr. Sezgin BAKIRDERE

Bu tez kapsaminda, organik/inorganik Kkirleticilerin eser seviyelerde tayinlerine
yonelik yeni analitik stratejilerin gelistirilmesi amaglanmistir. Tezin ilk boliimiinde,
alevli atomik absorpsiyon spektrofotometri (AAAS) sistemi ile eser seviyelerde
kobaltin dogru ve hassas bir sekilde tayin edilebilmesi i¢cin otomatik karistirma
sistemi kullanilarak plastik elek baglantili ¢ift siringa esash basin¢h sivi faz
mikroekstraksiyon (CSE-BSFME) yontemi gelistirilmistir. Optimize edilmis
deneysel ve enstriimantal kosullar altinda gézlenebilme limiti (GL) ve tayin limiti
(TL) 1.8 ve 6.0 pug L-1 olarak belirlenmistir. Spike edilmis ayva 6rnekleri i¢in %91.0-
98.7 araligindaki geri kazanim sonuglari, onerilen yontemin boyle karmasik bir

matrikste kobalt tayini icin uygulanabilirligini géstermistir.

Tezin ikinci bélimiinde, bakirin ekstraksiyonu ve zenginlestirilmesi i¢cin metalik
elek baglantili (MEB) CSE-BSFME olarak adlandirilan ve analitin eser seviyelerde
tayini icin AAAS ile birlestirilen yeni ve verimli bir yontem onerilmistir. GL/TL
degerleri optimum sartlar altinda 1.5/5.1 pg L-1 olarak belirlenmistir. Zeytin yapragi

ornekleri, yontemin dogrulugunu ve gercek 6rneklere uygulanabilirligini belirlemek
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icin analiz edilmis ve Oolgiilen bakir miktarlar1 0.75-8.06 mg kgl araliginda

bulunmustur.

Tezin lUglincli boliimiinde, yiiksek basingh sivi kromatografisi (HPLC) ile ruj
orneklerinde parabenlerin belirlenmesi i¢in verimli bir ekstraksiyon yontemi olarak
dagiticr swvi-sivi mikroekstraksiyon (DSSME) kullanilmistir. Analitler, 50 mM
amonyum format ¢ozeltisi (pH 4.0) ve asetonitrilden (60:40, v/v) olusan izokratik
bir mobil faz sistemi kullanilarak ayrilmistir. MeP, EtP, PrP, BuP ve BeP i¢gin GL
degerleri sirasiyla 0.78, 0.75, 0.34, 0.33 ve 0.75 ug kg1 olarak belirlenmistir. Ruj
ornekleri, yontemin dogrulugunu ve uygulanabilirligini belirlemek i¢in gercek

ornek calismalarinda kullanilmistir.

Tezin dordiinci boéliimiinde, farkli su 6rneklerinde difenilkarbazid ile kompleks
olusturan Cr (VI)'nin tayini i¢in ¢ift gérintilemeli bir tespit sistemi gelistirilmigtir.
Otomatik karistirma sistemi ile MEB-CSE-SFME yontemi, HPLC-UV ve dijital goriintii
tabanli kolorimetri (DIC) sistemleri ile birlestirilmistir. Her iki sistem igin
gozlenebilme limitleri sirasiyla 1.72 ve 17.1 pg L1 olarak hesaplanmistir. Atiksu,
nehir ve musluk suyunda her iki sistem icin yontemin
dogrulugunu/uygulanabilirligini degerlendirmek amaciyla geri kazanim ¢alismalari

yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Endokrin bozucu bilesikler, alevli atomik absorpsiyon
spektrofotometrisi, yiiksek basinglh sivi kromatografisi, dijital goriintii tabanh

kolorimetri, ¢ift siringa esash basingli sivi fazli mikroekstraksiyon.
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ABSTRACT

Development of Analytical Approaches for the Trace
Determination of Cobalt, Copper, Chromium and Parabens

Tugce UNUTKAN GOSTERISLI

Department of Chemical Engineering

PhD. Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Seyfullah KEYF

Co-supervisor: Prof. Dr. Sezgin BAKIRDERE

In this thesis, it was aimed to develop new analytical strategies for the
determination of organic/inorganic contaminants at trace levels. In the first part of
the thesis, a plastic sieve conducted two syringe-based pressurized liquid-phase
microextraction (SCTS-PLPME) method was established with automated mixing
system for the accurate and sensitive determination of cobalt at trace levels by flame
atomic absorption spectrophotometry (FAAS) system. The limit of detection (LOD)
and limit of quantification (LOQ) values under the optimized experimental and
instrumental conditions were determined as 1.8 ve 6.0 pg L-1. The recovery results
between 91.0-98.7% for spiked quince samples indicated the applicability of the

proposed method for cobalt determination in such a complex matrix.

In the second part of the thesis, a new and efficient method called as metallic sieve
linked double syringe (MSLDS) LPME was proposed for the extraction and
preconcentration of copper and combined with FAAS for the determination of
analyte at trace levels. LOD/LOQ values under the optimum conditions were

determined as 1.5/5.1 pg L-1. Olive leaf samples were analyzed to ascertain the
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method’s accuracy and applicability to real samples and the copper amounts were

found in the range of 0.75-8.06 mg kg1.

In the third part of the thesis, dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) was
employed as an efficient extraction method for the determination of parabens in
lipstick samples by high pressure liquid chromatography (HPLC). The analytes were
separated using an isocratic mobile phase system composed of 50 mM ammonium
formate solution (pH 4.0) and acetonitrile (60:40, v/v). The respective LOD values
of MeP, EtP, PrP, BuP and BeP were determined to be 0.78, 0.75, 0.34, 0.33 and 0.75
ug kg1, respectively. Real sample studies were performed to validate the accuracy

and applicability of the method using lipstick samples.

In the fourth part of the thesis, double-monitoring detection system was developed
to measure the Cr (VI) after complexation with diphenylcarbazide in different water
samples. MSLDS-LPME method with automated mixing system was coupled to
HPLC-UV and digital image based colorimetry (DIC) systems. The detection limits
were calculated for both systems as 1.72 and 17.1 pg L-1, respectively. Recovery
studies were conducted to evaluate the accuracy/applicability of the method for

both systems in wastewater, river and tap water samples.

Keywords: Endocrine disrupting compounds, flame atomic absorption
spectrofotometry, high pressure liquid chromatography, digital image colorimetry,

two syringe based pressurized liquid-phase microextraction.
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Endokrin bozucu bilesikler son yillarda bilim camiasinin dikkatini ¢cekmektedir.
insanlarda artan endokrin kaynakli hastaliklar, yaban hayatinda, baliklarda ve
ekosistemlerde meydana gelen degisiklikler ve hayvanlar lizerinde yapilan
laboratuvar deneyleri ile yaban hayati1 ve insanlar tizerindeki olumsuz etkilerinin
kanitlanmasi zamanla daha da 6nem kazanmaktadir [1, 2]. Bu degisikliklerden
bazilar; cinsiyet degisiklikleri [3], baliklarin tiremesinde anormalliklere neden olan
feromon Uretiminde azalma, kuslarda cinsiyet degisimi [4], genital yol
anormallikleri, dogurganlhk kusurlar1 [5], kansere yatkinlik, l6semi ve timor
olusumu [6] ve insanlarda azalmis bagisiklik fonksiyonu [7] olarak

o0zetlenebilmektedir.

Bu tez kapsaminda farkl analit gruplar ile ¢calisiimistir. Bu analit gruplarindan biri
olan parabenler, p-hidroksibenzoik asidin esterleridir ve kozmetik
formiilasyonlarda yaygin bir sekilde koruyucu olarak kullanilmaktadir [8]. Metil
paraben, etil paraben, propil paraben, biitil paraben ve benzil paraben yaygin olarak
kullanilan parabenlerdir [9]. Su an i¢in parabenlerin gida, kozmetik, kisisel bakim
triinleri, icecekler, ambalaj malzemeleri, sigaralar, hayvan yemi vb. dahil olmak
lizere cok cesitli maddelerde evrensel olarak mevcut oldugu kanitlanmistir.
Parabenler, mikrobiyal kontaminasyonu ve aktif bilesenin bozulmasini 6nlemek i¢in
farmasotiklerde eksipiyanlar olarak kullanilmaktadir. Sadece kozmetiklerde
parabenler en az 22.000 tirtinde bulunmaktadir [10]. Ticari tirtinlerde yaygin olarak
kullanilmalar1 nedeniyle atik sularda, ¢evresel kati numunelerde, ev tozunda,
kanalizasyon camurunda, toprakta, sularda ve havada parabenlerin varhigi ¢ok
saylda calisma ile belgelenmistir [11-14]. Dogal olarak bu gergek, ¢cevreye siirekli
paraben girmesine yol agcan antropojenik faaliyetlerle dogrudan baglantilidir. Sonug

olarak parabenler, sindirim sistemi, solunum sistemi ve cesitli lirtinlerin dermal



uygulamasi gibi insan viicuduna birgok yoldan ve kaynaktan niifuz edebilmektedir.
Bu durum, bir¢ok farkli insan biyolojik matrisinde parabenlerin varligini gésteren
cok sayida ¢alisma ile kanitlanmistir [15]. Insan tiikketimine yénelik iiriinlerde bu
koruyucularin belirlenmesi hem kalite kontrol hem de tiiketici menfaati ve
korunmasi agisindan énemlidir [16]. Spektrofotometri [17], gaz kromatografisi (GC)
[18], yliksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) [19] ve kapiler elektroforez
(CE) [20] dahil olmak iizere parabenlerin belirlenmesi icin ¢esitli analitik yontemler

literattirde gelistirilmistir.

Agir metaller, nispeten yiliksek yogunluga sahip metalik elementler olarak
bilinmektedir. Bir¢ok ¢evresel ve kiiresel halk saglig1 sorunu, son zamanlarda bu
metaller tarafindan cevre kirliligine atfedilmistir. Metallerin imalatta, ciftcilikte,
evsel ve teknolojik uygulamalarda kullanimi katlanarak artmistir. Agir metaller,
diinya yuizeyinde dogal olarak olusan elementler olsa da, ¢evresel kontaminasyon
ve insan maruziyetinin buiyiik bir kismi1 madencilik ve eritme islemleri, endiistriyel
urinler, evsel kullanim ve metal iceren tarimsal kullanim gibi antropojenik
faaliyetlerden kaynaklanmaktadir [21]. Yerkabugundaki agir metallerin ve tuzlarin
varligin1 ortadan kaldirmak neredeyse imkansizdir. Yok edilemezler ancak insan
vicudunda sadece kiigiik faydali boyutlara indirgenebilirler [22]. Biyolojik
dongiilerin normal gelisimi i¢in kiiciik miktarlarda bircok agir metal gereklidir,
ancak yiiksek konsantrasyonlarda toksiktir. Cinko, demir, bakir, krom ve kobalt gibi
eser elementler olarak adlandirilan bu metaller viicut icin gereklidir ancak fizyolojik
konsantrasyondan daha fazla miktarinin toksik yan etkileri oldugu bilinmektedir
[23]. Cr (III) ve Cr (VI), krom (Cr)’'un ana formlaridir [24]. Kromun toksisitesi,
mevcut degerlik durumu ile ilgilidir. Arastirmalar, farkli degerlik durumlarina sahip
kromun toksisitesinin biiyiik 6l¢iide degistigini gostermektedir [25]. Distk
konsantrasyonlarda tli¢ degerlikli krom, lipid metabolizmasi gibi hayati islevler icin
gerekli oldugundan insan organizmasi i¢cin gerekli kabul edilmektedir [26] ve Cr
(VI)’dan daha az toksiktir [27]. Alt1 degerlikli krom toksiktir, Grup 1 kanserojendir
ve insan saghgina zararlidir [26]. Arsenik, kursun, kadmiyum ve civa gibi insan ve
diger canlilar icin eser diizeyde bile ¢ok toksik olan bagska bir agir metal grubu daha
vardir [23]. Toksik elementler, insan ve hayvan viicudunda kalic1 olma egilimleri
nedeniyle, uzun siire tiiketildiginde diisiik konsantrasyonlarda bile olduk¢a tehlikeli

olabilmektedir [28]. Toksisiteleri, biiylime ve gelismede sinir sistemi gecikmesi,



kanser ve organ hasarlari gibi 6nemli biiyiik saglik sorunlarina neden olabilmekte
ve sonunda 6lime yol acabilmektedir [29, 30]. Bu metallerin neden oldugu ¢evresel
kirlilik, 6zellikle hamilelikte ve cocukluk doneminden sonra insan saghgi ve
stirdiirtlebilir kalkinma ve dolayisiyla genel olarak ekosistemin gelisimi i¢in ciddi
bir tehdit olusturmaktadir [29]. Agir metal tayininde kullanilan teknikler, atomik
floresan spektrofotometrisi (FL) [31], endiiktif eslesmis plazma-optik emisyon
spektroskopisi (ICP-OES) [32], endiiktif eslesmis plazma-kiitle spektrometrisi (ICP-
MS) [33], atomik absorpsiyon spektrofotometrisi (AAS) [34], UV-Vis
spektrofotometrisi [35] ve yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) [36] gibi
analitik tekniklere dayanmaktadir [37]. Bununla birlikte, pahali enstriimanlar her
zaman mevcut degildir ve dlciimlerin genellikle dogrudan yerinde yapilmasi arzu
edilmektedir. Bu nedenle basit, hizl;, ucuz, tasinabilir ve hassas yontemler yogun
talep gormektedir. Son zamanlarda analitik kimyada hizl ve basit tayinler icin dijital
gorunti tabanh kolorimetri (DIC) olarak adlandirilan bir yontem de kullanilmaya

baslanmistir [38].

Analitik tayin sistemlerinde numune hazirlama protokolli, matriks etkilerinin
azaltilmasina yonelik tedbirler icerdiginden ¢ok 6nemli bir role sahiptir [15].
Analitik alandaki 6nemli teknolojik gelismelere ragmen, cogu cihaz heniiz karmasik
numune matrikslerini dogrudan isleyememektedir. Sonuc¢ olarak, genellikle
analizden o6nce bir numune hazirlama adimi yer almaktadir [39]. Genel olarak,
herhangi bir yontemde, numune 6n islemi en zorlu ve zaman alic1 adimdir. Ek olarak,
karmasik numunelerin 6n isleme tabi tutulmasi, dogru ve tekrarlanabilir verilerin
elde edilmesi i¢in anahtardir [15]. Son ¢alismalar, yesil analitik kimya [40, 41] ile
uyumlu olarak diisiik miktarlarda organik c¢oziicller, adsorbanlar ve yesil
ekstraksiyon solventleri kullanan yeni analitik stratejiler gelistirmeye
odaklanmistir. Bu kapsamda organik ve inorganik analitlerin tayinine yonelik sivi
faz mikroekstraksiyon [42, 43] ve kat1 faz mikroekstraksiyon [44, 45] yOntemleri
gelistirilmistir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tezin temel amaci, son derece dogru ve hassas analitik yontemler gelistirerek
gida, cevre ve kozmetik matrikslerinde eser seviyelerde, secilen organik ve

inorganik kirleticileri belirlemektir. Bu amacla, hedef analitlerin 6n deristirilmesi



icin siv1 fazli mikroekstraksiyon yonteminin farkli uygulamalar1 kullanilmis ve bu
uygulamalar, enstrimanlarin analitler icin yetersiz duyarlilik ve seciciliginin
ustesinden gelmek icin cesitli enstriimantal sistemlere entegre edilmistir.
Gelistirilen yontemlerin ana amaci, organik ¢oziicii tliketimini azaltmak veya
kullanimini tamamen ortadan kaldirmaktir. Ayni1 zamanda gelistirilen yontemler,
daha hassas ancak yiiksek fiyatli cihazlar kullanmak yerine, diisiik maliyetli ve
kullanimi kolay olan AAAS, HPLC, DIC gibi sistemlerle analitlerin dogru ve hassas bir
sekilde 6l¢iilmesini saglamistir. Onerilen yontemlerin uygulanabilirligi ve gecerliligi
cesitli 6rneklerde geri kazanim calismalari yapilarak kontrol edilmis ve yontemler

cok cesitli gercek drneklerde uygulanmistir.

ilk calisma, kobalt icin bir 6n deristirme araci olarak iizerinde 6 delik bulunan
plastik bir elek baglantisi kullanilarak otomatik karistirma sistemi ile cift siringa
esasli basingli sivi fazli mikroekstraksiyon (CSE-BSFME) olarak adlandirilan yeni bir
sivi fazli mikroekstraksiyon yontemi gelistirilmeyi ve sonrasinda alevli atomik

absorpsiyon spektrometri (AAAS) sistemi ile tayini ama¢lanmistir.

ikinci calismada, zeytin yaprag: 6rneklerinde bakir tayini icin, siringalar arasindaki
ekstraksiyon verimini artirmayi saglayan filtre gelistirilerek ytizlerce delikli bir
filtreye sahip metalik elek kullanilmis ve CSE-BSFME-AAAS olarak adlandirilan

basit, verimli ve ¢evre dostu bir ekstraksiyon yontemi gelistirilmistir.

Uclincii calisma, yiiksek basingh sivi kromatografisi-ultraviyole dedektorii (HPLC-
UV) ile metil paraben, etil paraben, propil paraben, biitilparaben ve benzil parabenin
eser seviyelerde ruj orneklerinde tespiti i¢cin verimli, yesil, hassas ve basit bir

analitik prosediir olan DSSME yontemini sunmaktadir.

Tez kapsaminda yapilan son ¢alismada ise, atiksu, nehir ve musluk suyu gibi cesitli
su orneklerinde Cr (VI) tayini, difenilkarbazid ile olusturdugu kompleks sonrasi
HPLC-UV ve dijital gortnti tabanli kolorimetri gibi cift goriintiilleme sistemi ile

belirlenmistir.

1.3 Hipotez

Kobalt, bakir, krom ve parabenler de dahil olmak {izere organik ve inorganik
kirleticiler, cok diisiik derisimlerde bile tiim canli organizmalar lizerinde zararh

etkileri olan ¢evresel kirleticilerdir. Bu baglamda, ortaya ¢ikan bu kirleticilerin eser



seviyelerinin belirlenmesi, bunlarin saglik 1tzerindeki etkileri ve c¢evresel

kontaminasyonun 6nlenmesi a¢isindan oldukg¢a 6nemlidir.

Son yillarda arastirmacilar, yesil kimya kavramlariyla uyumlu olarak, toksik organik
coziicilerin tiketimini en aza indiren ¢evre dostu yontemlere odaklanmislardir. Tez
calismalar1 boyunca, geleneksel SFME yontemlerinde kullanilan ¢6ziiciilerin
dezavantajlarinin tstesinden gelmek icin bu ¢6ziiciilerin hacmini azaltmak veya
¢ozici kullanimindan kag¢inmak gibi avantajlar olusturan SFME yontemleri
gelistirilmistir. Bu durum, sulu ¢o6zeltiden organik ve inorganik analitlerin 6n
deristirilmesi i¢in gelistirilmis cift siringa esash basingli sivi fazli mikroekstraksiyon
yontemi ile gerceklestirilmistir. DSSME yonteminde, ekstraksiyon ¢oziiciilerini sulu
cozeltilere etkili bir sekilde dagitmak icin bir dagitic1 ¢oziicii kullanilmakta, ancak
ekstraksiyon ¢ozicist, elek baglantili ¢ift siringali sivi faz mikroekstraksiyon
yontemi kullanilarak bir dagitici ¢oziici kullanilmadan sulu ¢ozeltiye kolayca
dagitilabilmektedir. Iki siringa arasina yerlestirilen plastik veya metalik filtre, sulu
cozeltide ekstraksiyon ¢oOzicisinin dagitim etkinligini arttirmaktadir.
Ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin dagilmasi, siringalardaki hava bosluklarinin neden
oldugu basin¢la daha da arttirilmaktadir. Ayrica 6nerilen yontemin literatiirde
bulunan diger yontemlere gore diisiik maliyeti, diisiik kimyasal tiiketimi, cevre
dostu olmasi ve uygulama kolaylig1 gibi avantajlar1 vardir. Otomatik karistirma
islemi, diisiik standart sapma degerleri elde etmek icin sistem tlizerinde bulunan
sabit basingh bir pompa yardimiyla manuel karistirmanin neden oldugu hatalar1 da

ortadan kaldirmaktadir.

Diger bir 6nemli gelisme olarak son birkag¢ yilda, analitlerin derisimini belirlemek
icin akilli telefonlarin kullanimi artmaktadir. Giintimiiz akilli telefonlarindaki
yuksek coziinurlikli dijital kameralar, etkileyici bilgi islem yetenekleriyle
birlestiginde, akill telefonu giiclii bir analitik ara¢ haline getirmistir [46]. Distik
maliyetli, tasinabilir olmasi ve kolay kullanimi nedeniyle akilli telefonlardaki dijital
gorinti kolorimetrisi ile dijital goriintiisiiniin renk degisiklikleri kullanilarak agir
metal tayini yapilmistir. Akill telefondaki dijital goriintii kolorimetrisi, akill
telefonun kamerasinin ve uygulamalarin hizli gelisimi ile gelistirilecektir.
Gelistirilen birlesik yontemlerin, karmasik 6rnek matrikslerinde farkl organik ve

inorganik kirleticileri belirlemek i¢in genisletilebilecegine inanilmaktadir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Organik/Inorganik Kirleticiler

Tarim, sanayi, sehirlesme ve ulasimdaki hizli ve kontrolsiiz gelismenin bir sonucu
olarak cevresel kaynaklarin binlerce antropojenik kimyasalla kirlenmesi ve dogada
tiim tilkelerde degisen konsantrasyonlarda bulunmasi nedeniyle, kirleticiler kiiresel
bir sorun haline gelmektedir [47]. Kirleticilerin insanlar1 ve hayvanlar1 olumsuz
etkiledigi, c¢ok sayida yapilan bilimsel c¢alisma ile belgelenmistir [48-50].
Kirleticilerin ~ olusumunu ve akibetini degerlendirmek i¢in  disiik
konsantrasyonlarda miktarlarinin belirlenmesi birincil 6neme sahiptir. Kirleticiler
cevreye birkac yoldan girebilir, ancak ¢ogu durumda kaynagin dogrudan

tanimlanmasi1 mimkiin degildir [47].

Endokrin bozucu bilesikleri de iceren kirleticiler, son yillarda bilim camiasinin
dikkatini ¢ekmistir. Calismalar, endokrin sisteme midahale ederek hem vahsi
yasamda hem de insanlarda biiyiime ve lireme anormalliklerine, cinsel yonelim

degisikliklerine neden olabildiklerini dogrulamistir [1, 51].

Kirleticilerin cevrede varligi ve birikimi, su ve kara yasami ile insan sagligi
lizerindeki olumsuz etkilerinden dolay1 6nemli bir konu haline gelmistir. Kirletici
kalintilarin besin zinciri yoluyla potansiyel aktarimi nedeniyle, Kkirleticilerin
bitkilerin yenilebilir kisimlarina alinmasi ve su hayvanlarindaki biyobirikim, insan
saghigl icin bir bagka husustur [47]. Kirleticilerin tespiti icin 6nemli bir ilerleme
kaydedilmis olmasina ragmen, bu kirleticilerin etkilesimleri ve insan popiilasyonu
tizerindeki toksikolojik etkileri hakkindaki mevcut bilgiler sinirlhidir [47, 52]. Bu bilgi
eksikligi, sinirhi finansal kaynaklara ve bunlarin ekosistemler ve insan saghgi
tizerindeki etkilerini tek basina veya karisim halinde tespit etmeye yonelik analitik
tekniklerin eksikligine baglanabilmektedir. Kirleticilerin birbirleriyle veya c¢esitli

kirleticilerle nasil etkilesime girdigi bilinmemektedir [52].



2.1.1 Endokrin Bozucu Bilesikler

Endokrin sistem, insan vicudu ic¢in bir iletisim araci gorevi gormekte olup bu
sistemin islevini degistiren herhangi bir maddeye endokrin bozucu denmektedir
[53]. Endokrin bozucu bilesikler, hormonal sisteme miidahale edebilen ve bir
organizmanin saghgi lizerinde olumsuz etkiler yaratan dogal veya sentetik eksojen

bilesiklerdir [54].

Endokrin bozucu bilesikler, saglik ve cevresel etkileri nedeniyle 6nemli bir ¢evresel
kirletici sinifidir ve ABD Cevre Koruma Ajansi (U.S. EPA) tarafindan; “homeostazin,
liremenin, gelisimin ve/veya davranisin korunmasindan sorumlu olan viicuttaki
dogal hormonlarin sentezi, salgilanmasi, tasinmasi, baglanmasi, eylemi veya

eliminasyonuna miidahale eden eksojen bir ajan” olarak tanimlanmistir [55, 56].

1970'leri ve 1980'leri takiben, atik sularin ve bosaltilan su ortamlarinin aritma
sturecinde oncelikle cesitli insan hormonlarinin ve farmasétiklerin varlhigl rapor
edilmistir [57, 58]. Bildirilen birka¢ vakaya ragmen, tespit edilen endokrin bozucu
bilesiklerin eser diizeydeki konsantrasyonu ve toksisitedeki 6nemi hakkinda bilgi
eksikligi nedeniyle endokrin bozucu bilesikler fazla dikkat gekmemistir. Ancak bazi
arastirmacilar, tespit edilen ilaglar1 ve ilag metabolitlerini ¢cevresel Kirleticiler olarak

degerlendirmistir [59, 60].

U.S. EPA, yaklasik 87.000 bilesik i¢in resmi tarama yontemleri ve toksisite test
stratejileri gelistirmek i¢in Endokrin Bozucu Tarama Programini1 (EDSP) kurmaya
calismistir. Avrupa Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (OECD) de endokrin
bozucu bilesiklerin 6nemini dogrulamak ve giivenilir bir yontem gelistirmek icin
caba sarf etmistir [61] [59]. Ancak, 6nerilen yontemler heniiz bilimsel topluluklarda

tam olarak kabul gormemistir [62].

Endokrin bozucu bilesik oldugu kanitlanmis veya endokrin bozucu bilesik
oldugundan stiiphelenilen ¢ok sayida madde vardir [63]. Endokrin bozucu bilesikler
dogal olarak olusabilmektedir, ancak cogunlugu cevreye salinan yapay bilesiklerdir.
Gida iirtinleri (soya fasulyesi, keten), pestisitler, ev kimyasallar1 (nonilfenol ve
oktilfenol dahil deterjanlar), kisisel bakim trtnleri (kozmetikler), plastik siseler
(bisfenol A, ftalatlar) ve farmasotikler (dogum kontrol haplari) dahil endiistriyel
kimyasallar gibi birgok giinliik iirtinde bulunmustur [53, 64]. Bu bilesikler, cevresel

kirleticiler, gida ambalaj malzemeleri ve dogal bitki bilesenleri yoluyla gidalara



girebilmektedir. Bu nedenle, gida ve ¢cevrede bulunmalar i¢in yetkililer tarafindan
maksimum kalinti limitleri (MRL) belirlenmistir [53]. 1970'lerden bu yana, ¢ogu
tilke, geleneksel olarak giivenli kabul edilen dozlarda yan etkilerine dair tutarh
kanitlar nedeniyle, c¢ogunlugunun iretimini, islenmesini ve imha edilmesini

yasaklamis veya ciddi sekilde kisitlamistir [65, 66].

Endokrin bozucular, farkli hastalik tiirlerine duyarhlig: artirabilecek doku ve organ
gelisimi ve islevine miidahale edebilmektedir [63]. Ayrica, bir organizmanin saghgi
tizerinde olumsuz etkilere neden olarak hormon dengesinin bozulmasina yol
acmaktadir [67, 68]. infertilite, degisen cinsel davranis ve azgelismislik, dikkat
eksikligi ve hiperaktivite, tiroid veya adrenal kortikal fonksiyonun degismesi,
cocuklarda norogelisimsel gecikmeler, dogum kusuru ve kanser gelisimi gibi
hormon mekanizmasinin bozulmasi sonucu cesitli kusurlar ortaya cikabilmektedir

[67].

Endokrin bozucular, endiistriyel, tarimsal, kentsel vb. gibi ¢ok cesitli kaynaklardan
insanlara ve diger organizmalara salinabilmektedir. Ayrica toprak, hava, atik su,
ylizey suyu ve yeralti sularinda farkli konsantrasyonlarda tespit edilmislerdir [69-

72].
Endokrin bozucu bilesiklere maruz kalmanin ana 6zellikleri asagidaki gibidir:

e Glivenli bir endokrin bozucu bilesik dozu yoktur. Diisiik konsantrasyonlarda ve

endojen hormonlarla kombinasyon halinde hareket etmektedirler.

e Bireyin gelisiminin 6zel savunmasizlik donemlerinde (hamilelik, emzirme,
ergenlik) endokrin bozucu bilesiklere maruz kalma, yasamlar1 boyunca olumsuz

etkilerle hasara neden olmaktadir.

e Endokrin bozucu bilesiklere maruz kalma dozlarini olumsuz etkilerle
iliskilendiren egriler dogrusal degildir. Tepki her zaman maruz kalma dozu ile ayni

oranda artmamaktadir.

e Genel anlamda, bireyler tek bir endokrin bozucu bilesik tipine degil, endokrin
bozucu bilesiklerin bir karisimina maruz kalmaktadirlar. Bu nedenle, kimyasal
kalintilar (kokteyl etkisi) arasindaki olasi sinerjistik, katki maddesi veya

antagonistik eylemler gz 6niine alindiginda, etkileri tahmin etmek zor olmaktadir.



e Maruziyetten sonra gozlenen etkiler uzun gecikme siirelerinden sonra ortaya

cikabileceginden, nedensel bir iliski kurmakta buytik zorluk vardir [66].

2.1.1.1 Endokrin Bozucu Tiirleri

1. Siiflandirilmis Endokrin Bozucular: Endokrin aktif bilesikler hem dogal olarak
olusan maddeleri hem de insan yapimi kimyasallar icermekte olup kimyasal
yapilar1 sasirtici derecede cesitlidir [73]. Siniflandirilmis endokrin bozucular

asagidaki gibidir [74]:

i. Ostrojen (kadin cinsel gelisiminden sorumlu), progesteron ve testosteron
(=androjenler: erkek cinsel gelisiminden sorumlu) igeren dogal hormonlar,
fitoostrojenler (viicut tarafindan alindiginda 6strojen benzeri aktivite gosteren soya

fasulyesi gibi bazi bitkilerde dogal olarak bulunan maddeler).
ii. Yapay maddeler

e Dogal hormonlarla ayni, sentetik olarak tiretilmis hormonlar. Ornegin; oral
kontraseptifler, hormon replasman tedavisi, endokrin sisteme mitidahale
etmek ve modiile etmek i¢cin kasith olarak tasarlanmistir.

e Yapay kimyasallar. Bilinen en yaygin yapay endokrin bozucu kimyasallar
asagida listelenmistir:

- Pestisitler (DDT, endosulfan, metoksiklor)

- Yiiksek Klorlu Bilesikler (Poliklorlu bifeniller, dioksin, furan)
- Alkilfenoller (nonilfenol, oktilfenol)

- Plastik Katki Maddeleri (Bisfenol-A, ftalatlar)

- Parabenler (biitilparaben, benzilparaben)

- Agir Metaller (kobalt, kursun, krom).

2. Siniflandirilmamis, Potansivel Endokrin Bozucular: Endokrin sistemini bozma

potansiyeline sahip bir¢cok endiistriyel kimyasal vardir. Ancak bu kimyasallarin
endokrin bozucu oldugu hentiz kanitlanmamistir. Siniflandirilmamis endokrin
bozucularin bazi kimyasal siniflar, gesitli fenolik bilesikleri, naftolleri, naftalinleri,
benzen ve tiirevlerini, anilinleri ve tiirevlerini ve sentetik boyalar1 icermektedir

[74].

Pek ¢ok dogal ve sentetik kimyasalin yaygin olarak endokrin bozucu bilesik olarak

kabul edilmesine ragmen, ¢evrede bulunan c¢ok sayida kimyasal hala



tanimlanmamistir ve potansiyel endokrin bozucu bilesikler olarak siipheli kabul
edilmektedir. Ayrica, gesitli endiistriyel sektorlerdeki ihtiyaclar nedeniyle siirekli
olarak bir¢ok yeni kimyasal turetilmektedir. Ek olarak, tanimlanmis baz1 endokrin
bozucu bilesiklerin endokrin bozucu aktivitelerine dair kanitlar genellikle bir

dereceye kadar tartismahdir [59].

2.1.2 Parabenler

Parabenler, giinliikk tliketici Uuriinlerinde yaygin bir sekilde koruyucu olarak
kullanilan bir kimyasallar grubudur [75]. 4-hidroksibenzoik asidin esterleri olan
parabenler, nedeniyle gida maddelerinde, farmasotiklerde ve kisisel bakim
trlinlerinde koruyucu olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir [76]. Bu esterler
arasinda metil paraben (MeP), etil paraben (EtP), propil paraben (PrP), izopropil
paraben (iPrP), biitil paraben (BuP), izobiitil paraben (iBuP) ve benzil paraben
(BeP) bulunmaktadir [77, 78]. Bu paraben tiirlerinden benzilparaben en akut toksik
olarak gorinmektedir [79]. Metil- ve etilparaben ise en az akut toksik olarak

gorinmektedir [80].

2000'den o6nce yapilan erken risk analizine dayanarak, parabenler insan kullanimi
icin glivenli kabul edilmistir. Spesifik olarak, farelerde yapilan erken akut toksisite
calismalari, bireysel olarak parabenlerin LD50'sinin (ortanca o6ldiriicii doz) oral
uygulamadan sonra 2100 ile 8000 mg kg1 arasinda oldugunu gostermistir [81]. Soni
ve ark., 2000 yilindan 6nce yayinlanan parabenlerin kisa siireli, subkronik ve kronik
toksisitesi lizerine yapilan calismalar1 0Ozetlemis ve parabenlerin tiiketici
triinlerinde bulunan konsantrasyonlarda insanlar tizerinde herhangi bir toksik etki
gostermedigi sonucuna varmistir. Toksikolojik calismalara dayanarak, parabenler
"genel olarak giivenli olarak kabul edilen” (GRAS) bilesikler olarak listelenmistir
[81] [82]. Ancak daha sonraki arastirmalar, parabenlerin endokrin sistemi modiile
edebilecegini veya bozabilecegini ve bu nedenle insan saghg tlizerinde zararh
etkileri olabilecegini gostermistir [83]. Parabenler, viicuda alindiktan ve deriye
uygulandiktan sonra ve ayrica inhalasyon yoluyla emilmektedir [82]. Meme
timorleri [84] ve plasenta dokusu [85] gibi dokularda da bu kimyasallar tespit

edilmistir.

Parabenler tlizerindeki alkil zincirinin uzunlugundaki bir artisin, parabenlerin suda

¢ozlnlrligini azaltmasina ragmen antimikrobiyal aktivitede bir artisa neden
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oldugu kesfedilmistir [11]. Bununla birlikte, ¢ok sayida arastirma, parabenlerin
endokrin sistemi oldugu kadar ilireme sistemi lizerinde de olumsuz bir etkisi
olabilecek, gelismekte olan bir endokrin bozucu kimyasallar grubu oldugunu

gostermistir [86].

Cok sayida arastirmaci parabenlerin idrar, ter, serum, plasenta, lipid dokusu ve
meme tiimoriu dokusu dahil biyolojik matrislerde bulunabilecegini bildirmistir [86,
87]. Bu bilesikler, diinya c¢apinda insanin biyolojik matrislerinde ytksek
konsantrasyonda gozlenmistir [86]. Ayrica parabenlerin, atik su (20-30 pg L-1), tath
su (21-80 ng L) ve ic mekan tozu (0.258-2.790 pg g1) gibi farkli c¢evresel

ortamlarda da varlig1 tespit edilmistir [88].

2.1.2.1 Parabenlerin Kimyasal Yapisi ve Siniflandirilmasi

Parabenler, p-hidroksibenzoik asidin (PHBA) alkil esterleridir. Alkol, eter ve
asetonda kolayca ¢ozlnir ve inert, kokusuz, tatsiz, renksiz, lipofiliktirler ve genis
bir ¢ozelti pH araliginda stabil kristal veya kristal kimyasallardir [82, 89].
Parabenlerin tat, renk, koku ve pH tizerinde hicbir degisiklige neden olmamalari
nedeniyle iriinlerin arzu edilen kalitesinde hi¢bir anormallik ve bozulmaya neden
olmamasi da tercihlerini artirmaktadir. Ayrica parabenler, tUriinlerin giivenligini
saglayan bir 6zellik olan miilkemmel pH ve termal kararlilik sergilemektedir [15].

Calismada kullanilan parabenlerin kimyasal yapilar1 Tablo 2.1" de siralanmistir.
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Tablo 2.1 Parabenlerin kimyasal yapilari ve 6zellikleri [89]

Molekiil Molekiil

Bilesik ismi Kimyasal Yapisi
Formiilii Agirhg:
0
Metilparaben o CsHs03  152.15
HO
O

o >\ CoH1003  166.17

Etilparaben
HO
0]
Propilparaben 0/\\‘/ C10H1103  180.20
HO
0
Biitilparaben 0 C11H1403  194.23
HO
0

Benzilparaben /@J\O/\Q C14H1203  228.25
HO
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2.1.2.2 Parabenlerin Kullanim Alanlar

Parabenlerin kozmetik tiriinlerde ve Kkisisel bakim trtinlerindeki ana kullanimi
antimikrobiyal o6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Paraben tiirdeslerinin
karisimlarinin  kullanilmasinin, her bir bilesigin daha diisiik seviyelerinin

kullanilmasiyla koruyucu kapasitelerinin artmasina izin verdigi gosterilmistir [66].

Parabenler gida, kozmetik ve farmasoétiklerde koruyucu olarak kullanilmaktadir
[90]. Sebzeler, firinlanmis turtinler, kat1 ve siv1 yaglar, ¢esniler, kahve 6zleri, meyve
sulary, tursular, soslar, alkolsiiz icecekler ve dondurulmus siit tiriinleri gibi islenmis
triinlerde 450 ile 2000 mg kg! arasindaki konsantrasyonlarda antimikrobiyal
koruyucular olarak genis uygulama alani1 bulmuslardir. Parabenler, farmasoétik ve
kisisel bakim trtinlerinden olan giines losyonlari, deodorantlar, sa¢ joleleri,
sampuanlar, kremler ve dis macunlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
parabenler, hiicre zarini ve hiicre i¢i proteinleri par¢calama yetenekleri nedeniyle
antibakteriyel ve antifungal aktiviteye sahiptir ve mikrobiyal hiicrelerin enzimatik
aktivitesinde bir degisiklife neden olmaktadir [89]. Izobiitilparaben ve
fenilparabenin Escherichia coli'ye karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
bilinirken [91], kagit Uretiminde antifungal 6zelliklerinden dolay1 metilparaben ve

propilparaben karisimi kullanilmistir [92].

Yazar ve ark,, ¢esitli magaza ve markalardan temin ettikleri sampuan, sa¢ kremi, sivi
sabun, mendilleri iceren 204 kozmetik iiriin serisinin bilesimini belirledikleri
calismalarinda, analiz edilen kozmetiklerin en az %44'liniin en az bir paraben
tiirdesi icerdigini gostermislerdir. En yiiksek oranda bulunan paraben MeP
(trtinlerin %41'i) olurken, bunu PrP (%25) izlemistir [93].

Yapilan baska bir calismada, analiz edilen dis hijyeni tirtinlerinin %40'inda ve diger
glinlik hijyen ftriinlerinin %60'inda parabenlerin tespit edildigi bildirilmistir.
BuP’den sonra MeP ve PrP en ¢ok tespit edilen bilesikler olmustur. MeP, EtP, PrP ve

BuP'in en yiiksek konsantrasyonlarinin, agirlik¢a tiriin basina yaklasik %0.1-0.8'e

karsilik gelen 1040 ile 8200 pg g1 arasinda degistigi gorilmiistiir [94].

2.1.2.3 Parabenlerin insan ve Cevre Saghgi Uzerine Etkileri

Kisisel bakim triinleri, sabunlarda, losyonlarda, dis macunlarinda, kokularda ve

gines kremlerinde kullanilan ¢ok cesitli bir bilesik grubudur. Kisisel bakim
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urinlerinin birincil siniflar1 arasinda dezenfektanlar, kokular, bécek kovucular,
koruyucular (parabenler) ve UV filtreleri bulunmaktadir. Dahili kullanima y6nelik
farmasotiklerin aksine, kisisel bakim tiriinleri insan viicudunda harici kullanima
yonelik irlnlerdir ve bu nedenle metabolik degisikliklere maruz kalmazlar; bu
nedenle, biiylik miktarlarda kisisel bakim iirtinii, diizenli kullanim yoluyla cevreye
degismeden girmektedir [80]. Bu bilesiklerin bircogu biiyiik miktarlarda
kullanilmaktadir ve arastirmalar, bircogunun cevresel olarak kalici, biyoaktif

oldugunu ve biyobirikim potansiyeline sahip oldugunu gostermistir [95].

Parabenler, uzun siire zararsiz olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte 20 y1l1 askin
bir siiredir, endokrin bozucu potansiyellerinden kaynaklanan ana endise nedeniyle
parabenlerin giivenligi konusunda tartismalar devam etmektedir [96]. Yakin
zamanlarda, parabenlerin endokrin bozulmasina sebep oldugu ve meme kanserinin

olas1 bir nedeni olabilecegi 6ne strilmistiir [97, 98].

Parabenler ilk olarak 2004 yilinda insan meme tiimor dokusunda tespit edilmistir
[99]. Parabenlerin daha sonra PrP i¢cin 16.8 ng/g, MeP icin 16.6 ng/g, BuP icin 5.8
ng/g, EtP icin 3.4 ng/g, iBuP icin 2.1 ng/g ve toplam parabenler icin 85.5 ng/g
medyan konsantrasyonlarinda insan gégsiniin tiim boélgelerinde her yerde oldugu
dogrulanmistir [100]. Ayrica parabenlere uzun siire maruz kalmanin meme kanseri
hiicre ¢ogalmasini ve gociinii arttirdigl gozlemlenmistir [101]. Yakin tarihli yapilan
bir calismada, 1 ve 5 pM konsantrasyonlarda PrP'in DNA hasarina neden oldugu
bulunmustur. Bu da parabenlere maruz kalmanin duyarl kisilerde zararh 6strojenik
etkilere neden olabilecegini diisiindiirmektedir [102]. In vivo deneylerde, BuP'in
sicanlarin lireme sistemi tizerinde olumsuz bir etkisi oldugu goézlenmistir [103].
Ayrica PrP ve BuP'in yiiksek estradiol seviyelerinden sorumlu metabolik enzimlerde

degisikliklere neden oldugu gorilmisttr [82].

3 yasin altindaki ¢ocuklara yonelik kozmetiklerdeki parabenlerin icerigine iliskin
Avrupa diizenlemesi mevcuttur. Ancak hamilelerde kullanimina iliskin herhangi bir
diizenleme bulunmamaktadir. Yapilan c¢alismalar, parabenlerin, cocuklar ve
fettislerle ilgili 6zel bir endiseye yol acan potansiyel bir endokrin bozucu etkisi
oldugunu gostermistir. Parabenlerin 6strojenik etkisinin yenidoganlarda ¢cok diisiik

endojen Ostradiol diizeylerini asabilmesinin yani sira, fetiis ve ¢cocuktaki dokularin
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metabolik kapasitesi tam olarak gelismemistir. Dolayisiyla paraben maruziyetinin

bu niifus grubu tizerindeki etkilerine iliskin endiseleri artirmaktadir [75].

Farmasotik ve Kkisisel bakim ftrlnlerinin kullanimi artmakta ve o6zellikle insan
viicudundan yikanarak, paraben igerikli tiriinlerin tuvalet, lavabo ve ¢6p kutularina
yanlis sekilde atimasi yoluyla ¢evremizdeki paraben konsantrasyonunu
artmaktadir [104]. Diinyanin en 6nemli dogal kaynaklarindan biri olan su, bu
parabenler i¢in hizla biiyiik bir rezervuar haline gelmektedir [89]. Deniz suyunda
parabenlerin olusumu su ortaminda bir endise kaynagidir, ¢iinkii baz1 parabenler,
ozellikle BuP, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda tam mercan agartmasina neden
olabilmektedir [105]. Ote yandan, parabenler yiizme havuzu suyunda ana bilesikler

ve Kklorlu yan iirtinler olarak bulunabilmektedir [106].

Propilparaben ve metilparabenin Cin nehirlerinde 3142 ve 1062 ng L-1 ile en ytliksek
konsantrasyonlara sahip oldugu rapor edilirken [107], Hint sularinda agirlikh
olarak etilparaben gozlenmistir [108]. Haman ve ark, incelemelerinde
metilparabenlerin su sistemlerinde diger parabenlere gore agirlikli olarak
bulundugunu ve klorlu parabenlerin suda diger parabenlere gore daha kalici
oldugunu bildirmislerdir [10]. Afrika (Misir), Asya, Amerika ve Avrupa'daki cevresel
su drneklerinde bulunan en ytliksek paraben konsantrasyonlari; Afrika i¢in 47.2 ng
mL-1 MeP, 15.7 ng mL-1 PrP ve 22.6 ng mL-1 BuP, Asya i¢cin 55.9 ng mL-1 MeP, 2.83 ng
mL-1 EtP, 69.9 ng mL-1 PrP ve 1.85 ng mL-1 BuP, Amerika i¢in 4.33 ng mL-! MeP, 1.49
ng mL1 EtP, 14.9 ng mL-! PrP ve 0.90 ng mL-1 BuP ve Avrupa i¢in 10.0 ng mL-1 MeP,
21.4 ng mL-1 EtP, 2.87 ng mL-! PrP ve 4.54 ng mL-! BuP olarak bulunmustur [89].

Parabenler, parabenle kirlenmis su ile etkilesimlerinin bir sonucu olarak sualti
yasaminda da bulunmustur. Ornegin Filipinler'de Manila Kérfezi'nde yetiskin
baliklarda paraben seviyesi 4700 ng g1 iken gen¢ baliklarda 2200 ng g olarak
bildirilmistir [109]. Tim bunlar, parabenler viicutta biyolojik olarak
birikebildiginden, bu kirli baliklar gida olarak tiiketildiginde, uzun vadede insan

sagligini kesinlikle olumsuz yonde etkileyebilecektir.

2.1.2.4 Tirkiye ve Diinya’da Paraben Kullanimi

1920'lerden beri parabenlerin giderek kozmetik ve farmasotiklerde en bol bulunan

katki maddesi haline geldigi tahmin edilmektedir. 2006 yilinda, 22.000'den fazla
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kozmetik tiirti koruyucu olarak parabenler icermektedir ve parabenlerin 13.200
kozmetik triinde kullanildigi 1981'den bu yana paraben kullanimi neredeyse iki
katina ¢ikmistir [82, 110]. 2018 yilina kadar diinya kozmetik pazarinin degerinin
500 milyar avroya kadar ¢iktig1 ve tiiketicilerin uzun raf 6mriine sahip kozmetik
uriinlere yonelik talepleri nedeniyle oniimiizdeki yillarda koruyucu madde

miktarlarinin daha da artmasinin beklendigi tahmin edilmektedir [111].

Turkiye Cumhuriyeti Saglhik Bakanlig1 verilerine gore, kozmetik tirtinlerde kullanilan
koruyucular Kozmetik Yonetmeligi Ek V’inde (Kozmetik Uriinlerde Kullanilmasina
izin Verilen Koruyucularin Listesi) belirli limit ve kosullarla kullanimi olan
maddelerdir. Kozmetik {riinlerde kullanimi yasaklanmis parabenler, asagida

siralandig gibidir [112]:

e Izopropil 4-hidroksibenzoat (Izopropilparaben)
e Izopropilparaben’in sodyum tuzu veya tuzlar

e Izobiitil 4-hidroksibenzoat (izobiitilparaben)

e Izobiitilparaben’in sodyum tuzu veya tuzlar

¢ Fenil 4-hidroksibenzoat (Fenilparaben)

e Benzil 4-hidroksibenzoat (Benzilparaben)

e Pentil 4-hidroksibenzoat (Pentilparaben)

Kozmetik tiriinlerde bazi parabenlerin Tablo 2.2" de belirtilen limit ve kosullarda

kullanimina izin verilmektedir.
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Tablo 2.2 Kozmetik tliriinlerde kullanilmasina izin verilen koruyucularin listesi [112]

Kullanima hazir

Etiket lizerinde

Referans Kimyasal Ortak bilesenler urinlerdeki belirtilmesi gereken
) Diger kosullar
sayisl ismi/INN sozlugiindeki Ismi maksimum kullanma talimati ve
konsantrasyon tedbirler
4-Hidroksibenzoik | 4-hidroksibenzoik asit Tek ester i¢in
asit ve onun Metil- Metilparaben % 0,4 (asit olarak)
ve Etil-esterleri, ve
Potasyum etilparaben
onlarin tuzlan
Potasyum paraben Ester karigimlar icin %
Sodyum metilparaben 0,8 (asit olarak)
12

Sodyum etilparaben
Etilparaben

Sodyum paraben
Potasyum metilparaben

Kalsiyum paraben




8T

Tablo 2.2 Kozmetik tliriinlerde kullanilmasina izin verilen koruyucularin listesi [112] (devami)

12a

Butil

4-hidroksi-benzoat

ve tuzlari
Propil

4-hidroksi-benzoat

ve tuzlari

Bitilparaben
Propilparaben

Sodyum propilparaben
Sodyum biitilparaben
Potasyum biitilparaben

Potasyum propilparaben

Tek basina
konsantrasyonlari
toplami icin % 0,14 (asit

olarak).

Butil ve propilparabenin
ve tuzlarinin tek tek
konsantrasyonlarinin
toplami % 0,14’u
gecmeyecek sekilde, 12
ve 12a numaral
satirlarda belirtilen
madde karisimlari icin %

0,8 (asit olarak)

U¢ yasin altindaki
cocuklarin bez
bolgesine
uygulanmak
lizere tasarlanmis
durulanmayan

urtinlerde

kullanilmamalidir.

Ug yasindan kiigiik
cocuklar i¢in
tasarlanmis
durulanmayan

trtinler i¢in:

“Bebek bezi
bolgesinde

kullanilmamalidir.”




Parabenler, Avrupa, ABD ve Asya'da yiiksek tiretim hacimli kimyasallar olarak kabul
edilmektedir [82]. 1990'larda, Cevre Koruma Ajansi tarafindan ABD'de MeP icin
5000 tona kadar c¢ikan yillik iiretim oranlar rapor edilmistir [113]. Iskandinav
tilkelerinde tirtin kayitlarina gére parabenlerin kullanimi 2006-2007 yillar1 arasinda
zirveye ulasmis ve o zamandan beri muhtemelen kati kisitlayici yasalar nedeniyle
azalmistir. Ancak Cin'de bireysel iireticilerin liretim verilerine gore, parabenlerin
(MeP, EtP) tiretim oranlar1 ayda 500 ton kadar ytiksektir. Ayrica PrP tiretim hizinin
>10.000 ton ay'! oldugu bildirilmistir. Bu durum sasirtict degildir, ¢iinkii Mart
2002'de MeP, EtP ve PrP Cin'de gida katki maddeleri olarak onaylanmis olup
gidalarda izin verilen maksimum MeP, EtP ve PrP konsantrasyonu 0,5 g/kg’dir. Bu
nedenlerle Cin'de paraben tlretimi ve kullaniminin artmaya devam etmesi makul

gorinmektedir [82].

Genel niifusu korumak ve asir1 paraben alimini ortadan kaldirmak i¢in birgok iilke,
birlik ve yerel veya uluslararasi kuruluslar, cesitli iirtin kategorilerinde kabul
edilebilir paraben icerigini belirleyen belirli yasal sinirlar getirmistir. Ornegin,
Avrupa Birligi'nde, toplam icerik bir paraben icin %0.4'li veya kozmetik ve
ilaclardaki bir paraben karisimi icin %0.8'i gegmemelidir. Bu limitler gida trtnleri
icin de kayit altina alinmistir. Gida ve Ilag Dairesi bu limitleri 6nermis olsa da,
Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada'da hala kati mevzuat cerceveleri yoktur.
Japonya'da iist esik %1'dir. Danimarka, li¢ yasindan kiiciik ¢ocuklara yonelik
mallara daha da kati sinirlar getirmistir. Zaman zaman gesitli kuruluslar ve
komiteler, yeni ortaya cikan bilimsel veriler dogrultusunda kabul edilebilir giinliik

alimin (ADI) azaltilmasinin 6nemini ve gerekliligini tavsiye etmektedir [15].

2.1.3 Agir Metaller

Agir metallerle cevre Kkirliligi kiiresel bir sorun haline gelmektedir. Metalik
kirleticilerin insan saghgi ve cevre lizerindeki potansiyel etkileriyle ilgili artan
endisenin bir sonucu olarak, ¢cevredeki eser metallerin temel, uygulamali ve saglik

yoOnleri lizerine arastirmalar artmaktadir [114].

Agir metal terimi genellikle 6nemli bir kirletici sinifini olusturan ¢esitli elementleri
kapsamak icin kullanilmaktadir. Agir metaller ¢evreye atmosferik partikiillerin
birikmesi, metalle zenginlestirilmis kanalizasyon ¢amurlarinin ve kanalizasyon

atiklarinin bertarafi ve metal madenciligi islemlerinden kaynaklanan yan triinler
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olmak tizere baslica li¢ yoldan girmektedirler [115]. Bununla birlikte, esas olarak
metal iceren partikiillerin atmosferik karisimi ve genel atmosferik metal havuzuna
katkida bulunan metallerin ve metal yayan kaynaklarin cesitliligi nedeniyle
atmosferik girdiyi dogru bir sekilde 6l¢mek zordur [114]. Sedimentlerin agir metal
icerigi, dogal kaynaklardan (kaya asinmasi, toprak erozyonu, suda ¢éziintir tuzlarin
¢ozliinmesi) ve belediye atiksu aritma tesisleri, imalat sanayileri ve tarimsal

faaliyetler gibi antropojenik kaynaklardan gelmektedir [116].

Agir metaller, hizli sanayilesme, ulasim ve tarimsal faaliyetler sonucunda 6nde gelen
cevre Kirleticileri olarak degerlendirilmektedir. Havayi, suyu, topragi, bitkileri ve
cesitli organizmalar1 etkilemektedirler. Toprak Kkirliliginden sorumlu olan agir
metaller Bakir (Cu), Kadmiyum (Cd), Cinko (Zn), Nikel (Ni), Krom (Cr) ve 6zellikle
en yaygin olani Kursun (Pb)'dur. Bitkiler ve toprak mikroorganizmalar1 bu metalleri
metabolik aktiviteleri ile emmektedir. insan gidalarinin %90'indan fazlasinin
toprak tarafindan karsilandigi dustinildiigliinde, bu agir metaller bitkiler araciligiyla
insan viicuduna kolaylikla ulagsmaktadir. Ayrica agir metaller topraklardan yeralti
sularina gecerek icme sularini dogrudan tehlikeye atmaktadir [117]. Balik ve
kabuklu deniz tirtinleri tirleri de toprak ve sulardaki agir metallerden ciddi sekilde
etkilenmektedir ve bunlarin tiiketimi agir metalleri insan viicuduna almanin baska

bir yoludur [118].

Agir metaller genellikle zehirlidir, ancak agir metallerin oksitlerinin tehlikesi ¢cok
daha diisiiktiir [119]. Nehirlerde ve gollerde agir metal iyonlarinin bulunmasi
hayvanlar, bitkiler ve insanlar icin ¢esitli saglik sorunlarina neden olabilmektedir.
insan viicudu metalleri biiyiik oranda atamamakta ve bunun sonucunda cesitli i¢
organlarda birikmektedirler. Bliyiik birikmeler ters reaksiyonlara ve viicutta ciddi
hasara neden olabilmektedir [120]. Agir metallerin organizmalardaki asir
toksikliginin nedeni, suda ¢o6ziinebilen iyonlar veya bilesikler halinde olmalar1 ve
dogada canli organizmalar tarafindan kolaylikla emilebilmeleridir. Genellikle agir
metallerin toksik etkisi, organik bilesiklerle kompleks olusturmalarindan
kaynaklanmaktadir. Bu metaller viicut tarafindan emildikten sonra proteinler,
enzimler ve niikleik asitler gibi hayati 6neme sahip hiicresel birimlere baglanarak
fonksiyonlarini inhibe etmektedir [121]. Bu metaller proteinlerin - SH gruplariyla

reaksiyona girmektedir. Belki bu olay kimyasal olarak basit goriinebilir, ancak bu
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metabolizmada onemlidir ve 6liime neden olabilmektedir. Hayvan viicudunda
homeostatik mekanizmalar nedeniyle metal konsantrasyonu tolerans sinirini
gecmezse veya agir metaller uzun sure metabolizmay etkilemiyorsa metabolizma
kendini koruyabilmektedir. Metallerin toksisitesi en yaygin olarak beyin ve

bobrekleri etkilemekte, ancak baska belirtiler de ortaya ¢ikabilmektedir [23].

2.1.3.1 Agir Metallerin Siniflandirilmasi

Metaller hem dogada bol miktarda bulunmali hem de ¢oziiniir tiirler olarak
kolaylikla temin edilebilmelidir. Bunlarin bazilari, hidroksitlerinin dustik
¢ozinirligi nedeniyle neredeyse mevcut degildir [122]. Cevre Kkirliligi acisindan

bakildiginda metaller li¢ kritere gore siniflandirilabilmektedir [123];

i.  Kritik olmayan (Na, Mg, Fe, K, Ca, Al, Sr, Li, Rb),
ii.  Toksik ancak ¢ok ¢6ziinmez veya ¢ok nadir (Ti, Hf, Zr, W, Ta, Ga, La, Os, Ir, Ru,
Ba,Rh),
iii.  Coktoksik ve nispeten erisilebilir (Be, Co, Ni, Cu, Zn, Sn, Cr, As, Se, Te, Ag, Cd,
Hg, T1, Pb, Sb, Bi).

Kadmiyum (Cd), civa (Hg), kursun (Pb), bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) gibi agir metaller,
cevresel kaliciliklari, toksisiteleri ve besin zincirine dahil olma yetenekleri
nedeniyle sucul ekosistemlerin ciddi kirleticileri olarak kabul edilmektedirler [122].
Aralarinda; kadmiyum, kursun ve civa, viicut dokularinda uzun siireler boyunca
birikebildikleri i¢in nispeten diisiik konsantrasyonlarda olduk¢a toksiktir [124].
insan metabolizmas i¢in diisiik konsantrasyonlarda bile olumsuz etkileri vardir ve
daha fazla maruziyet olmasi durumunda 6ldiriicii olabilmektedirler. Ayrica agir
metallerin ve bunlarin bilesiklerinin ¢ogu mutasyonlara ve farkli kanser ttirlerine
neden olma potansiyeline sahiptir [125]. Bir metalin toprak veya su ortamindaki
akibeti ve tasinmasi, 6nemli 6lciide metalin kimyasal formuna ve tiirtine baghdir

[114].

2.1.3.2 Kobalt

Kobalt (Co), viicudumuzdaki hayati faaliyetlerde 6nemli bir rol oynayan ve ayni
zamanda kan hiicrelerinden biri olan eritrositlerin olusumunda rol oynayan B12

vitamininin yapr tasidir [40, 126]. Insanlar kobalt iceren mineralleri
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sentezleyemedikleri icin gerekli olan kobalt, balik, istiridye, yumurta, siit ve yesil

sebzeler gibi besinler yoluyla insanlara saglanmaktadir [127] [128].

insan beslenmesi icin onerilen kobalt miktar1 giinde 8.0 pg'dir [129]. Insan
viicudunda kobalt alimi biiytik olasilikla B12 vitaminleri ile meydana gelmektedir,
bu nedenle B12 vitamini eksikligi ciddi saglik sorunlarina yol agabilmektedir. B12
vitamini seklinde kisi basina tiiketilen ortalama kobalt miktari, yemek basina
yaklasik 11 pg'dir. Yetiskinler tarafindan dnerilen giinliik B12 vitamini alim1 miktari

2.4 pg gunl'dur [130, 131].

Yaygin olusumu nedeniyle insanlar giinliik yasamda ¢esitli Co bilesiklerine ortam
havasinin solunmasi ve Co bilesikleri iceren yiyecek ve icme suyunun yutulmasi
yoluyla maruz kalmaktadir. Kobaltin sert metallerin liretimi, 6giitme, madencilik ve
boya gibi ¢ok sayida endiistriyel uygulamasi oldugu i¢in mesleki olarak kobalta

maruz kalma nispeten sik goriilen bir baska olaydir [132, 133].

Hem dustik hem de yliksek miktarda kobalt insan saglig tizerinde olumsuz etkilere
sahiptir. Vicuttaki Co eksikligi, “pernisiy6z anemi” olarak adlandirilan anemi,
karaciger, pankreas ve sinir sistemi bozukluklari, bliyiime geriligi, istah kayb1 ve
kronik sisme gibi bircok soruna ve semptomlara neden olabilmektedir [40, 127,129,
134, 135]. Ancak diisiik konsantrasyonlarda ihtiya¢c duyulan kobalt, uzun stireli
maruziyette de viicut i¢in istenmeyen hastaliklar olusturmaktadir [40]. Co yliksek
konsantrasyonlarda bulundugunda gastrointestinal sistemde tahris, mide bulantisi,
ishal, akciger ve kalp hastaliklar1 ve bazi enzim aktivitelerinin inhibisyonu gibi
toksik etkilere neden olabilmektedir [129]. igme suyunda izin verilen maksimum
kobalt konsantrasyonu, Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi tarafindan

100 pg L1 olarak belirtilmistir [40].

2.1.3.3 Bakir

Yerkabugunda en bol bulunan 25. element bakirdir [136]. Bakir iyonu, insan
viicudunda besin agisindan en gerekli iiciincti eser elementtir. Ayni zamanda insan
viicudundaki bircok temel fizyolojik siirecte 6nemli bir rol oynamaktadir. Bakir
iyonuna bagh enzimler, cildin pigmentasyonu i¢in melanini déniistiiren ve kolajen
ve elastinde capraz baglarin olusumuna yardimci olan katalizérler olarak islev

gormektedir. Bununla birlikte merkezi sinir sisteminin bu yapi ve islevine ek olarak
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hemosiyanin olusumu, hemopoez, damar ve iskelet biitiinliigliniin korunmasi gibi

bir takim viicut fonksiyonlarinin saglanmasina yardimci olmaktadir [137].

Bakir, dogal sulara madencilik, eritme, evsel ve endustriyel atik sular, buharh
elektrik Uretimi, yakma firin1 emisyonlari ve kanalizasyon ¢amurunun bosaltilmasi

dahil olmak tizere ¢esitli kaynaklardan gelmektedir [138].

Bakir eksikligi anemiye ve viicudun bakir emilimini etkileyen énemli bir hastalik
olan menkes hastaligina (¢elik sa¢ hastaligl) neden olabilirken, asir1 bakir iyonu
yliklemesi Wilson hastaligl, Perkinson, Alzheimer, prion hastaliklari, sarilik,
karaciger veya bobrek hasari, gastrointestinal rahatsizlik ve sizofreniye neden
olabilmektedir [137, 139, 140]. Ote yandan, ¢esitli sulu ¢ozeltilerde bulunan asir1
bakir iyonu seviyeleri, insanlar ve bir¢ok sulu organizma i¢in kronik bir zehirlenme
ile sonuclanan 6nemli bir ¢cevresel tehlikeli kirletici olarak kabul edilmektedir [141].
Bu nedenle, Diinya Saghk Orgiitii (WHO), giivenli ve maksimum giinliik bakir alimini
belirli limitler ile smirlandirmistir [137]. Tip Enstitisi (IOM), yetiskinler icin
gidalardan ve takviyelerden tolere edilebilir bir tist alim seviyesi olarak giinde 10
mg'1 tavsiye etmistir [142]. Ancak endiistriyel atiklarin ve belediye atiklarinin
dogrudan desarji, maden yikamalarinin bertarafi, enerji santrallerinden desarjlar,
rafineri atiklarinin yanmi sira zehirli boyalardan ve basingh islem gormiis
rihtimlardan sizinti nedeniyle c¢evredeki bakir konsantrasyonlarinin daha da
artmasi beklenmektedir [143]. Bundan dolayi, gesitli gida maddelerine girerek
kemik yapisinin bozulmasina neden olmakta ve insanin tiim iskelet sistemlerinin
tamamen c¢okmesine neden olmaktadir. Bununla birlikte ¢ok ylksek bakir
konsantrasyonu siroz ve cilt kanseri gibi ciddi hastaliklara neden olabilmektedir

[137].

2.1.3.4 Krom

Krom, yeryiiziinde en bol bulunan yedinci elementtir [144]. Cevrede Cr (II) ile Cr
(VI) arasinda degisen cesitli oksidasyon durumlarinda olusmaktadir [145]. En
yaygin olarak bulunan Cr formlari ti¢ degerlikli Cr (III) ve alt1 degerlikli Cr (VI)'dir

ve her iki durum da hayvanlar, insanlar ve bitkiler icin toksiktir [146].

Krom bilesikleri Cr (III) formunda kararlidir ve dogada bu durumda ferrokromit gibi

cevherlerde bulunmaktadir. Heksavalent Cr (VI) formu, ikinci en kararli durumdur.
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Elementel krom Cr (0) dogal olarak olusmamaktadir. Krom, ¢ok ¢esitli dogal ve
antropojenik kaynaklardan hava, su ve toprak gibi cesitli ¢cevresel matrislere
girmekte ve en biiyiik salinimi endiistriyel kuruluslardan gelmektedir. Cr (VI),
insanlar i¢in kanserojen olarak siniflandirilan toksik bir endistriyel Kkirleticidir
[147]. Cr (VI)'nin toksik dogas, yliksek oksidasyon potansiyeline ve hiicre zarlarina
nifuz etmelerini saglayan nispeten kii¢iik boyutuna baglanmaktadir. Cr (III)
indirgenmis haliyle hareketsizdir ve suda ¢6ztinmezken, Cr (VI) oksitlenmis halde
suda yiiksek oranda ¢oziiniir ve dolayisiyla hareketlidir. Ote yandan, Cr (III) biiyiik

boyutu nedeniyle hiicre duvarlarina niifuz edememektedir [148] [149].

Cr (VI) igeren tiim bilesiklerin bir zamanlar insan yapimi oldugu diisiiniilmekteydi,
sadece Cr (III) havada, suda, toprakta ve biyolojik materyallerde dogal olarak her
yerde bulunmaktaydi. Ancak son zamanlarda, dogal olarak olusan Cr (VI), yeralt1 ve
yiizey sularinda, Diinya Saghik Orgiitii'niin icme suyu icin litre bagina 50 ug Cr (VI)
sinirini asan degerlerde bulunmustur [150]. Ticari olarak krom bilesikleri krom
kaplama, boyalar ve pigmentler, deri tabaklama ve ahsap korumada
kullanilmaktadir. Krom ayrica pisirme sistemlerinde ve kazanlarda antikorozif
olarak kullanilmaktadir [151]. Bu endiistriler, biyolojik ve ekolojik tiirler lizerinde
olumsuz etkisi olan krom kirliliginde énemli bir rol oynamaktadir [152]. Cok ¢esitli
endiistriyel ve tarimsal uygulamalar, cevredeki toksik seviyesini artirarak kromun
neden oldugu kirlilik konusunda endiselere yol agmaktadir. Cevrenin krom, 6zellikle
alt1 degerlikli krom tarafindan kirletilmesi, son yillarda en biiyiik endise kaynagi
olmustur [153]. Ortamda fazla oksijen bulunmasi nedeniyle, Cr (III) son derece
toksik ve suda yiliksek oranda ¢oziiniir olan Cr (VI)'ya oksitlenmektedir [154].
Agustos 1975'te Tokyo'da, Cr (VI) yagma kiitleleri iceren yeralti suyu, izin verilen
krom sinirindan 2.000 kat daha yiiksek bir sinira sahipti. Ayrica Hindistan'da, yeralti
sularindaki krom seviyesinin 12 mg L-1'den ve 550-1.500 ppm L-l'den fazla
olduguna tanik olunmustur [146]. Endistriyel atiklarin desarj1 ve yeralti suyu

kirliligi, topraktaki krom konsantrasyonunu biiytik 6l¢iide artirmistir [155].

Her y1l 300.000'den fazla iscinin isyerinde krom ve krom igeren bilesiklere maruz
kaldig1 tahmin edilmektedir. Mesleki olarak Cr (VI)'ya maruz kalan endiistriyel
iscilerde Cr'nin neden oldugu hastalik riskinin yiiksek olmas1 nedeniyle mesleki

maruziyet biiyiik bir endise kaynagi olmustur. Yilda toplam 33 ton kromun ¢evreye
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salindig1 tahmin edilmektedir. Mesleki olmayan maruziyet, krom iceren yiyecek ve
suyun yutulmasi yoluyla meydana gelirken, mesleki maruziyet inhalasyon yoluyla
gerceklesmektedir [147]. Krom konsantrasyonlar1 toprakta 1 ile 3000 mg kg1
arasinda, deniz suyunda 5 ile 800 pg L-1 arasinda ve nehirlerde ve géllerde 26 pg L-
1ile 5,2 mg L1 arasinda degismektedir [156]. Genel olarak, ¢ogu taze gida tipik
olarak <10 ila 1.300 pg kg arasinda degisen krom seviyeleri icermektedir [157].
insanlarin kroma maruz kalmasinin ana yolunun inhalasyon ve akciger birincil
hedef organ olsa da, kroma 6nemli 6l¢lide insan maruziyetinin deri yoluyla da
gerceklestigi bildirilmistir [158, 159]. Ornegin, insaat iscileri arasinda fark edilen
yaygin dermatit insidansi, onlarin ¢imentoda bulunan kroma maruz kalmalarina

baglanmaktadir [147].

Yiiksek diizeyde Cr (VI) solumak burun zarinda tahrise ve burun tlserlerine neden
olabilmektedir. Cr (VI) bilesiklerinin yutulmasini takiben hayvanlarda gortlen
baslica saglik sorunlar1 mide ve ince bagirsakta tahris ve iilserler, anemi, sperm
hasari ve erkek iireme sistemi hasaridir. Cr (III) bilesikleri ¢ok daha az toksiktir ve
bu sorunlara neden oldugu gériilmemektedir. icme suyunda Cr (VI)'ya maruz kalan
insan ve hayvanlarda mide tiimorlerinde artis gézlemlenmistir. Kromun insanlarda
ve karasal memelilerde kanserojen neden olduguna dair kanitlar gii¢lii gériinse de
kansere neden olan mekanizma tam olarak anlasilamamistir [147]. Schroder ve ark.
(1970), sigaralarin 390 g kg1 Cr icerdigini bildirmistir, ancak sigara yoluyla solunan

krom miktar1 hakkinda yayinlanmis 6nemli bir rapor bulunmamaktadir [146].

Kromun kararsiz dogasi nedeniyle, yliksek hassasiyet ve secicilige sahip tekniklerin
gelistirilmesi, lizerinde calisilmasi gereken 6nemli bir zorluktur [148]. Literatiir
calismalarinda, ytksek performansli molekiiler eleme kromatografisi (HP-SEC)-
enduktif eslesmis plazma-kiitle spektrometrisi (ICP-MS) [160], iyon kromatografisi-
ICP-MS [161], alevli atomik absorpsiyon spektrofotometri (AAS) [162], kapiler
elektroforez [163] ve endiiktif eslesmis plazma-atomik emisyon spektrometresi
(ICP AES) [164] kullanilarak her iki tiirlin secici tayini basariyla gerceklestirilmistir.
ICP-MS, kromatografik tekniklerle basarili bir sekilde kullanilan umut verici bir
tekniktir, ancak 6zellikle numunede veya eluentte C ve Cl gibi elementler mevcut
oldugunda, spektral olmayan ve spektral etkilesimlerin ortaya ¢ikmasindan dolay1

genellikle biiyiik bir sinirlama ortaya ¢ikmaktadir. AAS teknigi yeterince giivenilir
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ve hassastir, ancak zaman alicidir. ICP-AES ve Kkapiler elektroforez gibi diger
teknikler, enstriimantal fiyat nedeniyle sinirlamalar sunmaktadir ve ¢ok
karmasiktir. HPLC, tek bir prosediirde farkh tiirlerin eser seviyelerine kadar
ayrilmasini, tanimlanmasini ve nicelenmesini sagladigi icin metal tayininin analitik

gereksinimlerinin ¢ogunu karsilayan bir tekniktir [148].

2.2 Enstriimantal Analiz Yontemleri

Yirminci yiizyilin baslarinda bilim adamlar1 tarafindan iletkenlik, elektrot
potansiyeli, 151k absorpsiyonu veya emisyonu, kiitle-yiik orani ve floresan gibi
analitin fiziksel 6zelliklerinin 6l¢iimleri nicel analiz i¢in kullanilmaya baslanmistir.
Ayrica, yiiksek verimli kromatografik ve elektroforetik teknikler, kalitatif veya
kantitatif tayinlerinden 6nce kompleks karisimlarin bilesenlerinin ayrilmasi i¢in
damitma, ekstraksiyon ve ¢okeltmenin yerini almaya baslamistir. Kimyasal tiirleri
ayirmaya ve belirlemeye yonelik yontemler topluca entriimantal analiz yontemleri

olarak bilinmektedir [165].

Modern analitik kimya, genellikle c¢esitli enstriimanlarla ¢ok dusiik
konsantrasyonlarda hassas analitik 6l¢ctimler gerektirmektedir. Bu nedenle, bugiin
kimyasal analizde kullanilan enstriimantasyon bilgisi, ¢esitli bilimsel alanlarda
gelecekteki ilerlemeyi saglamak icin biliyik o©6nem tasimaktadir. Analitik
enstriimantasyon molekiiler biyoloji, tip, jeoloji, gida bilimi, malzeme bilimi ve diger

bir¢ok alanda arastirma yapmak i¢in ¢ok 6nemlidir [166, 167].

2.2.1 Kromatografik Yontemler

Kromatografi, gecen yiizyilin baslangicindan kisa bir siire sonra Rus botanikgi
Mikhail Tswett tarafindan icat edilmistir. Bu teknigi, klorofiller ve ksantofiller gibi
cesitli bitki pigmentlerini, bu bilesiklerin c¢ozeltilerini ince boélinmiis kalsiyum
karbonatla dolu bir cam kolondan gecirerek ayirmak icin kullanmistir. Ayrilan
tirler, siitunda renkli bantlar olusturmus ve Yunanca chroma (renk) ve grafi
(vazmak) anlamina gelen kelimelerin birlesiminden ilham alarak bu teknigi
kromatografi olarak adlandirmistir [168]. Kromatografi uygulamalari, son yarim
yuzyilda, yalnizca birka¢ yeni kromatografik teknigin gelistirilmesinden degil, ayni

zamanda bilim adamlarinin karmasik karisimlar: karakterize etmek icin daha iyi
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yontemlere olan artan ihtiyacindan dolayr dikkat cekici bir sekilde buytimiistiir

[165].

Kromatografi, ylizeye veya kati ve sivi sabit faza (kararl faz) uygulanan karisim
halindeki molekiillerin hareketli bir faz yardimiyla hareket ederken birbirinden
ayrilmasi esasina dayanmaktadir. Bu ayirma isleminde etkili olan faktorler,
adsorpsiyon (sivi-kat1), ayrilma (sivi-kati) ve afinite ile ilgili molekiiler 6zellikleri
veya molekiiler agirlhiklar1 arasindaki farkhliklar1 igermektedir. Bu farkhliklar
nedeniyle, karisimin bazi bilesenleri sabit fazda daha uzun stire kalip kromatografi
sisteminde yavas hareket ederken, digerleri hizli bir sekilde mobil faza gecerek

sistemden daha hizli ayrilmaktadir [169].

Kromatografi, karmasik matrikslerde yakindan iliskili bilesenlerinin ayrilmasina,
tanimlanmasina ve belirlenmesine olanak saglayan cesitli ve 6nemli bir yontem
grubunu kapsamaktadir. Tiim kromatografik ayirmalarda numune, gaz, sivi veya

stiper Kkritik akiskan olabilen hareketli bir fazda ¢oziilmektedir [170].

Bu yaklasima dayali olarak tUg¢ bilesen kromatografi tekniginin temelini

olusturmaktadir.

e Sabit faz: Bu faz her zaman bir "kat1" fazdan veya "yiizeyde kat1 bir destek
lizerine adsorbe edilen bir sivi tabakasindan" olusmaktadir.

e Mobil faz: Bu faz her zaman “siv1” veya “gazli bilesenden” olusmaktadir.

e Ayrilmis molekiller: Sabit faz, hareketli faz ve karisimin icerdigi maddeler
arasindaki etkilesim tiirii, molekiillerin birbirinden ayrilmasinda etkili olan

temel bilesendir [171].

Hareketli faz sivi ise sivi kromatografisi (LC), gaz ise gaz kromatografisi (GC) olarak
adlandirilmaktadir. Gaz kromatografisi, gazlar ve ugucu sivilar ile kati madde
karisimlart i¢cin uygulanmaktadir. Sivi kromatografisi ozellikle termal olarak

kararsiz ve ugucu olmayan numuneler i¢in kullanilmaktadir [172].

2.2.1.1 Kromatografik Yéontemlerin Siniflandirilmasi

Ayirma disinda bir nicel analiz yontemi olarak kullanilan kromatografinin
uygulanmasindaki amag, uygun bir zaman araliginda tatmin edici bir ayirma elde

etmektir. Bu amacla cesitli kromatografi yontemleri gelistirilmistir [171].
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Kromatografi tiirleri, Tablo 2.3° te gosterildigi gibi birden ¢ok sekilde

siniflandirilabilmektedir.

Tablo 2.3 Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi [173]

Siniflandirma Tiirii Kromatografi Tiirii

Adsorbsiyon kromatografisi
Dagilma kromatografisi
Iyon degisim kromatografisi

Ayirma Mekanizmasina gore Jel gecirgenlik (molekiiler eleme)

kromatografisi
Afinite kromatografisi

Kiral kromatografi

Sivi kromatografisi (LC)
Hareketli faza gore
Gaz kromatografisi (GC)

Kolon kromatografi

Uygulanan teknige gore Diizlem kromatografi

- Ince Tabaka Kromatografisi
- Kagit kromatografisi

Analitik kromatografi (Kalitatif-Kantitatif
Kullanim amacina gore Kromatografi)

Preparatif uygulamalar

Bu kromatografi yontemlerinin disinda boya-ligand kromatografisi ve hidrofobik

etkilesim kromatografisi gibi kromatografi tiirleri de bulunmaktadir [174, 175].
% lIyon Degisim Kromatografisi

lyon degisim kromatografisi, iyonik bilesiklerin ayrilmasi ve belirlenmesi icin
onemli bir analitik teknik olan iyon kromatografisinin bir parcasidir. Iyon degisimi,
bugiline kadar iyon kromatografisinin baskin formu olmustur. Bu kromatografi,
farkli molekiiler boyutlarda ve molekiiler yapida yiiklii molekiiller olan peptitlerin,
proteinlerin, niikleik asitlerin ve ilgili biyopolimerlerin ayrilmasinda kullanilan en
onemli adsorpsiyon tekniklerinden biridir. Ayirma, yiiklii biyomolekiil gruplari ile

zit yuki tasiyan bir iyon degisim jeli/destek arasindaki iyonik baglarin olusumuna
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dayanmaktadir. Biyomolekiiller, degisen yiik o0zelliklerinden dolayr yiikli

kromatografi ortamu ile farkli derecelerde etkilesim gostermektedir [176].
% Jel-Gecirgenlik (Molekiiler Eleme) Kromatografisi

Boyut dislama olarak da bilinen jel gecirgenlik kromatografisinde duragan faz,
molekiiler boyutlarda ¢ok sayida gozenek iceren polimerik bir maddedir. Molekiiler
boyutu yeterince kiiciik olan ¢oziinenler, gozeneklere diflize olmak icin mobil fazi
terk etmektedir. Gozeneklere sigmayacak biiyiik molekiiller mobil fazda kalir ve
tutulmazlar. Bu yontem ¢ogunlukla, ¢6zlinen maddelerin molekiiler boyutta 6nemli
Olciide degistigi karisimlarin ayrilmasi icin uygundur. Bu tipteki hareketli faz, sivi

veya gaz halinde olabilmektedir [177].
+ Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, bir protein ile onun ayni kokenli ligandi arasindaki tersinir
ve spesifik baglanmaya dayanan sivi kromatografisinin en secici ve ¢ok yonli
bicimidir. Etkilesimin bu 6zgulligii, afinite kromatografisinde, "afinite ligand1”
olarak adlandirilan etkilesimli ajanlardan birinin sabit bir faz destegi olarak kolon
lzerinde hareketsiz hale getirilmesiyle kullanilmaktadir. Hedef protein, afinite
ligand1 tizerinde segici absorpsiyon ile karmasik bir karisimdan ayristirilmaktadir.
Hedef protein iceren kompleks karisim, diger bilesenler gecerken hedef proteinin
afinite ligandi ile baglanmasi i¢in dogru bilesime ve pH'a sahip bir mobil fazda

uygulanmaktadir. Tutulan hedef daha sonra kolondan ayristirilmaktadir [178].
% Ince Tabaka Kromatografisi

ince tabaka kromatografisi (TLC), yaygin olarak kullanilan bir laboratuvar
teknigidir ve kagit kromatografisine benzemektedir. Bununla birlikte, sabit bir kagit
faz1 kullanmak yerine, diiz, inert bir substrat tizerinde silika jel, aliimina veya seliiloz
gibi ince bir adsorban tabakasinin sabit bir fazini icermektedir. Kagida kiyasla, daha
hizli calisma, daha iyi ayirma ve farkli adsorbanlar arasinda se¢cim yapma avantajina
sahiptir. Ince tabaka kromatografisi, organik kimyasal reaksiyonlarin ilerlemesini
takip etmek ve fitokimya ve biyoteknolojide organik bilesiklerin safligini test etmek

icin en faydal araglar arasindadir [179].
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¢ Gaz Kromatografisi

Bu yontemde sabit faz, cihaza yerlestirilen ve inert bir katinin ylizeyine adsorbe
edilen bir sivi sabit faz iceren bir kolondur. Gaz kromatografisi bir "gaz-siv1"
kromatografisidir. Tasiyici faz1 He veya N2 gibi gazlardan olusmaktadir. inert bir gaz
olan hareketli faz, yliksek basin¢ altinda bir kolondan gecirilmektedir. Analiz
edilecek numune buharlastirilmaktadir ve gaz halinde hareketli faz fazina
girmektedir. Numunede bulunan bilesenler, kat1 destek tlizerinde hareketli faz ile
sabit faz arasinda dagilmaktadir. Gaz kromatografisi, ¢ok kiigiik molekiillerin son
derece miikemmel bir sekilde ayrilmasi i¢cin basit, cok yonlii, olduk¢a hassas ve hizla
uygulanan bir tekniktir. Cok az miktarda analitin ayrilmasinda kullanilmaktadir

[169].
¢ Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi

Yiiksek basingh sivi kromatografisi, analitik kimyadaki en gii¢lti araglardan biridir.
Bir sivi icinde c¢oziilebilen herhangi bir numunede bulunan bilesikleri ayirma,
tanimlama ve miktarini belirleme yetenegine sahiptir [180]. Yiiksek basin¢h sivi
kromatografisinin ana avantaji, u¢ucu olmayan ve sicakliga duyarh bilesiklerin de

analiz edilebilmesidir [181].

"Yiiksek performansl sivi kromatografisi" ifadesi, Horvath ve ark. tarafindan 1967
yilinda bulunmustur [182]. Yale'deki laboratuvarinda yiizeysel olarak gozenekli
"pellikiiler" malzemelerle deneyler yaparken, basing ilk kez 1000 psi'nin lizerine
cikmis ve Horvath, "bu artik sivi kromatografi degil, bu yiliksek basingh sivi
kromatografi" demistir. Baska bir Macar olan Halasz''n 35 yil 6nce kiiciik
partikiillerle yaptig1 vizyoner c¢alismasi, ince partikiillerle dolu kolonlarin
temellerini ortaya koymus ve 1974'te oldugu gibi, 60'larda 15 bilesigin ayrilmasini
miimkiin kilmistir [183].

Kagit, ince tabaka, iyon degisimi ve jel gecirgenlik kromatografisi bicimindeki sivi
kromatografisi, esas olarak diisiik verimler ve diisiik mobil faz akis oranlarindan
kaynaklanan uzun analiz stireleri nedeniyle ayni basariy1 elde edememistir. Bu 'yeni'
sivi kromatografisinin ana 6zelliklerini tanimlamak i¢in cesitli isimler kullanilmistir:
yuksek hizli sivi kromatografisi (HSLC), yiiksek verimli sivi kromatografisi (HELC)
ve yliksek basin¢ veya yliksek performans sivi kromatografisi (HPLC). Genel kabul

gormis ismi ise yiiksek performansh sivi kromatografisidir (HPLC) [184].
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Prensibi, numune ¢ozeltisinin gézenekli bir malzeme kolonuna (sabit faz) enjekte
edilmesi ve kolondan yiiksek basincta bir sivinin (hareketli faz) pompalanmasidir.
Numunenin ayrilmasi, numunenin sabit ve hareketli faz arasindaki farkh
dagillmindan kaynaklanan kolon boyunca go¢ oranlarindaki farkliliklara
dayanmaktadir. Farkli bilesenlerin ayrilma davranisina bagh olarak, farkh
zamanlarda ellisyon gerceklesmektedir [185]. Sabit faza daha fazla afinitesi olan
ornek bilesik, daha hizli ve daha uzun bir mesafe icin seyahat eden ve daha az
afiniteye sahip bilesiklere kiyasla daha yavas ve daha kisa bir mesafede hareket

edecektir [186].

Cok sayida organik bilesik, dnceden kimyasal modifikasyon yapilmadan gaz
kromatografi tarafindan islenemeyecek kadar kararsizdir veya yeterince ugucu
degildir ve bu tiir bilesikler i¢in sivi kromatografisi ilk tercih olacaktir. Daha diisiik
sicakliklar kullanilabildiginden ve gaz kromatografisinde bir faza (sabit faz) kiyasla
iki rakip faz (hareketli ve sabit) oldugundan, sivi kromatografisi siklikla gaz
kromatografisi ile imkansiz olan ayirmalar1 basarabilmektedir. Ayrica, sivi
kromatografisinde kullanim icin ¢ogu secici olan genis bir dedektdr secenegi
mevcuttur. Bu nedenle kolon tlizerinde tam bir ayirma yapilmasi gerekmemekte,
ancak yalnizca ilgilenilen tiirleri izleyecek bir dedektor segilebilmektedir. Ayrica,
sivi kromatografisinde geri kazanim, gaz kromatografsinden daha kolay ve nicel
olarak elde edilebilmektedir. Sivi kromatografisindeki hareketli fazin distilasyon
veya baska yollarla c¢ikarilmasi gerekmesine ragmen, hareketli faz ve numune
arasindaki uguculuktaki genis fark nedeniyle bu genellikle herhangi bir zorluk

olusturmamaktadir [184].
HPLC'nin asagida siralandig gibi bircok avantaji vardir:

e Eszamanli analiz

e Yiiksek ¢oziintirlik
e Yiiksek hassasiyet

e lyi tekrarlanabilirlik

e Kiiciik numune boyutu [187]

Bu kromatografi teknigini kullanarak kisa stlirede bir¢ok molekiiliin yapisal ve
fonksiyonel analizini yapmak ve saflastirmak miimkiindiir. Bu teknik, ila¢ etken

maddelerinin [188], parabenlerin [189], pestisitlerin [190], amino asitlerin [191],
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karbonhidratlarin [192], lipidlerin [193], niikleik asitlerin [194], proteinlerin [195],
steroidlerin [196] ve diger biyolojik olarak aktif molekiillerin ayrilmasinda ve
tanimlanmasinda miikemmel sonuclar vermektedir. HPLC'de hareketli faz, 10-400
atmosfer basincinda ve ytiksek akis hizi ile kolonlardan gegmektedir. Bu teknikte
kiciik partikillerin kullanilmasi ve ¢6ziicti akis hizina ytliksek basing uygulanmasi
HPLC'nin ayirma giiciinii arttirmakta ve analiz kisa siirede tamamlanmaktadir

[169].

2.2.1.2 HPLC Cihaz1 Bilesenleri

Modern bir HPLC sistemi, bir ¢6ziicii dagitim sistemi, pompa, numune enjektort,
kolon, dedektor sistemi ve veri toplama/goriintiileme sistemleri ile donatilmistir.

Sekil 2.1, bir HPLC sisteminin sematik diyagramini gostermektedir.

Numune
enjektdri

- m % -

‘i g —) Pompa — > Dedektér

Kolon sistemi

) Kromatogram <g==m ﬂ
'\EL

_‘ J.a;\f‘J\J'JJf“. I .J,la'fj Veri toplama/

goriintiileme sistemi

Coziicti dagitim
sistemi

Sekil 2.1 HPLC sisteminin sematik diyagrami [197]

Mobil faz, bir hazneden akis hizini kontrol eden ve hareketli fazi kolondan gecirmek
icin yeterli basing tireten bir pompadan ¢ekilmektedir. Pompa akisini durdurmadan
numuneyi kolona yerlestirmek icin bir enjektdor veya otomatik numune alici
kullanilmaktadir. Ayirma, genellikle bir kolon firininin icinde bulunan kolonda
gerceklesmektedir. Dedektor, calisma sirasinda analit konsantrasyonundaki
degisikliklere yanit vermektedir. Bir veri sistemi, dedektor ciktisini izlemekte ve
verilerin hem grafik hem de tablo ¢iktisi i¢in veri islemesini saglamaktadir [198].

HPLC cihazinin ayrintili gériiniimd, Sekil 2.2’ de goriildiigi gibidir.
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Coziieil kabini

Vakum degaser

Pompa sistemi

Kontrol modiilii

Oto 8rnekleyici

Kolon
kompartmani

Dedektor

Sekil 2.2 Tipik bir HPLC cihazinin ayrintili gériintimu [199]

> Mobil Faz ve Hazneleri

Mobil fazin tipi ve bilesimi, bilesenlerin ayrilmasini etkilemektedir. Farkli HPLC
tiirleri i¢in farkh ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Mobil fazi hazirlamak i¢in kullanilan
cozuculerin ve inorganik tuzlarin safligt ¢ok onemlidir. En uygunu, belirli
uygulamaya bagh olarak mevcut ve pratik olan en yiiksek safliktaki ¢oziiciiyii

kullanmaktir [200].

Coziici hazneleriyle ilgili olarak, modern HPLC sistemleri, 200-2000 mL'lik bir veya
daha fazla cam veya paslanmaz celik hazneler ile donatilmistir. Coziiciiler genellikle
bant yayilmasina neden olabilecek ve dedektorlerin performansina miidahale
edebilecek ¢oziinmiis gazlara ve toza sahiptir. Bu nedenle ¢6ziicli hazneleri, ¢6ziinen
gazlar1 ve tozu gideren gaz giderici ve filtre icermektedir. Sonug olarak daha iyi
¢oziniirliik elde etmek, pompa sisteminin ¢alismasini iyilestirmek, kolonun 6mriini
artirmak ve temel sinyalin arka planini azaltmak mimkindir [197]. Gaz
gidericilerin ve filtrelerin HPLC sisteminin ayrilmaz pargalar1 olmasi gerekli
degildir. Coziiciileri hazneye girmeden dnce islemenin uygun yollarindan biri, onlar
vakum altinda bir milipor filtreden siizmektir. Bu islem, gazlarin yani sira askidaki

maddeleri de gidermektedir [165].
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» Enjektorler

Enjektoriin rolli, numuneyi igceren bir ¢6zeltinin kiictik, hassas bir sekilde 6l¢iilmiis
hacmini mobil faza (dogru ve tekrarlanabilir bir sekilde) yerlestirmektir. Geleneksel
HPLC sistemleri, 1 pL ila 100 pL arasinda numune ¢ozeltisi enjekte edebilen
enjektorlere sahiptir ve enjeksiyon i¢in kullanilan tipik hacimler 1 pL ile 25 pL
arasindadir. Daha biiyiik bir enjeksiyon hacmi, kromatografik kolona daha fazla
analit yerlestirmekte, bu da duyarlilikta bir artisa izin vermektedir. Ancak bazi

durumlarda bu, kromatografik pikin seklini etkilemektedir [201].

Sivi kromatografisinde o6l¢iimlerin dogrulugundaki sinirlayici faktér, numune
enjeksiyonundaki tekrarlanabilirliktir. Temel sorun, pik deformasyonlar: ve hatta
¢ift pik noktasidir. Bu nedenle, kii¢iik enjeksiyon hacmi ile ¢alismak ve sistemin
basincini disirmeden numuneyi vermek oOnemlidir. Numunelerin kolona
enjeksiyonu manuel olarak veya otomatik enjeksiyon ile yapilabilmektedir [197].
Sivi kromatografisi icin sivi numuneler dogrudan enjekte edilebilmekte ve kati

numunelerin sadece uygun ¢oziiciide seyreltilmesi gerekmektedir [200].
» Pompalar

Genellikle solvent dagitim sistemi olarak adlandirilan HPLC pompasi, belirli bir
bilesimin hareketli fazlarinin kolona hassas bir sekilde akisin1 saglamaktadir.
Yiiksek basinclar altinda (6000 psi veya 400 bar) HPLC kolonlarina ortak mobil
fazlarin sabit akisimi (0,1-10 mL dak?l) saglamaktadir. En yaygin HPLC
solventleriyle uyumlu metallerden ve diger malzemelerden veya polimerlerden
olusan bir akis yoluna sahiptir. Ayni1 zamanda izokratik veya gradyan islemi i¢in
dogru bilesim kontrolii ile iki veya daha fazla ¢6ziiciiniin karistirilmasina izin
vermektedir. Diger HPLC modiilleriyle uyumlu boyutlar, ¢alistirmasi ve bakiminin
kolay olmasi, gradyan gecikme siirelerini en aza indirmek icin diisiik bekleme
hacimleri ve biyouyumluluk, bir HPLC pompasindan istenen genel 6zelliklerdir

[202].

izokratik Eliisyon: Eliisyonun baslamasindan sonra solvent orani kromatografik
calisma boyunca sabit tutulmaktadir. Bu yontemin en biiylik dezavantaji, bu
kromatografik kosullar altinda, hareketli faza benzer bir polariteye sahip olan
bilesen karisiminin iyi ayrilmamasidir. Ayrica tiim bilesiklerin eliisyonu uzun zaman

alabilmektedir.
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Gradyanl eliisyon: Coziicii orani, lineer bir gradyan veya ¢ok adimli lineer gradyan
takip edilerek calisma boyunca degistirilmektedir. Onemli 6l¢iide farkh polariteye
sahip iki veya l¢ farkli ¢oziici kullanilmaktadir ve analitlerin daha kisa bir analiz

stiresinde ayrilmasini saglamaktadir [197].

Sivi kromatografik pompalar tarafindan tiretilen yiiksek basinglar, sivilar cok
sikistirilabilir olmadigindan patlama tehlikesi olusturmamaktadir. Bu nedenle, bir
bilesenin bozulmasi yalnizca ¢6ziicii sizintisina neden olmaktadir. Bununla birlikte,
bu tiir bir s1zinty, bazi ¢oziciiler ile yangin veya cevresel tehlike olusturabilmektedir

[177].
> Kolonlar

Kolon veya sabit faz, herhangi bir kromatografik sistemin c¢ekirdegidir. Kolonlar
farkli uzunluklarda, i¢ ¢aplarda ve dolgu malzemelerinde ticari olarak mevcuttur.
Uygun mobil faz ile baglantih olarak dogru uzunluk ve dolgu malzemesi
kombinasyonunun kullanilmasi, bir numune bilesiginin en etkili sekilde ayrilmasina
yardimci olabilmektedir. Farkli ayirma tirleri i¢in farkli kolon boyutlar, farkli dolgu

malzemeleri ve akis hizlar1 kullanilabilmektedir [203].

HPLC ayirmalari icin en yaygin olarak kullanilan dolgu malzemeleri silika bazhdir.
En popiiler malzeme, C18 kaplama iceren oktadesil-silikadir (ODS-silika), ancak C1,
C2, C4, C6, C8 ve C22 kaplamali malzemeler de mevcuttur. Kolon dolgu malzemeleri

tlirleri arasinda zirkonyum, polimer bazli ve monolitik kolonlar bulunmaktadir.

Genel olarak, sivi kromatografi kolonlari, dogas1 geregi tahrip edici bir sekilde
kullanilmadiklar: siirece, uzun bir hizmet 6mri ile olduk¢a dayaniklidir. Kolon
bozulmasi kac¢inilmazdir, ancak uygun bakim ile kolon 6mrii uzatilabilmektedir.
Numune ¢alismalarini takiben ytiksek eliisyon giiciine sahip mobil fazli bir kolonun
yikanmas1 esastir. Bir kolon kullanilmadiginda, kurumasini o6nlemek igin
kapatilmalidir. Partikiil numunelerinin filtrelenmesi gerekmekte ve miimkiin
oldugunda bir koruma kolonu kullanilmalhdir. Siitun rejenerasyonu, bir stituna bir
miktar hayat asilayabilir, ancak onleyici bakim, erken bozulmayi1 6nlemenin

anahtaridir [200].
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o Analitik Kolonlar

Cogu siv1 kromatografik kolon, 5 ila 25 cm uzunlugundadir. Analitik kolonlarin i¢
cap1 genellikle 3-5 mm'dir; kolonlarin en yaygin parcacik boyutu 3 veya 5 um'dir. En
yaygin kolonlar 10 veya 15 cm uzunlugunda, 4,6 mm i¢ capta ve 5 um partikiillerle
doludur [165].

o Emniyet Kolonlar:

Emniyet kolonu, analitik kolona benzer bir sabit faz ile doldurulmus kisa bir
kolondur. Koruma kolonunun amaci, yiiksek oranda tutulan bilesikler ve partikiil
gibi safsizliklarin analitik kolona ulagsmasini ve bu kolonu kirletmesini 6nlemektir.
Koruma kolonu diizenli olarak degistirilmelidir. Emniyet kolonlari, analitik kolonun

Omriiniin uzatilmasina hizmet etmektedir [165].
» Dedektorler

Bir HPLC sisteminde dedektor, fiziksel veya kimyasal bir 6zelligi, konsantrasyon
veya kimlige karsilik gelen o6lgilebilir bir sinyale doniistiirmekten sorumlu
bilesendir. HPLC'nin ilk glinlerinde, algilama genellikle fraksiyonlar toplanarak ve
cevrimdis1 olarak analiz edilerek gerceklestirilmekteydi. HPLC i¢in ilk ¢evrimici
dedektorler 1940'lara ve 1950'lere kadar kullamilmistir [204]. HPLC i¢cin daha
hassas evrensel dedektorler arayisi, arastirmacilari HPLC'de kullanim i¢in gaz
kromatografi dedektorlerini uyarlamaya yoneltmistir. Ancak HPLC mobil fazinin
kaldirilmasi, baslangi¢ta uygulanabilirligi sinirlamistir. Bununla birlikte, 1960'larda
HPLC i¢in ilk ultraviyole dedektor tanitilmis ve sonraki tasarim iyilestirmeleri daha
iyi hassasiyete ve degisken dalga boyu ve diyot dizisi dedektorleri gibi cesitli
iyilestirmeler saglamistir. Gaz kromatografi-Alev iyonizasyon dedektorii (GC-FID)
hassasiyet seviyelerine sahip gercekten evrensel bir HPLC dedektori hala zor olsa
da, cok cesitli genel veya 6zel HPLC uygulamalari i¢in ¢cok basarili olan birgok farkl
dedektor tiirt gelistirilmistir [205].

Bir dedektor secerken goz oniinde bulundurulmasi gereken bir¢ok 6zellik vardir.
Hicbir dedektor bu 6zelliklerin tiimiine sahip olmadigi i¢in, zaman iginde belirli bir
zorluga cevap vermek icin ¢ok sayida dedektor tasarlanmis, tretilmis ve satilmistir.
Kullanim kolayligi, 6ngoriilebilirlik ve tekrarlanabilirlik ¢cok 6nemli 6zelliklerdir

[206].
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Bir dedektorden istenecek 6zellikler asagida siralandigi gibidir [206]:

e Yiiksek hassasiyet ve tekrarlanabilir, ongortlebilir yanit

e Tim ¢ozlinenlere yanit verme

¢ Genis dogrusal dinamik aralik; ¢6ziinen miktar ile lineer olarak artan tepki
e Sicaklik ve mobil faz akisindaki degisikliklerden etkilenmeyen yanit

e Mobil fazdan bagimsiz olarak verilen yanit

e Ekstra kolon bant genislemesine katkida bulunmama

e Guvenilir ve rahat kullanim

e Tespit edilen pik noktasi hakkinda niteliksel ve niceliksel bilgi saglama

e Hizli cevap

HPLC'de kullanilan ana dedektor tiirleri kirilma indeksi (RI), ultraviyole (UV-Vis) ve
floresandir. Ancak diyot dizisi, elektrokimyasal ve iletkenlik dedektorleri de
kullanilmaktadir. Her dedektdriin en etkili oldugu durumlar, simirlamalar ve

numune tiirleri vardir [207].
o Ultraviyole/Goriiniir Dedektorler:

Bilesiklerin ¢ogunun UV veya goriiniir bolgede absorbe etmesinden dolay1 en yaygin
kullanilan HPLC dedektorleri UV dedektorleridir. Ayirici molekiillerin fonksiyonel
grubuna bagh olarak bilesiklerin sinifina veya belirli bilesiklere spesifik yanit
vermektedirler. Optik dedektorler igin c¢alismanin temeli, dedektor akis
hiicresinden bir elektromanyetik radyasyon 1sin1 gectiginde yogunluktaki
degisikliktir [208]. Bu dedektorler ti¢ farkl tiptedir: Sabit dalga boyu dedektorleri,
degisken dalga boyu dedektorleri ve diyot dizisi dedektorleri [209].

o Sabit Dalga Boyu Dedektorleri:

Bu tip dedektorler radyasyonun dalga boyunda degisiklige izin vermemektedir.

Calisma dalga boyunun kisitli olmasi nedeniyle giintimiizde bulunmasi zordur.
o Degisken Dalga Boyu Dedektoérleri:

Degisken dalga boyu dedektorleri, tam UV-goriintr bolge lizerinde herhangi bir
dalga boyunda ¢alisacak sekilde ayarlanabilmektedir.
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o Diyot Dizi Dedektorleri:

Diyot dizi dedektoriinde, numune, bir kerede lamba tarafindan tiretilen tiim dalga
boylarindaki 1s1ga maruz birakilmaktadir. Emisyon kaynagindan gelen isiklar,
akromatik bir mercek sistemi tarafindan hizalandiginda, toplam 1s1k, dedektor
hiicresinden holografik bir 1zgaraya ge¢mekte ve daha sonra yiizlerce diyot iceren
bir diyot dizisine diismektedir. Kromatogram, ¢alismanin sonunda s6z konusu diyot
tizerine diisen UV dalga boyu kullanilarak iretilebilmektedir. Diyot dizi
dedektorleri, analitin farkli dalga boylarindaki tepkisini tek seferde gormeye

yardimci olmakta, bdylece zaman ve enerji tasarrufu saglamaktadir [208].
» Veri Toplama/Goriintiileme Sistemleri

Dedektor sinyali elektronik oldugundan, modern veri toplama tekniklerinin
kullanilmasi sinyal analizine yardimci olabilmektedir. Cogu HPLC sisteminin veri
toplama sistemi bir bilgisayardir. Bilgisayar, dedektoriin tepkisini her bir bilesene
entegre etmekte ve bunu okunmasi ve yorumlanmasi kolay bir kromatografa
yerlestirmektedir. Bu 6zellikler, bilgisayar kontrolli otomatik enjektorleri, ¢oklu
pompa gradyan kontrolorlerini ve numune fraksiyon toplayicilarini icermektedir

[200].

2.2.1.3 HPLC Tiirleri

Literatiirde bir dizi sivi kromatografi tiirii vardir. Bu siniflandirma, sadece
ayrilmanin arkasindaki mekanizma degil, ayn1 zamanda sabit ve hareketli faz

ozellikleri ve gesitli kriterler dikkate alinarak yapilmaktadir [181].
+» Ters Faz Kromatografisi

Ters faz kromatografisi, sabit faz yiizeyinin hareketli fazdan daha az polar oldugu
kolonlarda gerceklestirilmektedir. Ters fazli ayirmalar icin en sik kullanilan kolon
dolgulari, mikro gozenekli silika parcaciklarina kimyasal olarak bagh oktadesil (C-
18), oktil (C-8), fenil veya siyano-propil gibi bir liganda sahiptir. Silika parcgaciklari
kiiresel veya diizensiz sekilli olabilmekte ve reaksiyona girmemis silanol gruplari
icerebilmektedir. Tim HPLC ayrimlarinin %65'inden fazlasinin (muhtemelen %90
kadar yiliksek) ters faz modunda yiritildigi tahmin edilmektedir. Bunun
gerekcesi, ters faz yonteminin basitligini, ¢ok yonliliglini ve kapsamini

icermektedir. Hidrokarbon benzeri sabit fazlar, mobil faz bilesimindeki
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degisikliklerle hizla dengelenir ve sonug olarak, gradyanl eliisyon ile kullanim i¢cin
¢ok uygundur [210]. Analitin artan hidrofobikligi ile alikonma siiresi artmaktadir.
izokratik, kademeli gradyan veya siirekli gradyan modlarinda calistirilabilmektedir

[181].
+ Normal Faz Kromatografisi

Normal faz kromatografisinde hareketli faz polar degildir ve sabit faz polardir. Bu
nedenle, sabit faz polar analiti tutmaktadir. C6ziinen molekiillerin polaritesindeki
bir artis, artan eliisyon siiresine yol acan adsorpsiyon kapasitesini arttirmaktadir.
Sabit faz olarak bu kromatografide kimyasal olarak modifiye edilmis silika
(siyanopropil, aminopropil ve diol) kullanilmaktadir [211]. Ornegin, tipik bir
kolonun i¢ ¢ap1 yaklasik 4,6 mm ve uzunlugu 150 ila 250 mm arasindadir. Kolondan
gecen karisimdaki polar bilesikler, polar olmayan bilesiklere gore polar silikaya
daha uzun siire yapisacaktir. Bu nedenle, polar olmayanlar kolondan daha hizh

gececektir [212].

2.2.1.4 Kromatografik Verimlilik Parametreleri

Kolonlarin kromatografik performanslari, alikonma faktorii, ¢oziintrlik, teorik
plaka sayis1 ve teorik plaka yiiksekligi gibi baz1 parametreler araciligiyla
aciklanmaktadir. Analizler sonunda elde edilen kromatogramlar araciliiyla
monolitik kolonlara goénderilen analitlerin her biri igin bu parametreler

hesaplanmaktadir [181].

2.2.2 Spektroskopik Yontemler

Spektroskopi, elektromanyetik radyasyonun madde ile etkilesiminden kaynaklanan
spektrumlarin tretimi, 6l¢limii ve yorumlanmasi ile ilgilenmektedir. Cok cesitli
analitik problemleri ¢6zmek i¢in bircok farkh spektroskopik yontem mevcuttur.
Yontemler, analiz edilecek tiire (molekiiler veya atomik spektroskopi gibi),
izlenecek radyasyon-madde etkilesiminin tipine (absorpsiyon, emisyon veya
kirimim gibi) ve analizde kullanilan elektromanyetik spektrumun boélgesine gore
farklilik gostermektedir. Spektroskopik yontemler ¢ok bilgilendiricidir ve hem nicel

hem de nitel analizler i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [213].
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Ultraviyole (UV), goriiniir (Vis), kizilotesi (IR) ve radyo (niikleer manyetik rezonans,
NMR) frekans araliklarinda radyasyonun absorpsiyonuna veya emisyonuna
dayanan spektroskopik yontemler yaygin kullanim alanina sahiptir. Bu yéntemlerin
her biri, farkl1 molekiiler veya atomik gecis tiirlerini izlemesi bakimindan farkhdir

[214].

2.2.2.1 Atomik Absorpsiyon Spektrometresi

Atomik absorpsiyon spektrometresi (AAS), analitik amaglar i¢in en yaygin
kullanilan tekniklerden biridir [215]. Arastirma laboratuvarlarinda ve ayrica gida,

cevre, ilag, petrol ve diger sektorlerde yaygin olarak kullanilmaktadir [216-220].

1955'te Avustralyali bir bilim adami olan Alan Walsh, modern atomik absorpsiyon
spektrometrisini literatiire tanitmistir (Sekil 2.3). Mineraller, metaller ve
alasimlardaki elementlerin belirlenmesi ¢cok 6nemli bir analitik konu oldugundan bu
teknigin tanitilmasi, 6nemli bir hale gelmistir. O giinlerde, molekiiler spektrumlar
genellikle absorpsiyonda ve atomik spektrumlar emisyonda elde edilmistir. Ayrica,
teknik bir¢ok analitik kimyaci tarafindan, genellikle numunelerin tamponlama,
komplekslestirme, ekstraksiyon ve diger islem adimlar1 gibi bazi1 kimyasal 6n
islemlerini gerektiren spektrofotometrik yontemlere giiclii bir alternatif olarak

memnuniyetle karsilanmistir [221].

Sekil 2.3 AAS'nin Walsh tarafindan yapilmis bir tasarimi [222]
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Atomik absorpsiyon spektrometrisi, eser seviyelerde 70'e kadar elementin kalitatif
ve kantitatif tayini icin en popiiler spektroskopi tekniklerinden biridir. Atomik
absorpsiyon teknigi, bir atomizérde olusturulan serbest atomlar tarafindan 1s181n
secici absorpsiyonunun 6lciilmesine dayanmaktadir. Bu islemle numune,
atomizasyon olarak bilinen bir islemle gaz halindeki serbest atomlara
dontstirilmekte ve serbest atomlar bir kaynaktan optik radyasyonu (isik)
emmektedir. Yiiksek hassasiyet, diisiik temel giiriiltii ve yiliksek verimli numune
girisi elde etmek i¢cin atomik absorpsiyon spektrometrisi teknigi, atomizasyon ve
numune girisi prosediirlerine bagh olarak birka¢ kategoriye ayrilabilmektedir
[221]. Alevli atomik absorpsiyon spektrometrisi (AAAS) [223], elektrotermal
atomizasyon atomik absorpsiyon spektrometrisi (ETAAS) [224] ve kimyasal buhar
olusturma atomik absorpsiyon spektrometrisi (CVG AAS) [225] olmak lizere li¢

farkli atomizasyon prosesi ile kullanilabilmektedir.

2.2.3 Alevli Atomik Absorpsiyon Spektrometresi

Alev, atomik absorpsiyon spektrometrisinde hala en sik kullanilan atomizoérdiir
[226]. Alevli atomik absorpsiyon spektrometresi (AAAS), saglamligy, basit, ucuz ve
interferanssiz calisma ozellikleri nedeniyle eser metal tayini icin en yaygin
kullanilan analitik tekniktir. Bu teknik, kisa analiz siiresi ve ¢ogu metale duyarliligi
nedeniyle rutin analizler icin tercih edilmektedir [227, 228]. Kullanilan alev
sistemleri normalde hava-asetilen veya nitroz oksit-asetilendir [226]. Hava oksidan
oldugunda, cesitli yakitlarda 1700 - 2400 °C sicakliklar meydana gelmektedir. Bu
sicakliklarda, sadece kolayca ayrisan numuneler atomize edilmektedir. Bu nedenle
atomize edilmesi daha zor numuneler (refrakter numuneler) i¢in oksidan olarak
oksijen veya nitroz oksit kullanilmalidir. Bu oksidanlar, yaygin yakitlarla 2500 °C ila

3100 °C arasinda sicakliklar tiretmektedir [165].

Geleneksel alevli atomik absorpsiyon spektrometrisinin duyarliligi cesitli
faktorlerle sinirlidir. Alevde olusan analit atomlari, numune aspirasyonu sirasinda
hizla ve siirekli olarak 6l¢iim bolgesinden gecmekte ve sadece atomlarin kararh
durum konsantrasyonu ol¢iilmektedir. Diger bir sinirlama ise, nebulizator/alev
baslig1 sisteminin zayif verimliligidir. Aspire edilen numune ¢6zeltisinin maksimum

%10'u aleve ulagsmaktadir.
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AAAS olgun bir analitik tekniktir. Bununla birlikte, 6rnek c¢o6zelti girisinin
verimliligini artirarak yontemin yeteneklerini genisletmek icin strekli
iyilestirmeler yapilmakta ve gelistirilmektedir. Atomik buharin kaynak 1sinda daha
uzun sire kalmasi i¢in kisitlanabilmesi ve ayrica numunenin verimsiz bir
nebulizasyon islemi olmadan veya bir 6n islem olmaksizin sisteme verilebilmesi
durumunda hassasiyetlerin iyilestirilebilecegi goriilmektedir. Bununla birlikte,
cogunlukla baz1 elementler i¢in duyarlilig iyilestirmeyi ve interferans etkilerini en

aza indirmeyi amaglayan bir¢ok ¢alisma yapilmistir [226].

2.2.3.1 AAAS Cihaz Bilesenleri

Tipik bir atomik absorpsiyon spektrometresi, fotonlar1 saglamak icin bir 151k
kaynagindan, numune girisinin saglandig1 érnekleyiciden, serbest analit atomlar
olusturmak icin bir atomlastiricidan, ilgilenilen dalga boyunu izole etmek i¢in bir
monokromatorden ve bir foto ¢ogaltici tiip dedektoriinden olusmaktadir (Sekil 2.4)

[229].

Foto cogaltic
tip dedektori

Atomlastirici

Katot Lamba . . Monokromator
Ornekleyici

Bilgisayar /%

Sekil 2.4 AAAS sematik diyagrami

» Isik Kaynagi

Isik kaynaginin temel gereksinimi, yiiksek bir sinyal-gliriiltii oraninin elde
edilmesini saglamak i¢in yeterli yogunluga sahip, kararl ve tekrarlanabilir bir veri
elde etmektir [230]. Atomik absorpsiyon spektrometrelerinde oyuklu katot lamba

ve elektrotsuz bir desarj lambasi olmak tizere iki temel 151k kaynagi tiri
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kullanilmaktadir. Daha yaygin olarak Sekil 2.5’ te gosterildigi gibi oyuklu katot
lamba kullanilmaktadir [214, 230].

Anot Oyuklu katot

d—/ \

| )
/ / Kuvars Pencere

Cam Silindir Ne ya da Ar

Sekil 2.5 Oyuklu katot lambasina ait gosterim

Oyuklu katot lambalari, 1 ila 5 torr arasinda bir basingta argon veya neon ile
doldurulmus oyuklu bir tiip, tungstenden yapilmis bir anot ve 6lglilen elementin
metalik formundan yapilmis bir katottan olusmaktadir [214]. Katot, spektrumu
istenen veya o metalin bir katmanim1 desteklemeye yarayan metalden
yapilmaktadir. Soy gazin iyonlasmasi, elektrotlara 300 V diizeyinde bir potansiyel
farki uygulandiginda meydana gelmektedir. Boylece, iyonlar ve elektronlar
elektrotlara go¢c ederken yaklasik 5 ila 15 mA'lik bir akim tiretmektedir [165].
Neonun iyonlasma potansiyeli argonunkinden daha ytiksektir ve neon spektrumu
da spektral cizgiler agisindan daha az zengindir. Bu nedenle neon daha yaygin olarak

kullanilmaktadir [231].

Her bir oyuk katot, katotta kullanilan metalin spektrumunu yaymaktadir. Bu
nedenle belirlenecek her farkli element icin farkli bir oyuklu katot lamba
kullanilmalidir. Birden fazla elementten bir katot olusturmak miimkiindiir. Bunlara
"cok elementli" oyuklu katot lambalar denir ve katottaki tiim elementlerin

belirlenmesi i¢in kullanilabilmektedir [167].

Elektrotsuz desarj lambalari, arsenik ve selenyum gibi analitler disinda oyuklu katot
lambalardan daha az kullanilmaktadir. Bu lambalar, mikrodalga enerjisi veya radyo
frekans1 enerjisi kullanilarak uyarilabilmektedir. Radyo frekansiyla uyarilan
lambalar, mikrodalgayla uyarilan lambalardan daha az yogundur, ancak yine de

standart bir oyuklu katot lambadan 5-100 kat daha yogundur. Arsenik ve selenyum
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gibi analitler i¢in bu lambalar, HCL'lerden daha iyi bir sinyal-gurtilti orani verir ve

daha uzun bir kullanim émriine sahiptir [230].
> Ornekleyici

AAAS'de, etkili atomik buhar tiretimi i¢in numune ¢ozeltisinin alev atomizdértne sivi
aerosol seklinde verilmesi gerekmektedir. Bu amagla bir nebulizator ve sprey odasi
kullanilmaktadir. AAAS sisteminde kullanilan tipik bir nebulizatér Sekil 2.6" da

gosterildigi gibidir.

1%

— = Omek

o “ —

I

Argon

Sekil 2.6 Nebulizator sematik gortiinimi [232]

Bir piskiirticiiniin kullanilmasiyla, numune ¢o6zeltisi bir kilcal boru tarafindan
cekilmekte ve hizli hareket eden yakit ve oksitleyici gazlar tarafindan kilcal borudan
cikarken bir aerosol olusturmak tizere kii¢lik sivi damlaciklarina béliinmektedir.
Olusan sivi damlaciklarin boyutlar1 farklidir. Daha biiyliik damlaciklar, kuvars,
seramik, cam veya teflondan yapilmis bir darbe boncugu ile daha da kiic¢iik parcalara
ayrilmaktadir. Aerosol daha sonra biiylik damlaciklarin tahliyeye gonderildigi ve
kiiciik damlaciklarin aleve tasinmasina izin verildigi sprey odasina ge¢mektedir
[167, 228, 230]. Bu islem sirasinda numunenin sadece kii¢iik bir kismi (%1-10)
aleve ulasmakta ve bu numune kaybi1 sistemin hassasiyetini biiyiik 6l¢lide

etkilemektedir [233].
» Atomizor

Atomizor, analitin atomize edildigi 'yer'dir. Gérevi miimkiin oldugu kadar temel
halde serbest atomlar liretmek ve bunlar1 absorpsiyon hacminde miimkiin oldugu
kadar uzun siire tutmaktir. Atomik absorpsiyon spektroskopisinin duyarliligi, analit
elementin atomizasyon derecesi ile dogru orantihdir ve bu da atomizoriin

etkinligine baghdir [234] [221].
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Analit atomlar1 genellikle numunede tuzlar, molekiiler bilesikler veya kompleksler
olarak bulunmaktadir. Atomizoér, bu tiirleri indirgenmis, serbest gaz fazli atomik
duruma dontstirmelidir. Atomizor bunu genellikle termal enerji ve baz1 kimyasal

yollarla yapmaktadir [232].

AAS'de kullanilan yaygin atomizorler; alev, grafit firin, alev tiiplii, kuvars tiipli

atomizor ve yarikli kuvars tiiplii atomizordur [221].
o Alev Atomizorleri

AAAS'ta temel hal atomlarini elde etmek icin alev atomizoérleri kullanilmaktadir.
AAAS'de en ¢ok kullanilan alevler hava/asetilen ve nitroz oksit/asetilen alevleridir.
Hava/asetilen alevi maksimum yaklasik 2500 K sicaklik saglayabilirken nitréz
oksit/asetilen alevi 3000 K'in tizerinde sicaklik saglayabilmektedir [235]. Alev,
yakit-oksidan oraninda degisen tli¢ bolgeye sahiptir.

Yakit-oksidan oraninin kimyasal siiregler tlizerinde biiytik etkileri olabilmekte ve bu
da olciim hassasiyetinin azalmasina neden olabilmektedir [236]. Alev bdlgeleri,
birincil yanma bolgesi, ara bolge ve ikincil yanma bolgesidir. Birincil yanma bolgesi
mavi bir renge sahiptir ve C2-, CH-, CHO- gibi radikaller acisindan zengindir. Yanma
reaksiyonlar1 daha ¢ok bu bolgede gerceklesmektedir. Analitler bu bolgede yiiksek
enerjili gaz molekiilleri ile carpismalar sonucu atomize olurlar. Ara bolge, sabit bir
sicakliga ve homojen bir bilesime sahiptir. Bu bolgede serbest analit atomlari
yaygindir ve radikallerin diisiik mevcudiyeti nedeniyle girisim etkisi olasilig
diigtiktiir. ikincil yanma bélgesinde, karbon dioksit gibi yanma iiriinlerinin yaninda
atomlarin kararli metal oksitlere doniisiimii gerceklesmektedir. Alevin ara
bolgesinde serbest atomlarin yaygin olarak bulunmasi, bu bdlgeyi absorpsiyon

Olgtimleri icin uygun hale getirmektedir [165, 237, 238].

Alev atomizori, bir nebulizator ve bir alev baghgindan olusmaktadir. Alev bashgy, 5-
10 cm uzunlugunda bir alev tlretebilen uzun, dar bir yuvayr icermektedir. Bu,

Ol¢climiin hassasiyetini artiran uzun bir yol uzunlugu saglamaktadir.

Alev ozellikleri, oksitleyici/yakit oranlar1 ayarlanarak ve oksitleyici ve yakit

secimiyle degistirilebilmektedir. Ug tiir alev vardur:
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» Stokiyometrik alev, stokiyometrik miktarlarda oksidan ve yakittan
uretilmektedir. Boylece yakit tamamen yanmakta ve oksidan tamamen
tiketilmektedir.

» Yakitca-zayif alev, en sicak alevdir ve berrak mavi bir gériiniime sahiptir.

» Yakitca-zengin alev, nispeten soguk bir alevdir ve sar1 bir renge sahiptir.

Alev atomizorleri, kararli ve kullanimi kolay olma avantajina sahiptir. Bununla
birlikte, numunenin ¢ogu aleve asla ulasmadigindan ve numunenin alev iginde

kalma siiresi kisa oldugundan duyarlilik nispeten diistiktiir [214].
» Monokromator

Monokromatér, yalnizca ilgilenilen analite 6zgli dalga boyundaki 1s181n dl¢iilmesini
saglamak icin kullanilan bir izolasyon cihazidir [230]. Alev ile dedektér arasindaki
optik yola yerlestirilmistir [214]. Tiim dalga boylarindaki 151k, monokromatére bir
giris yarigindan girmekte ve daha sonra bir prizma veya daha yaygin olarak bir
kirinim 1zgarasi kullanilarak belirli dalga boylarina boéliinmektedir. Bu dagitici
elementin konumunu degistirerek, sadece istenen dalga boyundaki 1sik c¢ikis
yarigindan dedektore gec¢mektedir. Atomik absorpsiyon yontemi c¢ok spesifik
oldugundan, c¢ok yliksek c¢ozinirlikli monokromatorler gerekli degildir. Bu
nedenle, bir atomik absorpsiyon monokromatoériiniin odak uzaklig: genellikle 0,25
veya 0,5 m'dir. Bir monokromator, herhangi bir anda yalnmzca bir dalga boyunun
Olcilmesini saglamaktadir; bu da atomik absorpsiyon spektroskopisinin bir

dezavaltajidir [230].
» Dedektor

Bir monokromatoriin c¢ikis yarigindan gecen 1518in yogunlugu, bir doniistiiriicii
tarafindan bir elektrik sinyaline doniistiiriilmektedir. AAS tekniklerinde foto
cogaltici tlipler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir foto ¢ogaltici tiip, bir foto yayan
katot, bir anot ve dinotlar icermektedir. Katot, fotonlardan etkilendiginde elektron
yayan bir element karisimi veya bir alkali metal ile kaplanmis bir metalden
yapilmistir. Elektronlar ilave dinotlarla ¢arpilir ve her bir dinodun frettigi
elektronlar ilk elektronlardan daha fazladir. Elektrik akimi yiikseltildikten ve
elektronikler tarafindan islendikten sonra bir sinyal tiretilmektedir [167, 239, 240].
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2.2.4 Dijital Goriintii Tabanli Kolorimetri

Enstrimental cihazlar dogru ve kesin sonuglar saglayabilmekle birlikte gerekli
enstriumantasyon ozelliklerine, ¢ok yonluliigiine ve verimine bagh olarak olduk¢a
maliyetli olabilmektedir. Diisiik ve orta gelirli tlkelerdeki laboratuvarlar tipik
olarak bu pahali aletleri karsilayamamakta, ekipmanin bakimi i¢in gerekli
bilesenlere, personele ve uzmanliga erisimleri bulunmamakta ve/veya c¢alisir
durumda tutmak icin gerekli altyapidan yoksun olmaktadir. Bu bakimdan
geleneksel ekipmanlara basit, diisiik maliyetli bir alternatif ¢6ziim lretme geregi

duyulmaktadir [241].

Gilinimuzde dijital renkli kameralar, dahili bellekler, cep telefonlari ve tabletler gibi
akilli mobil cihazlarin hizli biiylimesiyle, teletip icin basit mobil cihaz tabanli araglar
[242, 243], mikroskopi [244-246], floresan gortintileme [247, 248] ve akilli telefon
tabanl kolorimetrik tayin [249-251] gerceklestirilebilmektedir [252].

Bir akilli telefon, sonuclarin gériintiilenmesi, analizi ve iletilmesi i¢in bir alternatif
sunmaktadir. Diinya ¢apinda 6 milyar abonelikle cep telefonlar: her yerde bulunur
hale gelmektedir [251]. Akilli telefonlar tasinabilirdirler, miikemmel bilgi islem
glicline sahiptirler ve bircogunun renk yogunlugunu 6lgebilen yiiksek ¢oziintrlikli
bir kamerasi vardir. Diger laboratuvar ekipmanlariyla karsilastirildiginda, akilh
telefon el cihazlariyla iligkili dogal bilgi islem giicti, optikler ve 6l¢cek ekonomisi,
onlar1 laboratuvar tanilamasinda kullanilan mevcut analitik araglarin ¢oguyla
karsilastirilabilir bir platform haline getirmektedir. Hedef analitin varligin1 ve
konsantrasyonunu akilli telefon kamerasi tarafindan olgiilebilen kolorimetrik
degisikliklere doniistiirebilen bir eklenti gerekmektedir. Boyle bir araytiz ile bir

akilli telefon, ¢ok ¢esitli kolorimetrik analizler yapabilmelidir [253].

Kolorimetri, fiziksel ve analitik kimyada kullanilan ve renkli ¢o6zeltilerin
konsantrasyonunu 6l¢gmeyi amaglayan 6nemli bir tekniktir [254]. Kolorimetreler,
spektrofotometri ve Beer-Lambert yasasini [255] kullanarak absorbans ol¢iimleri
yoluyla konsantrasyonu 6lcen araclardir. Deneyin karmasikligina bagh olarak hem
laboratuvarda hem de sahada kullanilabilmektedirler [256]. Akilli telefon
teknolojisindeki gelismeler, c¢ok c¢esitli kimyasal ve biyolojik analitler icin

kolorimetrik dl¢ciimlerin gerceklestirilmesine yardimci olmustur [257].
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Dijital gortintilerin kullanimi, kantitatif kimyasal analiz i¢in hizli ve diisiik maliyetli
kolorimetrik tespitler gelistirmek icin mevcut firsatlar icermektedir [258]. Son
zamanlarda analitik kimyada “Dijital Gortintii Tabanh Kolorimetri” (DIC) ad1 verilen
hizli ve basit bir tayin yontemi kullanilmistir [259, 260]. DIC, tarayicilar [261], dijital
kameralar [262, 263], web kameralar: [260, 264, 265] veya akilli telefonlar [249,
266] tarafindan kaydedilen dijital goriintiileri kullanan yeni ve diistik maliyetli bir
tekniktir. Akilli telefonlarin yayginlasmasi, RGB (Kirmizi, Yesil ve Mavi), CMYK
(Ciano, Macenta, Sar1 ve Siyah) ve HSV (Ton, Doygunluk ve Parlaklik) sistemleri gibi
renk analizi i¢cin yazilimlarin gelistirilmesi ile gerceklesmistir [267]. En sik
kullanilan renk modeli, her sensériin 15181n yogunlugunu sirasiyla kirmizi (R), yesil

(G) veya mavi (B) spektrumunda yakaladigi RGB modelidir [262].

Dijital goriintiilerin rengi ve yogunlugu, R, G ve B 1s1klarinin genis bir renk araligini
yeniden lretmek icin c¢esitli kombinasyonlarda birlikte eklendigi genellikle ek bir
renk alani olusturan 24 bit veridir (8 bit R + 8 bit G + 8 bit B). R, G ve B
yogunluklarinin kombinasyonu kullanilarak bir¢ok renk goériintiilenebilmektedir
[258]. Her rengin yogunlugunun 0'dan 255'e kadar olmak tizere 256 seviyesi vardir
[264]. Bu renk semasinda 16.777.216 renk elde edilmektedir (2563 veya 224). R = 0,
G=0,B=0degerisafsiyahi, R =255, G =255, B = 255 ise saf beyazi ifade etmektedir.
Bu sistemle, milyonlarca farkli renk tonu, doygunluk ve parlaklik saglayan benzersiz
R, G ve B degerleri kombinasyonlarina izin verilmektedir [258, 268]. Goriintiilerin

bu kapsamli dinamik renkleri, nicel analiz i¢in veri tabani saglamaktadir [258].

Kullanicilarin artan ihtiyaglarina cevap verebilmek i¢in her giin yiizlerce yeni
uygulama kullanima sunulmaktadir [269]. Cep telefonlariyla ilgili donanim ve
yazilimlardan tam olarak yararlanilarak yeteneklerinden daha fazla
yararlanilabilmektedir. Boylece onlarn degerli enstriimanlara dontistiirmek
mumkiindir [249]. Spesifik olarak, nesnenin rengini kabaca degerlendirmek icin

farkli mobil uygulamalar mevcuttur [252, 270].

Kolorimetrik analizler genellikle basarili dijital goriintii isleme icin siirekli
aydinlatma altinda kiivetlerde, kagitlarda veya diger kati desteklerde
gerceklestirilmektedir [267]. Bununla birlikte, cep telefonlar), li¢ temel zorluk
nedeniyle kolorimetrik tespit icin heniiz popiilerlik kazanmamistir. Ik olarak,

geleneksel bir cep telefonunun entegre renk dengeleme islevleri, yiiksek ortam
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1s18inda fotografcilik icin optimize edilmistir ve dogru nicel 6l¢limlerin yapilmasi
gerektiginde goriintiiler icin uygun degildir. Ikincisi, 6zellikle laboratuvar gibi
kontrollii ortamlarin disinda, goriintiileme sirasindaki aydinlatma kosullarinin
kontrol edilmesi zor olabilmektedir. Ugiinciisii, 6zellikle kii¢iik renk degisiklikleri
mevcut oldugunda ve tek basina kirmizi, yesil ve mavi (RGB) yogunluk degerlerinin
yeterli olmadig1 durumlarda goriintiilerin analizi zor olabilmektedir [251]. Bu
sebeple, bir cep telefonu kamerasindan, diizlemsel bir 151k kaynagindan ve bir
karton kutudan yapilmis kamera tabanl bir kolorimetre ile bir taraftan mikro
kivetlerdeki numuneleri aydinlatilmakta ve diger tarafa iletilen 15181 6l¢mek icin
kameranin RGB tabanl goriintiileme sensorlerini kullanilmaktadir [241]. Mevcut
akilli telefon cihazlarinin sorunu, gorintileme ortami degistirilirse yeniden
kalibrasyon gerektirmeleri ve dolayisiyla kesinlikle benzer testler arasi

goruntiileme kosullar gerektirmesidir [253, 271].

2.3 Numune On islemleri

Numune hazirlama metodolojisi, tiim analitik prosediiriin darbogazi olarak kabul
edilmektedir. Yontemin analitik performansi bu adima dayanmaktadir. Dikkatle
ozetlenen bir siireg, kullanilan analitik yontemin ytiksek segiciligini ve diisiik
hassasiyet sinirlarinin yani sira dogruluk ve tekrarlanabilirlik gibi diger
parametrelerini de saglayabilmektedir. Esas olarak bu asama, yontemin ¢evre dostu
olma derecesini, toplam analiz siiresini ve analit kaybi olasiligini belirlemektedir. Bu
nedenle, uygun bir 6n islem ile elde edilen analitik veriler daha yiiksek kalitededir

[15,272, 273].

Matris  bilesenleri, farkli numunelerdeki analitlerin tayinini olumsuz
etkileyebilmekte, bu durumda analitlerin 0dlciimden oOnce potansiyel
interferanslardan ayrilmasi gerekebilmektedir. Analitlerin mevcut enstriimantal
tekniklerin gozlem limitine ¢ok yakin veya daha diisiik konsantrasyonlarda mevcut
oldugu durumlar da vardir. On deristirme yontemleri, cihaza sunulan ¢ozeltideki
analitin konsantrasyonunu artirarak, dogru niceleme saglamaktadir. Orijinal analit
konsantrasyonlarinin hesaplanabilmesi icin elde edilen zenginlestirme faktoriiniin
bilinmesi gereklidir [229]. Analitik bir siire¢teki numune hazirlama adim;, ilgili
bilesenlerin bir numune matrisinden izole edilmesi ve zenginlestirilmesiyle

sonuclanan bir ekstraksiyon prosediirtinden olusmaktadir [274].
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Cevre ve insan giivenligine iliskin olarak kirliligin artmasindan kaynaklanan artan
endise, “Yesil Kimya” olarak adlandirilan c¢evre dostu uygulamalarin ortaya
¢ikmasina yol agmistir. Numune hazirlama, temel olarak hem insanlara hem de
cevreye zararll ¢oziiciilerin tiiketilmesi nedeniyle analizin en Kkirletici asamasi

olarak kabul edilmektedir. Bu baglamda en az li¢ “yesil” secenek mevcuttur:

i.  ¢ozlclsliz veya neredeyse ¢oziiciisiiz ekstraksiyon,
ii.  daha az zararh ¢6zictilerin kullanilmasi ve

iii.  ekstraksiyon yardimcilarinin kullanimi.

En yaygin hale gelen ilk secenektir. Minyatiirlestirme, analizin "yesilligini"

gelistirmenin 6tesinde, ayn1 zamanda maliyet agisindan uygundur.

Minyatiir numune hazirlama teknikleri, ¢ozilicii kullanimina dayali ekstraksiyonlar
ve sorbent kullanimina dayali ekstraksiyonlar olmak tizere iki ana kategoride
gruplandirilabilmektedir. Sivi fazli mikroekstraksiyon (SFME) gibi minyatiir
teknikler minimum miktarda ¢o6ziicii gerektirir ve bu nedenle “neredeyse

¢Ozliciisiiz” olarak kabul edilebilirler [275].

Son zamanlarda dikkat ¢eken numune hazirlama teknikleri daha hizli, daha yesil
ekstraksiyon yontemleri ve mikro ekstraksiyon teknikleridir. Yaygin analitik
enstriimantasyonlar ve bunlarla iligkili numune hazirlamalar Tablo 2.4' te

listelenmistir [276].

Tablo 2.4 Yaygin enstriimantal yontemler ve analiz 6ncesi gerekli numune
hazirlama adimlar1 [276]

Analitler Ornek Hazirlama Enstriiman

Organikler Ekstraksiyon, konsantrasyon, GC, HPLC, GC/MS, LC/MS
temizleme, tiirevlendirme

Ugucu Organikler Buhar fazina gecis, GC, GC-MS
konsantrasyon

Metaller Ekstraksiyon, konsantrasyon, AA, GFAA, ICP, ICP/MS
tiirlestirme

Metaller Ekstraksiyon, tiirevlendirme, UV-VIS molekiiler absorpsiyon

konsantrasyon, tiirlestirme

spektrofotometrisi, iyon
kromatografisi
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Tablo 2.4 Yaygin enstriimantal yontemler ve analiz 6ncesi gerekli numune
hazirlama adimlari [276] (devami)

Iyonlar Ekstraksiyon, konsantrasyon, Iyon kromatografisi, UV-VIS
tiirevlendirme molekiiler absorpsiyon
spektrofotometrisi,
Aminoasitler, yaglar, Ekstraksiyon, temizleme GC, HPLC, elektroforez
karbonhidratlar

Swvi-sivi ekstraksiyonu (SSE) dahil olmak tuzere geleneksel numune hazirlama
yontemlerinin kullanilmasi, 6nemli miktarda organik ¢6ziiciintin tiiketilmesi, biiytik
numune miktar1 gereksinimleri ve uzun numune hazirlama siireleri gibi énemli

dezavantajlara neden olabilmektedir [277, 278].

2.3.1 Ekstraksiyon Teknikleri

Katy, s1vy, stiper kritik sivi veya gaz olabilen bir ekstraktant kullanilarak ilgili analitin
numune matrisinden geri cekilmesi veya ayrilmasi, ekstraksiyon islemi olarak
adlandirilmaktadir. Ekstraksiyon, analitleri ¢esitli karmagsik numune matrislerinden
ayirmak ve ayni zamanda daha diisiik tespit limitleri elde etmek ve analitleri

konsantre etmek i¢in etkin bir sekilde kullanilan yaygin bir tekniktir [279, 280].

Sivi-sivi  ekstraksiyonu (SSE) ve kati faz ekstraksiyonu (KFE), geleneksel
ekstraksiyon yontemleridir ve modern ekstraksiyon yontemlerinin gelistirilmesi
icin temel olmustur. SSE, bir analitin iki karismaz siv1 (sulu ve organik) arasinda
dagilmasin1 icermektedir ve dagima, ekstraksiyon c¢oziiciisiinde analitin
cozunurliginin derecesine baghdir. SSE, yar1 ugucu ve ugucu olmayan organik
bilesikler icin uygundur [281] ve analitik kimyadaki en eski zenginlestirme ve
matris izolasyon tekniklerinden biridir [274]. Bununla birlikte, emiilsiyon olusumu,
biiyilk numune hacimlerinin ve toksik organik coziiciilerin kullanilmas1 ve
dolayisiyla biiylik miktarlarda kirletici olusumu gibi bazi eksiklikler, SSE'yi pahali,
zaman alict ve ¢evreye zararli yapmaktadir. Bu ekstraksiyon tekniginin
minyatiirlestirilmesi, ekstraksiyon ¢oziliclisii faz hacminin O6nemli Olg¢lide
azaltilmasiyla saglanabilmektedir [282]. KFE, bir sividan analitin adsorpsiyon
yoluyla sabit bir kat1 yiizey tizerine hapsedilmesi ve daha sonra uygun bir ¢oziicti ile
ayristirilmasi ilkesine sahiptir. Eliisyondan once, ilgili analit i¢in ¢ok diisiik

cozlinlirliige sahip ¢oziiciiler ile bir yikama prosediirii gergeklestirilerek interferans
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yapan bilesikler elimine edilebilmektedir. Kiitle transferi, analitlerin toplu numune
ortamindan ektraktanta genel hareketini ifade etmektedir [281]. KFE, SSE'den ¢ok

daha az ¢6ziicii kullanmakta, ancak nispeten pahali olabilmektedir [274] [283].

2.3.2 Mikroekstraksiyon Teknikleri

Mikroekstraksiyon yontemleri, SSE ve KFE'nin temel ilkelerine dayanmaktadir. Bu
nedenle genel olarak sivi fazli mikro ekstraksiyon (SFME) ve kati fazli mikro
ekstraksiyon = (KFME) olarak  kategorize  edilebilmektedirler [280].
Mikroekstraksiyon tekniklerinin, sivi-sivi ekstraksiyonu ve kati faz ekstraksiyonu
ile karsilastirlldiginda hassasiyet ve tekrarlanabilirlik agisindan benzer veya daha

iyi sonuclar sagladigi kanitlanmistir [284].

Yesil analitik kimya daha 6nemli hale geldikge, reaktiflerin ve organik ¢oziiciilerin
azaltilmasi ve digerlerinin yan1 sira analitik islemlerin minyatirlestirilmesi ve
otomasyonu 6nem kazanmaktadir [285]. SSE ve KFE, analitik laboratuvarlarda
yaygin olarak kullanilan tekniklerdir [286], ancak biiytik ¢6ziicii hacimlerine ihtiyag
duymaktadirlar ve ¢ok zahmetlidirler. Sonug olarak, analitlerin ayirma tinitesine
dogrudan enjeksiyonunu mumkin kilan, zenginlestiren, ayni zamanda daha az
cozlucli, zaman ve emek gerektiren yeni mikroekstraksiyon teknikleri

gelistirilmektedir [284].

Mikroekstraksiyon gibi minyatiir teknikler, analitik kimyada her y1l giderek daha
fazla benimsenen trend bir konu olmustur. Ik mikroekstraksiyon teknigi olarak kati
faz mikroekstraksiyonu (KFME), 90'larda Pawliszyn ve c¢alisma arkadaslar
tarafindan ¢ahisilmistir [287]. Ancak KFME pahalidir ve sinirli bir 6mre sahiptir.
Jeannot ve Cantwell, sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemi ile ilk c¢alismalari
literatiire sunmuslardir [288]. He ve Lee, 1997'de sivi fazli mikroekstraksiyon ile bu

gelisimlere katki saglamistir [274, 289, 290].

2.3.2.1 Siv1 Faz Mikroekstraksiyon

Sivi faz mikroekstraksiyon, sivi sivi ekstraksiyonunun minyatiirlestirilmis bir
seklidir [275]. Cesitli numunelerden c¢ok cesitli analitlerin ekstraksiyonu i¢in
yalnizca ¢ok diisiik miktarda (pL seviyesinde) alici faz olarak ekstraksiyon ¢6ziiclisti

gerektiren bir numune 6n islem yontemidir [291, 292].
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SFME, enstriimanlar ve cesitli karistirma yontemleri ile birlestirilebilen esnek bir
ekstraksiyon teknigi olarak bilinmektedir. Mevcut yontemler, yesil kimyaya
uygunlugunu ve ekstraksiyon verimliligini artirmak icin, yontemin bu esnekligi
kullanilarak  degistirilebilmektedir. Ayrica analitlerin eser diizeylerinin
belirlenmesine olanak tanimaktadir [281]. Basitlik, hassasiyet, diisiik maliyet,
otomasyon ve “enjekte etmeye hazir” modu gibi avantajlar1 vardir. Ote yandan,
temel olarak ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin sulu numune c¢ozeltisi ile kismi
karisabilirligi nedeniyle istenmeyen bir azalma meydana gelebilmektedir. SFME'nin
genellikle ylksek hassasiyeti, analitlerin eser seviyelerde tayinine olanak
saglamaktadir. Ornegin, atik sulardan antidepresan ila¢ 25.000 kat 6n deristirme ile

elde edilmistir [275, 293].

Son on yilda arastirmalar, yesil kimyaya uygun olarak SFME yo6ntemlerinde
kullanilacak ekstraksiyon c¢oziiciileri olarak alternatif ¢ozictlerin gelistirilmesine
odaklanmistir [294]. En ¢ok tercih edilen yontemler; tek damla mikroekstraksiyon
[295], dagitic sivi-sivi mikroekstraksiyon (DSSME) [296], katilastirilmis ylizen
organik damla mikroekstraksiyon [297], akilli ¢oziicii siv1 faz mikro ekstraksiyon

[298], bulutlanma noktas1 mikroekstraksiyonu [299] olarak siralanabilmektedir.

2.3.3 Dagiticl S1vi Sivi Mikroekstraksiyon

Rezaee ve calisma arkadaslari, dagitici sivi sivi mikroekstraksiyon (DSSME)
teknigini inceleyen ilk bilim adamlaridir [274]. Bu teknik, yiliksek yogunluklu
organik bir ¢oziicii olan bir ekstraksiyon ¢dziiciisiiniin kullanimina dayanmaktadir.
Ekstraksiyon ¢oziiciisii ve dagitic1 ¢oziiciiniin sulu faza birlikte enjeksiyonundan
sonra, kiigik damlaciklarin olusumu goézlenir ve damlaciklarin sulu numune
cozeltisi boyunca dagimasi sirasinda ekstraksiyon gerceklesir [282, 300].
Damlaciklar sulu numune ¢ozeltisine dagilirken bulutlu ¢6zelti olusur. Daha sonra
bulanik ¢6zelti santrifiij edilir ve konik tiiptin dibinde elde edilen ¢okelti faz1 uygun
bir analitik yontemle analiz etmek i¢in kullanilir. DSSME'nin sematik gosterimi Sekil

2.7" de verilmistir.
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Enjeksiyon

===

= | santrifajleme

Analiticeren Ekstraksiyon ve dagitici Bulutlu ¢ozelti Santrifiij sonrasi Alt fazin
numune gozeltisi  ¢bziicinln enjeksiyonu (Dispersiyon) alt faz ayriimasi

Sekil 2.7 DSSME’nin sematik gosterimi [301]
DSSME'nin avantajlari baslica sunlardir:

i. diisiik maliyet,

ii. basitlik,

iii. kiiciik bir numune hacmine ihtiya¢ duyma (sadece mikrolitre hacimleri),

iv. diistik ¢oziicii tiiketimi,

v. yliksek geri kazanimlar

vi. vericinin (sulu numune) ve alicinin (ekstraksiyon ¢oziiciisii) yliksek faz oranina

bagl olarak yiiksek zenginlestirme faktoru

vii. denge durumuna hizhi bir sekilde ulasilmasina bagh olarak kisa ekstraksiyon

suresi

Bununla birlikte, bu teknigin ayrica, ekstraksiyon ve dagitic1 ¢oziiciilerle ilgili

gereksinimlerden kaynaklanan belirli sinirlamalar1 da vardir;

i. ii¢ solvent kullanma ihtiyaci,
ii. ekstraksiyon c¢oziiclisii, hedef analitin iyi bir ekstraksiyon kabiliyetine, sulu
fazda diisiik bir ¢éziintrliige ve sudan daha biiyiik bir yogunluga sahip olmal

iii. fazlarin ayrilmasi santrifiijleme ile yapilmah
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iv. dagitic1 ¢oziicii, hem ekstraksiyon c¢oziiciisii hem de sulu faz ile karisabilir

olmahdir [113, 223].

Bu nedenle, ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin se¢imi en kisitlayici kisim haline gelir, ¢ciinkii
az sayida organik c¢oziici bu gereksinimleri karsilar. DSSME prosediriinde
genellikle ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak tetraklorometan, kloroform, karbon
disulfur, nitrobenzen, bromobenzen, klorobenzen, 1.2-diklorobenzen, 1.2-
dikloroetan ve diklorometan gibi yliksek yogunluklu organik ¢oziiciiler; dagitici
¢oziici olarak ise metanol, etanol, asetonitril veya aseton gibi hem ekstraksiyon
¢oziclsi hem de sulu fazda yiliksek karisabilirlige sahip ¢oziiciiler kullanilmaktadir
[282, 302]. Ek olarak, pH degeri ve tuz ilavesi gibi DSSME'yi etkileyen diger
parametreler, ekstraksiyon sonuglarini 6nemli o6l¢iide etkileyebilir ve ayrica

optimize edilmelidir.

DSSME teknigi ¢cogu laboratuvar tarafindan erisilebilirdir ve gaz kromatografisi
[303], yiiksek performansh sivi kromatografisi [304], elektrotermal atomik
absorpsiyon spektrometrisi [224] ve alevli atomik absorpsiyon spektrometrisi

[305] gibi gesitli analitik tekniklerle uyumlu goriinmektedir.

2.3.4 Cift Siringa Esash Basing¢h Sivi Faz Mikroekstraksiyon

Yesil analitik kimya, minyatiirlestirme, organik c¢oziiciilerin ortadan kaldirilmas;,
islemlerin tekrarlanabilirliginin arttirilmasi1 ve enerji tiketiminin ve {retilen
atiklarin azaltilmasina odaklanmaktadir. Bu nedenle, cesitli organik/inorganik
analitlerin ekstraksiyonu/hazirlanmas1 icin c¢esitli yesil analitik teknikler
gelistirilmistir [306-308]. Mikroekstraksiyon tekniklerinde dagitici ¢oziiciilerin
kullanimi, organik c¢oziicllerin kullanimi agisindan yesil kimya gerekliliklerini
karsilamamaktadir [309]. Bu nedenle, dagitici ¢oziiciiler kullanilmadan yeni sivi faz
mikroekstraksiyon stratejileri, yalnizca tespit limitlerini diistirmek i¢cin degil, ayni
zamanda dagitic1 organik ¢oziicilerin kullanimini ortadan kaldirmak i¢in de ¢ok

onemlidir [306].

Dagiticr ¢oziicii kullanimi, diisiik ekstraksiyon verimliligine yol agabilmektedir
[310]. Bunun 1s181nda, dagitic1 ¢6ziicii kullanimini tamamen ortadan kaldirmak ve

sonug¢ olarak ekstraksiyon prosediiriinde organik c¢oziiciilerin genel kullanimini
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azaltmak icin cesitli sistemler gelistirilmistir. Literatiirde siringa ici ekstraksiyon

teknigi ile ilgili bircok calisma bulunmaktadir [307].

Melwanki ve ark. (2008) [311], DSSME i¢in alternatif bir ekstraksiyon iinitesi olarak
bir siringa kullanmistir. Cruz-Vera ve digerleri (2009) [312] ekstraksiyon iinitesi
olarak 10 ml'lik bir plastik siringa ile ekstraksiyon ve dagitici ¢oziicii karisiminin
enjeksiyonu icin 1 ml'lik bir cam siringa kullanarak siringa ici DSSME'yi manuel
olarak gergeklestirmistir. Tam otomatik siringa i¢ci DSSME, Maya ve ark. (2011)
[313] tarafindan benzo(a)pirenin ekstraksiyonu icin ¢oklu siringa akish enjeksiyon
analizi teknigi uygulanmis ve ardindan monolitik bir kolon tlizerinde kromatografik

olarak ayrimi gergeklestirilmistir.

Cift siringa esasli basingh sivi faz mikroekstraksiyon (CSE-BSFME) yontemi, dagitic
¢Oziici kullanimini tamamen ortadan kaldirmak ve sonug¢ olarak ekstraksiyon
prosediriinde organik c¢ozicilerin genel kullanimini azaltmak amaciyla
gelistirilmistir. Bu teknik, dagitici ¢oziici kullanimindan kaginarak yesil kimyaya
katkida bulunmakta ve ekstraksiyon islemini ¢6ziicii uguculugundan kaynaklanan
kayiplar1 6nleyen kapali bir sistem icinde gerceklestirmektedir. Sistem, ortasinda
filtre bulunan bir aparat ile birbirine bagh iki adet tek kullanimlik siringadan
olusmaktadir. Iki siringa arasina tiirbiilansh bir akis olusturmak icin farklh
materyallerden yapilmis filtre yerlestirilmistir. Filtre yiizeyinde bulunan delikler
sayesinde ekstraksiyon ¢oziiciist ile sulu numune arasinda genis bir ytizey alani
saglanmistir. Siringa pistonlarinin ileri geri eszamanlh hareketleri sayesinde iki
siringa arasinda olusturulan basing, etkili bir dispersiyon olusturmus ve dagitici

¢oziici ihtiyacini ortadan kaldirmistir [310, 314].

Gelistirilen yontemlerde, plastik ve metalik olmak tizere 2 farkl filtre kullanilmistir.
Plastik filtre sisteminde, iki siringa birbirine plastik tiibinglerle baglanmis ve bu
tiibinglerin arasina, filtre gérevi gormesi amaciyla tizerinde 6 adet delige sahip bir
polimer parcasi yerlestirilmistir. Plastik filtre baglantili ¢ift siringa esasl basingh
swv1 faz mikroekstraksiyon sisteminin sematik gosterimi Sekil 2.8' de sunulmaktadir

[310, 314].
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Sekil 2.8 Plastik filtre baglantili ¢ift siringa esash basingl sivi faz
mikroekstraksiyon sistemi [310]

Metalik elek baglantili cift siringa esasl basingh sivi faz mikroekstraksiyon sistemi
(MEB-CSE-BSFME)'nde ise iki siringa metalik bir elek ile uctan uca birbirine
baglanmistir. Metalik filtre, 1.4 cm ¢capinda 50 mesh’lik metalik elekten olusan ve 5.0
cm c¢apinda, 2.5 cm genisliginde paslanmaz c¢elikten yapilmis bir matalik aparattir
(Sekil 2.9). Yizlerce delikli metalik filtre, siringalarin takildig1 metalik plakalarin
arasina yerlestirilmistir. Iki siringanin ileri geri hareketi, siringalar arasindaki
hareketin olusturdugu basincin etkisiyle yiliksek yilizey alani etkilesimi
olusturmaktadir. Boylece, numune ¢ozeltisi ile ekstraksiyon ¢oziiclisii arasinda
plastik filtreye kiyasla daha iyi bir dagilim meydana gelmekte ve dagitic1 ¢oziici

ihtiyacini ortadan kaldirmaktadir [315].

Sekil 2.9 Metalik elek baglantili ¢ift siringa esash basingh sivi faz
mikroekstraksiyon sistemi [310]
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2.3.4.1 Otomasyon Sistemi ile Cift Siringa Esash Basingh Sivi Faz

Mikroekstraksiyon

Otomasyon Sistemi ile Cift Siringa Esasli Basing¢li Sivi Faz Mikroekstraksiyon (OS-
CSE-BSFME) yonteminde, iki siringa arasinda basingh karistirma islemi igin
otomatik bir sistem gelistirilmistir. Bu otomatik sistemde, siringa pistonlarinin ileri
geri hareketini saglamak i¢in mekanik bir motor kullanilmistir. Otomatik sistem,
siringa pistonlarinin senkronize hareketini saglamis ve bu sabit karistirma hizi,
ekstraksiyonlarin tekrarlanabilirligini arttirmistir. Ayn1 zamanda, sabit basing
pompasy, siringalarin eszamanl hareketini saglayarak manuel karistirmanin neden
oldugu hatalar1 ortadan kaldirmakta ve ekstraksiyonun tekrarlanabilirligini
artirarak algilama siirinin iyilestirilmesine yardimci olmaktadir. Otomasyon
sistemi ile plastik ve metalik elek filtre sistemlerine ait ¢ift siringa esasli basingli sivi

faz ekstraksiyonunun sematik gosterimleri Sekil 2.10, Sekil 2.11 ve Sekil 2.12’ deki

gibidir.

Sekil 2.10 Otomasyon sistemi ile plastik elek baglantili OS-CSE-BSFME sisteminin
onden goriinimi [306]

Sekil 2.11 Otomasyon sistemi ile plastik elek baglantili CSE-BSFME sisteminin
arkadan gorinimi
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Sekil 2.12 Otomasyon sistemi ile metalik elek baglantili OS-CSE-BSFME sisteminin
arkadan goriinimii

Gelistirilen otomasyon ile daha gelismis ve kolay bir sistem elde edilmistir. Ayrica
metalik elek iizerinde yiizlerce delik bulunan metalik elek sayesinde ekstraksiyon
¢oziiciisi ile sulu faz arasindaki etkilesim ¢ok yiiksek seviyede tutulmustur. Artan

yuzey alani, ekstraksiyon verimliligini buyiik 6l¢iide artirmaktadir.

2.4 Metot Validasyonu

Metot validasyonu, analitik bir metodun amacina uygun olarak kabul edilebilir hale
getirilmesi siirecidir [316]. Validasyonda kullanillan parametreler asagida

aciklandig gibidir;

e Dogruluk: Olgiilen bir degerin gercek veya kabul edilen degere yakinhgidir.
Dogruluk, bulunan ortalama deger ile gercek deger arasindaki sapmayi
gostermektedir. Bilinen miktarlarda analit eklenmis numunelere yontem
uygulanarak belirlenir. Girisim olmadigindan emin olmak icin bunlar
standart ve blank ¢ozeltilere kars: analiz edilmelidir. Dogruluk daha sonra
deney sonuglarinda geri kazanilan analitin ytizdesi olarak hesaplanmaktadir.
Genellikle bilinen, eklenen miktarlarda analitin geri kazanimi olarak ifade
edilebilir [317].

e Kesinlik: Rastgele hatanin bir 6l¢iisiidiir ve yontem homojen bir numuneden
alinan farkli kisimlara tekrar tekrar uygulandiginda deneysel sonuglar
arasindaki uyum olarak tanimlanmaktadir. Kesinlik, degiskenlik katsayisi
(CV) veya Bagil Standart Sapma (BSS) ile degerlendirilir. Kesinlik li¢ diizeyde
diistiniilebilir: tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrar iiretilebilirlik.
Tekrarlanabilirlik, ayni calisma kosullari altinda kisa bir zaman aralig1 veya

zaman i¢indeki kesinligi ifade etmektedir.
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standart sapma
%BSS = ( P ) X 100 (2.1)
ortalama

Ara kesinlik laboratuvar ici varyasyonlar: ifade etmektedir: farkh giinler,
farkl analitler, farkli ekipman vb. ve ¢alismalar arasi, giinler arasi veya
deneyler arasi kesinlik olarak adlandirilmaktadir. Tekrar iiretilebilirlik,
laboratuvarlar arasi kesinligi ifade etmektedir [316].

Dogruluk ve kesinlik, asagidaki diyagramin gosterdigi gibi ayni degildir. Bir
yontem iyi bir kesinlige sahip olabilir ve yine de dogru olmayabilir.
Dogrusallik: Analitik prosediiriin numunedeki analitin konsantrasyonu ile
dogru orantili bir yanit elde etme yetenegidir. Dogrusallik genellikle
regresyon dogrusunun egimi etrafindaki gliven sinir1 olarak ifade
edilmektedir [212].

Gozlem ve Tayin Limiti: Gozlem limiti (GL), bir numunedeki bir analitin
nicelendirilemeyen, tespit edilebilen en diisiik konsantrasyonu olarak
tanimlanmaktadir. GL, genellikle 3:1 olan belirli bir sinyal-gurilti
oranindaki konsantrasyon olarak ifade edilmektedir.

Tayin limiti (TL), bir numunedeki bir analitin, yontemin belirtilen ¢alisma
kosullarn altinda kabul edilebilir kesinlik ve dogrulukla belirlenebilen en
diisiik konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. TL icin, sinyal:gurilti
orani 10:1'dir. GL ve TL ayrica asagidaki formiillere gore [315] GL'ye
yaklasan seviyelerde yanmitin standart sapmasi ve kalibrasyon

egrisinin/egrilerinin egimi temelinde de hesaplanabilmektedir [212, 318].

_ standart sapma

GL=3x (—— =) (2.2)
_ standart sapma

TL=10x (—— =) (2.3)

Secicilik: Bir yontemin, bir numunedeki diger bilesenlerin varliginda bir
analiti ayirt etme ve nicellestirme yetenegi olarak kabul edilmektedir [316].
Saglamlik: Bir analitik prosediiriin saglamlhgi, yontem parametrelerindeki
kiigiik, ancak kasith degisikliklerden etkilenmeme kapasitesinin bir
Olciisiidiir ve normal kullanim sirasinda giivenilirliginin bir gostergesini

saglamaktadir [212].
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3

MALZEME VE YONTEMLER

3.1 Kobaltin Otomasyon Sistemi ile Cift Siringa Esash Sivi Faz
Mikroekstraksiyonu Sonras1 Alevli Atomik Absorpsiyon

Spektrometresi ile Eser Seviyelerde Tayini

3.1.1 Kimyasallar

Bu ¢alisma boyunca kullanilan tiim kimyasallar analitik saflik derecesine sahiptir.
Calisma ve kalibrasyon ¢ozeltileri, %2.0 HNOs icinde 1000 mg L-V'lik bir kobalt stok
cozeltisinden (High Purity Standards, Kuzey Charleston, ABD) deiyonize su (18.2
MQcm) ile seyreltilerek hazirlanmistir. Schiff bazi sentezinde kullanilan 5-
bromosalisil aldehit, p-toluensiilfonik asit ve p-aminofenol Merck (Darmstadt,
Almanya)’ten temin edilmistir. Ekstraksiyon isleminde kullanilan kimyasallar Tablo
3.1’ de kullanim amaglarina gore siralanmistir. Tampon c¢o6zeltileri, uygun
miktarlarda Tablo 3.2’ de listelenen sekilde hazirlanmistir. Ligand ¢ozeltisinin
karanlik, serin ve kuru bir dolapta tutulmasiyla ligandin 151k veya giines 15181 ile
bozulmasi 6nlenmistir. Tiim cam esyalar ve diger plastik malzemeler kullanim
sonrasli yikanmis, %5.0 HNOs ¢6zelti banyosunda 2.0 saat tutulmus, deiyonize su ile
durulanmis ve daha sonra deneysel prosediirde kullanilmadan o6nce iyice

kurutulmustur.

Tablo 3.1 Kobalt tayini icin ¢alisma boyunca kullanilan kimyasallar ve kullanim

amaglari
Kimyasal ismi Marka Kullanim Amaglar
Boraks Riedel-de Haén, Almanya Tampon hazirlanmasi
Etanol Isolab, Almanya L.1.ganc.1 s.eptezL ligand
¢ozeltisinin hazirlanmasi
Kloroform Merck, Darmstadt, Ekstraksiyon calismalari
Almanya
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Tablo 3.1 Kobalt tayini i¢in ¢alisma boyunca kullanilan kimyasallar ve kullanim

amaglar1 (devami)

1.2-dikloroetan

Merck, Darmstadt,
Almanya

Ekstraksiyon ¢oziicii tiirii
optimizasyonu

Diklorometan

Merck, Darmstadt,
Almanya

Ekstraksiyon ¢oziicii tiirii
optimizasyonu

Nitrik asit, %67 (HNO3)

Isolab, Almanya

Mikrodalga ¢oziiniirlestirme,
ekstraksiyon c¢alismalari

Hidrojen peroksit, %35
(H202)

Merck, Darmstadt,
Almanya

Mikrodalga ¢oziintirlestirme,
eluent tlri optimizasyonu

Hidroklorik asit, %37
(HCD)

Isolab, Almanya

Tampon hazirlanmasi, eluent
tiru optimizasyonu

Tablo 3.2 Calismada kullanilan tampon ¢6zeltileri ve hazirlanislar:

Tampon Cozeltisi

Hazirlanisi

pH 3.0

pH 4.0

pH 5.0

pH 6.0

pH 7.0

pH 8.0

pH 9.0

pH 10.0

pH 11.0

pH 12.0

pH 13.0

0.10 M potasyum hidrojen fitalat + 0.10 M HCl

0.10 M potasyum hidrojen fitalat + 0.10 M HCl

0.10 M potasyum hidrojen fitalat + 0.10 M NaOH

0.10 M potasyum dihidrojen fosfat + 0.10 M NaOH

0.10 M potasyum dihidrojen fosfat + 0.10 M NaOH

0.025 M boraks + 0.10 M HCI

0.025 M boraks + 0.10 M HCI

0.025 M boraks + 0.10 M NaOH

0.050 M disodyum hidrojen fosfat + 0.10 M NaOH

0.050 M disodyum hidrojen fosfat + 0.10 M NaOH

0.20 M KCl + 0.20 M NaOH
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3.1.2 Cihazlar

Kobalt miktar tayini i¢in absorbans o6l¢timleri, ATI UNICAM 929 AA serisi atomik
absorpsiyon  spektrofotometri  sistemi  (Cambridge, UK) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sistemde, zemin sinyallerini diizeltmek i¢in bir déteryum (D2)
lambas1 bulunmaktadir. Asetilen ve hava karisimi ile alev tiretilerek atomizasyon
gerceklestirilmis ve kobalt dl¢iimleri i¢cin 240.7 nm dalga boyunda ¢alisiimistir. Isik
kaynag olarak bir Varian marka oyuklu katot lambasi kullanilmistir. Oyuklu katot
lambasinin ¢alisma akimi ve slit genisligi sirasiyla 10 mA ve 0.20 nm'ye
ayarlanmistir. Calisma boyunca kullanilan diger laboratuvar alet ve cihazlar1 Tablo

3.3’ te listelenmistir.

Tablo 3.3 Kobalt tayini icin ¢alisma boyunca kullanilan laboratuvar alet ve

cihazlan
Cihazlar Marka/Model
Su Aritma Sistemi ELGA Pure Flex 3
I[sitmali Manyetik karistiric IKA RCT ST S000
Analitik Terazi Ohaus Pioneer PA214C
Otomatik Pipet Eppendorf
Etiv Heraeus D-6450
Santrifiij BIOBASE BKC-TL5II
pH Metre Hanna HI2020
Ultrasonik Banyo HAPA M-100
Mikrodalga Coziintirlestirme Cihazi Milestone
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3.1.3 Deneysel Prosediirler

3.1.3.1 (Z)-3-bromo-5-(((4-hidroksifenil)imino)fenol Sentez Prosediirii

Schiff bazlarinin ¢ok 6nemli bir organik bilesik sinifi oldugu ve molekiillerinde imin
N atomunun varlig1 nedeniyle Schiff baz metal kompleksleri olusturmak icin metal
ile koordine olabildikleri bilinmektedir. Bu tiir bilesikler, gecis metali ve nadir
toprak metal iyonlari i¢in selatlama islevine sahiptir ve bu nedenle Schiff baz metal
kompleksleri, ¢ok kararli kompleksler grubudur. Schiff baz metal kompleksleri,
bircok miikemmel o6zelliklerinden dolay1 genis uygulamalara sahiptir [319]. Bu
calismada, kobalt iyonlari ile kompleks olusturmak tizere bir Schiff bazi ligandini

sentezlemek icin basit bir reaksiyon kullanilmistir.

ilk olarak, 25 mL etanol i¢inde ¢6ziilmiis 5.0 mmol 5-bromosalisil aldehit énce 60
°C'ye 1s1tilmis, daha sonra 0.01 mg p-toluen siilfonik asit ilave edilmistir. Baska bir
cam kapta, 10 mmol p-aminofenol, sonikasyon yardimiyla 5.0 dakika boyunca 15
mL etanol icinde ¢6ziilmustir. Amin ¢ozeltisi, 10 dakika boyunca damla damla
reaksiyon sisesine ilave edilmis ve ekleme baslar baslamaz ¢ozeltide turuncu-
kahverengi ¢okeltiler gozlenmistir. Reaksiyon, sabit karistirma ile dort saat daha
sabit bir sicaklikta tutulmustur. Reaksiyon sona erdikten sonra iiriin, 11 pm filtre
kagidi kullanilarak siiziilmiis ve safsizliklar1 gidermek icin etanol ile birkag¢ kez
yikanmistir. Olusan triin daha sonra ¢6ziicli ve nemi buharlastirmak i¢in 24 saat
boyunca etiivde 55 °C'de tutulmustur. Elde edilen ligandin kimyasal yapis1 Sekil 3.1’
de goruldugu gibidir.
N OH

X

HO

Br
Sekil 3.1 (Z)-3-bromo-5-(((4-hidroksifenil)imino)fenol kimyasal yapisi

Sentezlenen ligandin karakterizasyonu FTIR spektroskopisi kullanilarak

yapilmistir. Baslangic reaktiflerinden farkli olarak, aldehitte C=0 gerilmesinin ve
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birincil aminin N-H gerilmesinin olmamasi ligand olusumunun saglandigin

gostermistir.

3.1.3.2 Ekstraksiyon Aparati

Ekstraksiyon isleminin gerceklestirildigi sistem, ortasinda filtre bulunan bir plastik
aparat ile birbirine baglanan iki adet tek kullanimlik siringadan olusmaktadur. iki
siringa arasinda tiirbtilansh bir akis olusturmak i¢in siringalar1 birbirine baglayan
plastik tlibing arasina 6 delige sahip bir polimer parcasi yerlestirilmistir. Filtre,
siringa pistonlar1 ayni anda hareket ettirildiginden, ekstraksiyon ¢oziiciisii ile sulu

ornek arasinda genis bir ylizey alani saglamaktadir.

Karistirma stiresi boyunca siringalar arasi dispersiyon verimini arttirmak ve
manuel karistirmadan kaynakli olabilecek hatalar1 elimine etmek amaciyla iki
siringa arasinda olusacak basing¢h karistirma islemi icin otomatik bir karistirma
sistemi gelistirilmistir. Bu otomatik sistemde, siringa pistonlarinin ileri geri
hareketini saglamak icin mekanik bir araba silecegi motoru kullanilmistir. Otomatik
sistem, siringa pistonlarinin senkronize hareketini saglamis ve bu sabit karistirma
hizi, tekrarlanabilirligi arttirmistir. Bu ¢alismada kullanilan otomatik sistemin
sematik bir diyagrami bolim “2.3.4 Cift Siringa Esash Basingh Sivi Faz
Mikroekstraksiyon” Sekil 2.10 ve 2.11"' de gosterilmektedir.

3.1.3.3 Co-0S-CSE-BSFME Prosediirii

Ekstraksiyon islemi i¢cin tek kullanimlik siringalar kullanilmistir. Baglangigta, 8.0 mL
sulu standart/6rnek ¢ozeltisi, 10 mL'lik bir siringaya mikropipet yardimiyla yine bir
10 mL'lik siringa vasitasiyla aktarilmistir. Daha sonra, hedef analitin
komplekslestirilmesi icin 1.50 mL 0.025 M borat tampon ¢o6zeltisi (pH 9.0) ve 1.50
mL 0.08 g L1 etanol icinde ¢oziilmiis Schiff baz ligand c¢o6zeltisi ilave edilmistir.
Kompleks olusturma islemi, 15 s boyunca basingh karistirma ile hizlandirilmistir.
Daha sonra ligand-kobalt kompleks c¢ozeltisine mikropipet yardimi ile 400 pL
ekstraksiyon ¢oziiciisii (kloroform) ilave edilmis ve siringalar 15 s basing¢h
karistirma islemi icin otomatik sisteme yerlestirilmistir. Karistirma sonucunda
olusan bulanik c¢ozelti, temiz bir santrifiij tiipline dikkatlice aktarilarak, faz
ayrilmasini hizlandirmak igin 6000 rpm'de 2.0 dakika santrifiijlenmistir. Konik

santrifiij tiipiiniin tabanindaki organik faz bagka bir temiz tlipe toplanmistir.
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Aktarilan faza 100 pL etanol eklenmis ve organik fazin buharlagmasi i¢in 60 °C'deki
su banyosunda tutulmustur. Boylece u¢gma isleminin aniden gercgeklesmesinin
ontine gecilip kalintinin tiiptin ¢eperlerine kalici bir sekilde yapismasi 6nlenmistir.
Cozlci tamamen uzaklastirildiktan sonra tiiplin dibinde kalan analitce zengin
kalintinin ¢6ziilmesi icin 100 pL 6.0 M HNOs ¢ozeltisi eklenmis ve absorbans
Olctimleri icin AAAS sistemine gonderilmistir. Ekstraksiyon prosediiriiniin sematik

gosterimi Sekil 3.2’ deki gibidir.

. Ekstraksiyon
> Standart/Ornek <  solventi
5 Tampon 5

™= |igand — m|
< h—

IIIII[IIIIl l
\
!
i
]IIIIIIILII I

f’ b
10 mL / // Y
siringa ! U

\ ‘ Santrifiiilleme

\\ ’f ¢3

Sekil 3.2 Co-0OS-CSE-BSFME prosediiriiniin sematik gosterimi

3.1.3.4 Gerg¢ek Orneklerin Hazirlanmasi

Gelistirilen yontemin gercek orneklere uygulanabilirligini test etmek amaciyla ayva
ornegi ile calisilmistir. Gidalardaki kobalt derisimi, farkli cografi alanlarin toprak
icerigine baghdir. Bircok literatiir calismasinda ayva 6rneklerinde kobalt bulundugu
belgelenmistir [320, 321]. Ulkemizde ayva agaclarinin en ¢ok bulundugu bélge
Marmara Bélgesidir. Bu sebeple kullanilmis olan ayva 6érnegi, Istanbul /Tiirkiye’deki
yerel bir marketten satin alinmis ve Tablo 3.4’ teki sicaklik programi kullanilarak

mikrodalga ¢ozilintirlestirme islemi uygulanmistir.
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Tablo 3.4 Ayva 6rneklerine uygulanan mikrodalga ¢éziintlirlestirme islemine ait

sicaklik programi
Rampa, dk Sicaklik, °C Giig, W

0-5 100 1200
5-10 100 1200
10-15 150 1200
15-20 150 1200
25-30 180 1200
30-40 180 1200

Cozinirlestirme isleminde, 0.50 g ayva tartilarak bir teflon kaba aktarilmis ve 8.0
mL HNO3:H202 (3:1) karisimi ilave edilmistir. Mikrodalga c¢o6ziiniirlestiricinin
sicakligl, oda sicakligindan 5.0 dakikada 100 °C'ye, ardindan 5.0 dakikada 150 °C'ye
ve son olarak 5.0 dakikada 180 °C'ye yiikseltilmistir. ilk iki sicaklik rampas1 5.0
dakika sabit tutulmus, son rampa ise 10 dakika sabit tutulmustur. Coziintlirlestirme
prosediiriiniin sonunda 15 dakika ventilasyon yapilmistir. Coziintirlestirilmis 6rnek
cozeltisi bir behere bosaltilmis ve ekstraksiyon islemi i¢in uygun bir pH ortami
saglamak amaciyla seyreltik NaOH ¢6zeltisi ile pH degeri, standart ¢6zeltinin pH'ina
esit olarak ayarlanmistir. Son olarak oOrnek ¢ozelti son hacimde 250 mlL'ye

seyreltilmistir.

Ornekte kobalt olup olmadigin1 belirlemek amaciyla érnek ¢ézeltisinin optimum
kosullar altinda ekstraksiyonu gerceklestirilmis ve bir absorbans degeri elde
edilmemistir. Bu durum o6rnek c¢ozetisinde analit seviyesinin yontemin
gozlenebilme limitinin altinda oldugunu veya oOrnekte analit bulunmadigini
gostermistir. Bu sebeple elde edilen 6rnek matriksi ile yontemin dogrusal ¢alisma
araliginda olmak tizere 15-100 pL derisim aralifinda ¢ozeltiler, standartlar matriksi
seyreltmeyecek sekilde eklenerek hazirlanmistir. Yontemin optimum kosullar:
uygulanarak ekstraksiyon ¢alismalar1 gergeklestirilmis ve geri kazanim yiizdeleri

matriks esleme yontemi ile hesaplanmistir.
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3.2 Metalik Elek Baglantili Cift Siringa Esashi Sivi Faz Mikro-
Ekstraksiyon ile Bakirin Zeytin Yapraklarinda Alevli Atomik

Absorpsiyon Spektrometresi ile Tayini

3.2.1 Kimyasallar

Calismanin tiim asamalarinda analitik dereceli ve yliksek saflikta kimyasallar
kullanilmistir. High Purity Standards'tan (North Charleston, ABD) satin alinan bakir
stok standart ¢ozeltisi (1000 mg L-1), calisma ve kalibrasyon standart ¢ozeltilerini
hazirlamak i¢cin deiyonize su (18.2 MQcm) ile seyreltilmistir. Ligand sentezi
sirasinda kullanilan ftaldialdehit, 2-aminofenol ve p-toluensiilfonik Merck
(Darmstadt, Almanya) firmasindan satin alinmistir. Nitrik asit (%65, HNO3) Merck
(Darmstadt, Almanya)’ten temin edilmis olup deneylerde kullanilan diger reaktifler
ve kimyasallarin timi “3.1.1 Kimyasallar” boltiimii Tablo 3.1" de ve ekstraksiyon
calismalar1 boyunca kullanilan tampon ¢ozeltiler “3.1.1 Kimyasallar” béliimii Tablo

3.2’ de verilmistir.

3.2.2 Cihazlar

Calisma boyunca bakir absorbans degerlerini 6l¢gmek icin ATI UNICAM 929 AA
model alevli atomik adsorpsiyon spektrometrisi kullanilmistir. Bakira ait oyuk katot
lambasinin ¢alisma kosullari; 2.0 mA ¢alisma akimi, 232.0 nm analitik dalga boyu ve
0.5 nm slit genisligidir. Sistemin alevi, yakit gazi olarak asetilen ve oksitleyici olarak
havanin karisimindan olusturulmustur. Zemin sinyalleri, doéteryum lambasi
kullanilarak diizeltilmistir. Calismada kullanilan diger alet ve cihazlar “3.1.2

Cihazlar” bolimii Tablo 3.3’ te siralandig gibidir.

3.2.3 Deneysel Prosediirler

3.23.11[2 - (((E) -2 - (((E) -2-hydroxybenzylidene) amino) benzylidene)
amino)] Sentez Prosediirii

Bu calismada B3 olarak kodlandirilmis olan [2 - ((E) -2 - (((E) -2-hidroksibenziliden)
amino) benziliden) amino)] ligand, ftaldialdehit ve 2-aminofenoliin 1:4 molar
oraninda reaksiyonuyla sentezlenmistir. Reaksiyon, susuz bir ortamda

gerceklestirilmistir. Ilk 6énce 5.0 mmol aldehit, 15 mL etanol icinde ¢éziilmiistiir.
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0.01 mg p-toluensiilfonik asit, katalizor olarak reaksiyon sisesine aktarilmis ve
cozeltiden suyu cikarmak icin ¢ozelti bir geri akis sisteminde 60 °C'ye 1sitilmistir.
Hazirlanan 20 mmol 2-aminofenol, stirekli karistirilarak reaksiyon sisesine damla
damla ilave edilmistir. Reaksiyon sisesi, reaksiyonun tamamlanmasi i¢in 60 °C'de 3
saat tutulmus ve 1518a maruz birakmadan gece boyunca bekletilmistir. Hazirlanan
ligand ¢ozeltileri, oda kosullarinda serin ve kuru bir dolapta saklanmis ve giines
1s18indan veya 1s181in olas1 etkilerinden korunmak igin aliiminyum folyo ile
kaplanmistir. Bu Schiff bazinin yapisy, IR ve TH NMR spektrumlari ile de dogrulanmis
ve kimyasal yapis1 Sekil 3.3' te verilmistir [322].

OH
CH=N

CHO NH,
OH
+
CHO OH

CH=N

"

Y

o-phthaldehyde 2-aminophenol

Sekil 3.3 [2 - (((E) -2 - (((E) -2-hydroxybenzylidene) amino) benzylidene) amino)]
kimyasal yapis1 [322]

3.2.3.2 Ekstraksiyon Aparati

Bu ¢alismada, “Boliim 3.1"deki ¢alismada kullanilan plastik elek yerine, ayni gorevi
goren fakat daha islevli ve etkili olan metalik elek gelistirilmistir. Filtre ylizeyinde
bulunan delik sayisinin imkanlar dahilinde artirilabilir olmasi, bununla birlikte
dispersiyon veriminin de artacak olmasi ve plastik yiizeyinde kalan interferans
yaratacak kimyasallarin sonraki c¢alismalar1 etkileyebilecek olmasi, sistemi

gelistirme ihtiyaci dogurmustur.

Sekil 3.4' te gosterilen metalik elek, metalik parcalar arasinda 4.5 cm uzunlugunda
ve 5.0 cm ¢apinda 60 mesh paslanmaz bir metalik filtreye sahiptir. Sistem
tasariminda, iki siringa, aralarinda metalik elekli filtre ile birbirine baglanmis ve
siringalarin ileri geri hareketleri ile ¢ozeltilerin manuel olarak karistirilmasi
saglanmistir. Yiizey alani arttirillarak iki siringa arasindaki hareketten olusan

basincin da etkisiyle, ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin sulu ¢ozeltide etkili bir sekilde
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dispersiyonu saglanarak dagitim etkinligi arttirilmis ve organik ¢oziicii kullanimi

tamamen ortadan kaldirilmistir.

Sekil 3.4 Metalik elek baglantis1 [315]

3.2.3.3 Cu-MEB-CSE-BSFME Prosediiri

MEB-CSE-BSFME sisteminin sematik bir diyagrami Bolim “2.3.4 Cift Siringa Esash
Basingh Sivi Faz Mikroekstraksiyon” Sekil 2.9' da gosterilmektedir. Ilk olarak, tek
kullanimlik siringaya 8.0 mL bakir standart/ornek ¢ozeltisi, 1.50 mL B3 ligand
cozeltisi (%1.25, w/v) ve 1.0 mL pH 9.0 borat tampon ¢ozeltisi ilave edilmis ve ikinci
bir siringaya metalik filtre ile baglanmistir. Metal-ligand kompleksinin olusumu,
metalik elek boyunca 20 saniye basingh karistirma ile hizlandirilmistir. Daha sonra
kompleks cozeltiye 2.0 mL’lik bir siringa yardimi ile 600 pL diklorometan
eklenmistir. Ekstraksiyon ¢oziiclisiini sulu ¢ozeltide etkili bir sekilde dagitmak
amaciyla 20 saniye daha basingh karistirma gergeklestirilmis ve ortaya ¢ikan
bulanik ¢o6zeltinin faz ayrilmasim1 kolaylastirmak igin 2.0 dakika boyunca
santrifiijlenmistir. Elde edilen yaklasik 250 pL’lik organik alt faz, 15 mL'lik temiz bir
santrifiij tlipiine aktarilmis ve ¢oziiciiniin kaynama noktasini ylikseltmek amaciyla
100 pL etanol eklenerek 70 °C'de bir su banyosunda buharlastirilmistir. Son olarak,
kalintiy1 ¢6zmek icin 85 pL derisik nitrik asit kullanilmis ve AAAS sistemine

gonderilmistir.
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3.2.3.4 Gercek Orneklerin Hazirlanmasi

Yapraklar, zeytin degirmenlerine kayda deger miktarlarda, yani toplam zeytin
agirhginin yaklasik %05'i kadar ulastiklarindan, kolayca temin edilebilen bir
endiistriyel yan triin olarak da kabul edilebilmektedirler [323]. Zeytin agaci
driinleri insan beslenmesinde ve geleneksel tipta yaygin olarak kullanilmaktadir.
Geleneksel tipta zeytin yapragi cayi, hipertansiyon ve hiperglisemi gibi cesitli
hastaliklar tedavi etmek i¢in kullanilmistir [324]. Tarim ve gida endiistrilerinden
gelen artiklarin birikmesi, ekonomik ve c¢evresel acidan ciddi bir sorun tegkil
etmektedir [323]. Ulkemizin bir¢ok bélgesinde cay olarak oldukca fazla tiiketilen
zeytin agaclarinin yapraklary, bu cevresel sorunlardan etkilenmesi oldukg¢a

muhtemeldir.

istanbul'un (Giingéren ve Esenler) ve Bursa'nmin (Osmangazi ve Gemlik) farkh
semtlerinden dort farkh zeytin yapragi toplanmis ve bir gece boyunca 100 °C'de
etlivde kurumaya birakilmistir. Kurutulan yapraklar havanda iyice ogiitiilerek
homojen ince toz haline getirilmistir. Her 6rnekten 25 g cam beherlere tartilarak
100 mL ultra saf deiyonize su ile 30 dk kaynatilmistir. Demlenen 6rnekler Grade 1
Whatman kalitatif filtre kagitlarindan stiziilerek 250 mL'lik balon jojelere aktarilmis

ve deiyonize su ile hacimlerine tamamlanmistir.

3.3 Bes Paraben'in Dagitic1 Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon Yontemi
ile Ruj Orneklerinde Eser Seviyelerde Yiiksek Basin¢h Sivi

Kromatografisi ile Eszamanli Olarak Belirlenmesi

3.3.1 Kimyasallar

Tim deneysel islemler boyunca analitik dereceli kimyasallar ve c¢o6zeltiler
kullanilmistir. MeP, EtP, PrP, BuP ve BeP Sigma-Aldrich'ten (St. Louis, MO, ABD)
satin alinmistir. Tampon ¢6zeltisi hazirlanmasinda kullanilan asetonitril, formik asit
ve amonyum hidroksit (%25), ekstraksiyon ¢oziiciileri olarak kullanilan kloroform,
1,2-dikloroetan, diklorometan ve bunlara ek olarak etanol, metanol ve izopropil
alkol gibi organik ¢oziiciiler Merck'ten (Darmstadt, Almanya) temin edilmistir.
Calisma boyunca kullanilan deiyonize su, su aritma sistemi’'nden (ELGA PureLab

Flex 3 Ultrapure, Londra, Ingiltere) saglanmistir. Bes parabenden olusan standart
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karisimi (1000 mg kg'1), metanol icinde gravimetrik olarak hazirlanmis, deiyonize

su ile istenen derisimlere seyreltilmis ve calisma boyunca -4 °C'de tutulmustur.

3.3.2 Cihazlar ve Kromatografik Sartlar

Bu calismada kullanilan HPLC sistemi (Shimadzu, Japonya), bir LC-20AT sivi
kromatografi, CTO-10AS VP kolon firini, SPD-20A UV detektori ve bir SIL-20A HT
otomatik oOrnekleyiciyi icermektedir. Ekstraksiyon isleminde kullanilan sulu
cozeltiler, deiyonize su ile hazirlanmistir. Mobil faz hazirlanmasinda pH metre ve
manyetik karistirici, ekstraksiyon stliresince vorteks karistirici ve santrifiij, gercek
ornek hazirlanmasinda ise analitik terazi ve ultrasonik banyo kullanilmis olup bu

alet ve cihazlara ait marka ve modeller Tablo 3.5’ te listelendigi gibidir.

Tablo 3.5 Parabenlerin tayini icin ¢alisma boyunca kullanilan laboratuvar alet ve

cihazlar
Cihazlar Marka/Model
Su Aritma Sistemi ELGA Pure Flex 3
Isitmali Manyetik karistirici IKA RCT ST S000
Vortex karistirici ISOLAB M1010002
Analitik Terazi Ohaus Pioneer PA214C
Otomatik Pipet Eppendorf
Santrifij BIOBASE BKC-TL5II
pH Metre Hanna HI2020
Ultrasonik Banyo HAPA M-100

HPLC sistemine analitleri enjekte etmeden dnce, sistemin dengelenmesi ve hatlarda
bulunan havanin giderilmesi amaciyla hazirlanan hareketli faz bu hatlardan
gecirilmistir. Boylece kolon sartlandirilmis ve sistem basinci uygun hale
getirilmistir. Gelistirilecek yontem icin en iyi ayirimin saglanmasi amaciyla optimum

kromatografik kosullar saptanmistir. Tim kromatografik ayirmalar, bir
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Phenomenex-Aqua C18 (250 mm, 4.6 mm, 5 um) kolonu ve mobil faz olarak
amonyum format tamponu (50.0 mM, pH 4.0) : asetonitril (60:40, v/v) kullanilarak
izokratik modda gergeklestirilmistir. Mobil faz akis hiz1 1.2 mL dk-1 ve enjeksiyon
hacmi 30 pL’dir. UV dedektoriniin dalga boyu 254 nm'de sabit tutulmustur.

3.3.3 Deneysel Prosediirler

3.3.3.1 DSSME Prosediirii

15 mL'lik bir santrifiij tliplindeki 8.0 mL standart/6rnek c¢ozeltisine, 5.0 mL tek
kullanimlik siringa kullanilarak 1.2-dikloroetan (250 pL) ve izopropil alkol (2.0 mL)
karisimi enjekte edilmistir. Enjeksiyondan sonra olusan bulanik ¢o6zelti,
ekstraksiyon ¢oziiciist ile sulu faz arasindaki etkilesimi arttirmak icin 15 s vorteks
ile karistirma islemi uygulandiktan sonra analit agisindan zengin organik fazi
ayirmak icin 4000 rpm'de 2.0 dakika santrifiijlenmistir. Ust faz olarak elde edilen
sulu ¢ozelti dekante edilip 1.2-dikloroetan analitge zengin alt faz1 temiz bir santrifij
tiipiine otomatik pipet yardimiyla aktarilmis ve organik ¢6ziiciiniin buharlagmasi
icin ortam kosullar1 altinda 12 saat boyunca ugurulmaya birakilmistir. Analitlerin
yapisindaki olast1  bozulma ihtimali nedeniyle termal buharlastirma
kullanilmamistir. Buharlastirma isleminden sonra, kalinti 200 pL metanolde
cozulerek HPLC-UV sistemine gonderilmek tizere viallere alinmigtir. DSSME-HPLC-

UV sistemine ait sematik gosterim, Sekil 3.5’ te verilmistir.

@
. L

Sekil 3.5 DSSME-HPLC-UV sisteminin sematik gosterimi
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3.3.3.2 Gercek Orneklerin Hazirlanmasi

Milyonlarca insan, diinya genelinde stirekli olarak kisisel yiiz kozmetikleri ve bakim
urunleri kullanmaktadir. Bu uriinlerin uygulanmasi insan cildini belirli bilesenlere
maruz birakabilmektedir. Kozmetik tiriinlerdeki dogal ve sentetik maddeler ciltte
hassasiyet, tahris ve alerjiye neden olabilmektedir [325]. Rujlar, nihai {iriine farkh
ozellikler, goriiniim ve renkler veren yaglar, yumusaticilar, antioksidan maddeler,
silika, titanyum dioksit, mika ve renklendiricilerden olusmaktadir [326]. Bu
sebeplerle farkl iilkelerden satin alinan taninmis ve ucuz markalara ait alt1 adet ruj
ornegi analiz edilmistir. Ornekler dogal saklama kosullarina gore oda sicakhginda

muhafaza edilmistir.

Ornek hazirlama, kolona enjeksiyon icin uygun, tekrarlanabilir ve homojen bir
cozelti saglamayr amaclayan HPLC analizinin 6nemli bir parcasidir. Ornek
hazirlamanin amaci, nispeten interferans icermeyen, kolona zarar vermeyen ve
amaglanan HPLC yo6ntemiyle uyumlu, yani o6rnek c¢oziiciiniin alikonmay1 ve

rezoliisyonu etkilemeden mobil fazda ¢éziilmesidir [212].

Her bir rujdan 0.20 g tartilip 15 mL santrifiij tiipiine aktarilmis ve metanol ile
yaklasik 5.0 g'a tamamlanmistir. Ardindan 30 dk ultrasonik banyoda sonikasyona
tabi tutulmustur. Sonikasyona tabi tutulan Ornekler, bir laboratuvar filtre
kagidindan ve ardindan 0.45 pm siringa ile stzilmistir. Rujlar gibi karmasik
matriksli orneklerin enstriimantasyonla uyumlu bir forma dontstiiriilmesi
gereklidir. Bu sebeple siiziintii, kompleks matriksin ekstraksiyon islemi tizerindeki
girisim etkisini en aza indirmek icin distile su ile 20 kat seyreltilmistir. Hedef
analitleri icermeyen bir ruj 6rnegi, matriks uyumlu kalibrasyon standartlarini
hazirlamak amaciyla bos bir ekstrakt elde etmek icin diger ruj 6rnekleriyle ayni

sekilde ekstrakte edilmis ve seyreltilmistir.
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3.4 HPLC-UV ve Dijital Goriintii Tabanhh Kolorimetrik Tayin
Yontemi ile Metalik Elek Baglantili Cift Siringa Sistemi Destekli
Cr (VI)'min Belirlenmesi I¢in Bir Cift Goriintilleme Yonteminin

Gelistirilmesi

3.4.1 Kimyasallar

ELGA PureLab Flex 3 Ultrapure (Londra, ingiltere) sisteminden elde edilen ultra saf
su, tim standart ve ornek ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda kullanilmistir. Tampon
¢Ozeltisi hazirlanirken kullanilan asetonitril, formik asit ve amonyum hidroksit
(%25) Merck'ten (Darmstadt, Almanya) satin alinmistir. Ligand ¢d6zeltisinin
hazirlamasinda kullanilan etanol ytliksek saflikta olup Merck'ten (Almanya) temin
edilmistir. Difenilkarbazid (DPC) ligand (Merck, Darmstadt, Almanya) ¢ozeltisi saf
kimyasalindan hazirlanmis ve hazirlanan kabi aliminyum folyo ile sarilarak 1s18a
maruz kaldiginda hizli bozunabilmesi nedeniyle karanlikta tutulmustur. High Purity
Standards (Kuzey Charleston, ABD)’tan temin edilen 1000 mg L-1 Cr (VI) stok
cozeltisi seyreltilerek calisma ve kalibrasyon standardi ¢6zeltileri hazirlanmistir. Cr
(VI)-difenilkarbazid kompleks olusum c¢alismalar1 boyunca kullanilan tampon

cozeltiler Tablo 3.6’ da verilmistir.

Tablo 3.6 Calismada kullanilan tampon ¢6zeltileri ve hazirlanislari

Tampon Cozeltisi Hazirlanisi

pH 1.5 0.20 M KCI + 0.20 M HCl

pH 2.2 0.10 M potasyum hidrojen fitalat + 0.10 M HCl
pH 2.4 0.10 M potasyum hidrojen fitalat + 0.1 M HCl
pH 2.8 0.10 M potasyum hidrojen fitalat + 0.10 M HCI
pH 3.2 0.10 M potasyum hidrojen fitalat + 0.10 M HCl
pH 3.6 0.10 M potasyum hidrojen fitalat + 0.10 M HCl
pH 4.0 0.10 M potasyum hidrojen fitalat + 0.10 M HCl
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3.4.2 Cihazlar ve Kromatografik Sartlar

Kromatografik analizlerde bir SPD-20A ultraviyole goriiniir dedektort, bir dagitim
pompasi, bir SIL-20A HT otomatik 6rnek alicis1 ve bir CTO-10AS VP firim ile
donatilmis bir Shimadzu LC-20AT HPLC sistemi kullanilmistir. Kromatografik
eliisyon i¢cin bir Phenomenex-Aqua C18 (250 mm, 4.6 mm, 5 um) kolonu, pH
Olcimleri icin Hanna HI 2211 pH/ORP metre kullanilmistir. Kromatografik
calismalar, izokratik bir eliisyon kullanilarak asetonitril ve amonyum format
tamponu (50.0 mM, pH 4.0) (78:22, v/v) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kullanilan
enjeksiyon hacmi 30 pL ve mobil fazin akis hiz1i 1.2 mL dkVdir. Metal-ligand
kompleksin tayininde 581 nm analitik dalga boyu kullanilmistir. Toplam analiz

suresi 8.0 dk’dir.

Dijital gortintiiler, 12 megapiksel kamera, ikili kamera diizeneginde 12mp F1.8
diyafram araligi, 828x1792 px ekran ¢ozunirligii ve 16 milyon ekran renk sayisina
sahip bir Iphone 11 akilli telefon ile ¢ekilmistir. Fotograf cekme adiminda telefon
flas 15181 inaktif edilmistir. Akilli telefon, ortam 1s1g1ndan izole edilmis karanlik bir
ortam olusturmak icin dis katmani siyah bir bantla kaplanmis 25x20 cm'lik
tasinabilir strafor dikdortgen bir kutunun 6niine yerlestirilmistir. Akilli telefonun
kamerasinin yerlestirildigi kutunun 6niine, i¢ kutunun kusursuz goriintiillenmesini
saglamak i¢in bir oyuk olusturulmustur. Kutunun st i¢ tarafina 1.5 m'lik bir parlak
LED seridi (12 V) takilmis ve LED'lerin iizerine iki adet beyaz A4 kagit
yerlestirilmistir. Kutunun taban kismina baska bir beyaz A4 kagidi yapistirilmis ve
standart/ornek ¢ozeltisi kagida yapistirilan bir kuvars kiivete yerlestirilmistir.
Gortintiiler, Apple Store uygulamasinda bulunan “Color Tool” uygulamasi

kullanilarak islenmistir.
3.4.3 Deneysel Prosediirler

3.4.3.1 Karnistirma Aparati

Calisma boyunca karistirma islemleri icin bolim “2.3.4 Cift Siringa Esash Basingh
Sivi Faz Mikroekstraksiyon” Sekil 2.12’ de gosterilen otomasyon sistemi ile metalik
elek baglantis1 kullanilmistir. Metalik elek sayesinde ylizey alaninin arttirilmasiyla
kompleks olusum siirecinde homojen bir karisim elde edilmis olup ayni zamanda

karistirmanin manuel sistemden sabit basin¢gli pompa yardimiyla gerceklestirilen
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sabit hizli karistirma ile tekrarlanabilirlik artirllmis ve bodylece manuel
karistirmadan kaynaklanabilecek hatalar o6nlenerek yiiksek standart sapma

degerleri olusmasinin 6ntine ge¢ilmistir.

3.4.3.2 Cr (VI)-0S-MEB-CSE-HPLC-UV/DIC Prosediirii

Prosediire ilk olarak Cr (VI)-DPC kompleks olusumu gergeklestirilerek baslanmistir.
Bu sebeple 8.0 mL standart/érnek Cr (VI) ¢ozeltisi ile birlikte 2.0 mL pH 1.5
tamponu ve 0.50 mL %0.10 (v/v) derisiminde DPC ligand ¢6zeltisi 10 mL'lik siringa
icine aktarilarak metalik elek yardimiyla otomasyon sistemi ile 15 s karistirilmistir.
Olusan mor renkli homojen kompleks karisimi temiz bir 15 mL’lik santrifiij tiiptine
aktarilmistir. Nihai karisim, HPLC-UV ve kolorimetrik yontemle es zamanli olarak

Olgiilmusttr.

Kolorimetrik 6l¢timlerde yakalanan goriintii alani ve odak uzaklig: tiim deneylerde
sabit tutulmustur. Tim o6l¢iimler ti¢ tekrarl sekilde, her tekrar i¢in li¢ goriinti ve
her goriintiiden bes farkli nokta alinarak olusturulmustur. Analitik yanitlar elde
etmek icin G hatti kullanilmistir. Akilli telefon kamerasi kullanarak dijital
goruntiileri yakalamak icin kullanilan sistemin sematik bir diyagrami Sekil 3.6' da
sunulmustur. Kolorimetrik él¢iimler i¢cin belirli miktarlarda standart/6rnek hacmi
kuvars kiivete alinmis ve kalan miktarin bir kismi ise viallere alinarak HPLC-UV

sistemi ile analiz edilmistir.

Sekil 3.6 Dijital gortintiilerin elde edilmesi i¢in kullanilan sistemin sematik
gosterimi
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3.4.3.3 Gergek Orneklerin Hazirlanmasi

Gelistirilen yontemin dogrulugunu ve uygulanabilirligini kontrol etmek amaciyla
atiksu, nehir suyu ve musluk suyu orneklerde geri kazanim ¢alismalar1 yapilmistir.
Atik su, Istanbul belediyesinden gelen atik su bir aritma tesisinden, musluk suyu
Sariyer/istanbul ve nehir suyu Antalya’dan temin edilmis ve 4.0 °C'nin altinda
plastik kaplarda depolanmistir. Analizden 6nce su matriksleri, dnce normal bir filtre
kagidi (125 mm) ile daha sonra bir rejeneratif seliiloz siringa filtresi (0.45 um) ile
filtrelenmis ve atik su i¢in 10 kat, nehir suyu ve musluk suyu icin ise 4 kat seyreltme
islemi uygulanmistir. Seyreltilen her bir 6rnege dogrusal kalibrasyon araliklarinda
olacak sekilde HPLC-UV sistemi i¢in 0.02, 0.05, 0.75, 1.0 mg kg-1, DIC sistemi i¢in ise
0.20, 0.50 ve 0.75 mg kg1 derisimlerinde standartlar spike edilmis ve optimum

sartlarda kompleks olusumlari gerceklestirilmistir.
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4

DENEYSEL CALISMALAR

4.1 Kobaltin Otomasyon Sistemi ile Cift Siringa Esashh Sivi Faz
Mikroekstraksiyonu Sonrasi Alevli Atomik Absorpsiyon

Spektrometresi ile Eser Seviyelerde Tayini

Tez kapsaminda yapilan ilk ¢alismada, kobalt analitinin otomasyon sistemi ile cift
siringa esasli sivi faz mikroekstraksiyonu ile 6nderistirme islemi sonras1 AAAS ile
eser seviyelerde tayininin gerceklestirilmesi amac¢lanmistir. Calisma, 2021 yilinin
Kasim ayinda “Food Chemistry” adli dergide “A basic and effective liquid phase
microextraction with a novel automated mixing system for the determination of
cobalt in quince samples by flame atomic absorption spectrometry” baslig1 altinda

yayinlanip bilim diinyasina katki saglamistir.

4.1.1 Optimizasyon Calismalari

Calismada sistem analitik performansinin belirlenmesinden o6nce ¢alismayi
etkileyen tiim parametrelerin optimize edilmesi yontem verimliligini test etme
acisindan olduk¢a onemlidir. Cihaz parametrelerinin yan1 sira OS-CSE-BSFME
yonteminin parametreleri, ekstraksiyon verimliligini en st diizeye ¢ikarmak ve
aynt zamanda analit i¢in tayin limitini distirmek icgin optimize edilmistir.
Optimizasyon adimlari, bir parametre degistirilip diger parametreler sabit tutularak
gerceklestirilmis ve optimizasyonu yapilan parametrenin analit sinyali lizerine olan
etkisi incelenmistir. Her optimizasyon adiminda, her bir 6rnek icin ti¢ tekrarl
ekstraksiyonlar yapilmis ve optimum degerin secilmesi icin bu denemelerin
ortalama ve standart sapma degerleri dikkate alinmistir. Optimizasyon ¢alismalari
1.0 mg L1 kobalt standart ¢ozeltisi ile gerceklestirilmeye baslanmis olup sinyal
artisina bagh olarak dogrusal araligin disinda kalmamak adina 0.25 mg L-1 kobalt

standart derisimi ile calismalara devam edilmistir.
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4.1.1.1 AAAS Optimizasyonlari

Olgiimlerden 6nce AAAS sistemine ait optimize edilecek enstriimental kosullar,
asetilen akis hizi ve 6rnek akis hizidir. Laboratuvarimizda yapilan 6nceki ¢alismalar
baz alinarak [302] kobalt analitinin stokiyometrik alev ile ¢alisiimasinin en uygun
oldugu goriilmiis ve buna gore optimum asetilen akis hiz1 15 L h-1, hava akis hiz1 ise
32 L h'! olarak belirlenmistir. Ornek akis hizi ise cihazin ayarlanabildigi maksimum
seviye olan 6.7 mL dk-1'ya ayarlanmistir. Boylece birim zaman basina aleve ulasacak
olan standart/6rnek hacmi artacak ve ayni hacimde daha yiiksek absorbans degeri
elde edilecektir. Ayn1 zamanda analite ait tayin limitinde azalma meydana gelmis

olacaktir. Alev baslig1 ise 27 cm’ de sabit tutulmustur.

4.1.1.2 Kompleks Olusum Optimizasyonlari

Metal iyonlarinin sivi sivi mikroekstraksiyon ile ayrilmasi, ¢okelmis fazin kiiciik
hacmine ekstrakte edilecek yeterli hidrofobiklige sahip bir kompleksin 6nceden
olusturulmasini icermektedir. Boylece istenen 6n deristirme elde edilmektedir
[327]. Genel olarak, sulu c¢ozeltideki metal iyonlari, suda ¢6ziinmeyen metal
kompleksleri tliretmek icin komplekslestirici maddeler ile kompleks haline
getirilmektedir.  Metaller, ligandlarla  molekiiller = koordinasyon icinde
bulunduklarinda kolayca ekstrakte edilmektedirler [328]. Bu baglamda,
ekstraksiyon verimliligi, komplekslesme reaksiyonunun verimliligine gii¢lii bir
sekilde baghdir. Maksimum komplekslesme ve ekstraksiyon verimini elde etmek
icin, selat olusumunu etkileyen parametreler arasinda analit ile etkili bir kompleks
olusturacak uygun ligandin belirlenmesi, tampon ¢6zeltisinin pH/miktari, ligand

derisimi/miktar1 ve kompleks olusturma siiresi bulunmaktadir.
> Kompleks Olusumu i¢in Uygun Ligandin Secilmesi

Bir metal iyonunun sulu bir fazdan bir organik faza ekstraksiyonu, suda
cozlinmeyen veya az c¢Ozinir bilesiklerin tretilmesi icin farkli komplekslerinin
sentezlenmesine dayanmaktadir. Bu nedenle, uygun ligandi se¢gmek amaciyla
calismanin basinda farkl reaktiflerden laboratuvarimizda tiretilen farklh Schiff bazi
ligandlar test edilmistir. Calisiimis olan ligandlara ait kimyasal isimler ve bunlara

ait laboratuvar kodlamalar: Tablo 4.1’de goriilmektedir.
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Tablo 4.1 Test edilen Shiff baz ligand kimyasal isimleri ve laboratuvar kodlari

Ligand Kimyasal Ismi Ligand Kodu
2-[(E)-(naphthalen-2-ylimino)methyl]phenol Bl
[2 - ((E) -2 - (((E) -2-hidroksibenziliden) amino) benziliden) B3
amino)]
(Z)-3-bromo-5-(((4-hidroksifenil)imino)fenol S13
3-[(2-hydroxyphenyl)imino]methyl]-2-naphthalenol G1

B1, B3, S13 ve G1 seklinde kodlandirilan dért Schiff bazi ligandi, stabil kompleks

olusumu i¢in uygun bir iyonik kuvvet se¢mek amaciyla sulu kobalt ¢ozeltisinin

asidik ve bazik bolgelerinde (pH 3.0, pH 7.0 ve pH 10), 1.0 mg L-! standart kobalt

¢Ozeltisi kullanilarak test edilmistir. Bu optimizasyon adimi boyunca kullanilan

deneysel kosullar, Tablo 4.2'de verildigi gibidir. Calisilan ligand derisimleri, her

ligandin ilgili ¢6ziiciisiindeki maksimum ¢ozinitrligiine gore secilmistir.

Tablo 4.2 Kompleks olusumu icin uygun ligandi se¢me optimizasyonunda
kullanilan baslangi¢ parametreleri

Parametre Deger
Standart derisimi / miktari 1.0 mg L1 /8.0 mL
Tampon pH'1 / miktar: pH 3.0,7.0,10 / 1.0 mL

B1:0.5gL! (w/v) /1.0 mL

G1:0.02g L1t (w/v) /1.0 mL
Ligand derisimi / miktar1
§13:0.15g Lt (w/v) /1.0 mL

B3:0.2gL!(w/v) /1.0 mL

Komplekslesme sonrasi karistirma stiresi | 15 s

Ekstraksiyon ¢oziicii tiiri / miktari Kloroform / 400 pL
Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresi 15s
Eluent tiiri / derisimi / miktari HNO3 / 15.6 M (%67) / 200 uL
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Sekil 4.1’de de goriildigu gibi, elde edilen sonuclara gore en yiiksek absorbans
degeri (Z)-3-bromo-5-(((4-hidroksifenil) imino)metil)fenol, yani S13 kodlu ligand
icin pH 10°da elde edilmis ve bu da etkili bir komplekslesme ve ytliksek ekstraksiyon

verimini dogrulamistir.
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Sekil 4.1 Ligandlara ait pH 3.0, pH 7.0 ve pH 10’daki absorbans degerleri

B1 ligandi ile olusan kompleks, S13 ligandina gore ayni derisimde daha diisiik verim
gostermistir. G1 ligandi ile olusan kompleks ise kararsizliga atfedilebilecek kismen
daha ytiksek bagil hatalara sahiptir. B3 ligandi i¢in pH 3 ve 7’de ¢okelme meydana
gelmis ve pH 10’da, diger kompleks olusumlarindan daha diisiik absorbans degeri
elde edildigi gorilmiistiir. B3 ligandinin kararsiz kompleks olusturma performansi
nedeniyle bu ligandla da ¢alismalara devam edilmemistir. Bu nedenlerden dolay1

S13 optimum selatlama ajani kullanilarak calismaya devam edilmistir.

» Tampon pH ve Miktarinin Belirlenmesi

lyonik durumdaki analitlerin organik ¢oziicilye dogrudan ekstraksiyonu, analitin
molekiiler formda olmasini gerektirmektedir. Sulu ¢ozeltinin pH degeri sadece
mevcut analit formlarini ve yiizey 6zelliklerini etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda
komplekslesme reaksiyonunu da etkilemekte, bdylece ekstraksiyon verimini
degistirebilmektedir [329]. Bu sebeple pH, metal-selat olusumu ve bunu takiben

ekstraksiyon tizerinde etkin bir rol oynamaktadir.
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Sulu ¢ozelti, 2 ile 13 arasindaki farkli pH degerlerinde tamponlanarak kompleks
olusumu i¢in en uygun pH degerini belirlemek amag¢lanmistir. Bu adimda kullanilan

sabit parametreler, Tablo 4.3’ te goruldiigu gibidir.

Tablo 4.3 Tampon pH'in1 belirleme optimizasyonunda kullanilan sabit

parametreler
Parametre Deger
Standart derisimi / miktar1 1.0 mg L-1 /8.0 mL
Tampon miktari 1.0 mL
Ligand derisimi / miktar1 S$13:0.08 g L1 (w/v) / 1.0 mL

Komplekslesme sonrasi karistirma stiresi | 15 s

Ekstraksiyon ¢oziicii tiirti / miktari Kloroform / 400 pL
Ekstraksiyon sonrasi karistirma stiresi 15s
Eluent tiiri / derisimi / miktari HNO3 / 15.6 M (%67) / 200 pL

pH 2.0-6.0 arasindaki asidik bolgede hicbir analitik sinyal kaydedilmedigi Sekil 4.2’
de gorulmektedir. Bu durum, kobaltin ligand ile kovalent kompleks olusturmadan
iyonik formda kaldigin1 veya bu pH degerlerinde ekstraksiyon verimlerinin ¢ok
disiik oldugunu gostermistir. Diisiik pH degerlerinde, ligand yiizeylerindeki
hidroksil gruplarn protonlanmakta, bu da protonlarin (H*) rekabetine yol

acmaktadir.

pH 7.0 yi takiben bazik bolgede absorbans sinyallerinde artis meydana geldigi ve en
yluksek absorbans degeri ile birlikte en iyi tekrarlanabilirligin pH 9.0 i¢in elde
edildigi gorilmiistiir. pH 10 ‘da yine yliksek bir sinyal elde edilmesine ragmen
standart sapmada kararsiz kompleks olusumundan kaynaklanmis ytiksek bir artis
oldugu goriilmustir. pH 11-13 gibi daha yiliksek pH degerlerinde ise giliriiltii
seviyesinde sinyaller elde edilmistir. Bu sonug¢lar géz 6niine alindiginda, ¢calismalara

pH 9.0 tamponu ile devam edilmistir.
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Sekil 4.2 Tampon pH'inin absorbans sinyali tizerindeki etkisi

Tampon pH optimizasyonu sonucunda elde edilen yiiksek absorbans degerleri
dikkate alindiginda, sonraki adimlardaki iyilestirmelerden kaynakli sinyal artisi
olabileceginden dogrusal araligin disinda calismaktan ka¢inmak icin ¢alismalara

0.25 mg L-1 standart derisimi ile devam edilmistir.

Sulu ¢ozeltinin pH'1nin ayarlanmasinda kullanilan tampon ¢ozeltisinin miktari,
kompleks stabilitesi icin dogru tampon kapasitesini saglanmasi agisindan énemli
diger bir parametredir. Bu adimda kullanilan sabit parametreler, Tablo 4.4’ te

goriildigii gibidir.

Tablo 4.4 Tampon miktarini belirleme optimizasyonunda kullanilan sabit

parametreler
Parametre Deger
Standart derisimi / miktar1 0.25mgL1 /8.0 mL
Tampon pH"1 pH9.0
Ligand derisimi / miktar1 $13:0.08g Lt (w/v) /1.0 mL

Komplekslesme sonrasi karistirma siiresi | 15 s

Ekstraksiyon ¢oziicii tiiri / miktari Kloroform / 400 pL
Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresi 15s
Eluent tiiri / derisimi / miktari HNO3 / 15.6 M (%67) / 200 uL
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Ekstraksiyon i¢cin optimum tampon miktarini belirlemek icin 0.50, 0.75, 1.0 ve 1.5
mL borat tampon ¢ozeltisi test edilmis ve Sekil 4.3’ te elde edilen sonuclar, tampon
cozeltisinin miktarinin artmasiyla ekstraksiyon veriminde bir artis oldugunu
gostermistir. Buna bagl olarak en yiiksek absorbans degeri 1.5 mL tampon miktari
icin elde edilmistir. Bu nedenle sonraki ¢alismalarda standart ve 6rnek ¢ozeltilerin

pH'in1 ayarlamak i¢in 1.5 mL borat tampon ¢6zeltisi kullanilmistur.

Calismada kullanilan siringanin sinirli hacminden dolayr daha yiiksek miktarda
tampon ¢ozeltisi ile calisiimamistir. Daha yiiksek hacme sahip siringa kullanimi ise
siringalar arasinda olusan basing verimini disiireceginden kullanilan siringadan

daha yiiksek hacimli siringalar tercih edilmemistir.
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Sekil 4.3 Tampon miktarinin absorbans sinyali lizerindeki etkisi

» Ligand Derisim ve Miktarinin Belirlenmesi

Sulu ve organik faz arasindaki metal-ligand kompleksinin dagilim orani
ekstraksiyon verimliligini dogrudan etkilediginden, optimize edilmesi gereken bir
diger oOnemli parametre sulu c¢ozeltideki kompleks olusturucu maddenin
derisimidir. Sulu ¢o6zeltinin sabit bir pH degerinde, selat miktarindaki artis dagihim

oranini arttirmakta, dolayisiyla ekstraksiyon verimini arttirmaktadir [330].

Ligand derisiminin etkisini incelemek ve yeterli hidrofobik 6zelliklere sahip metal

kompleksleri elde etmek icin, ligand ¢ozeltileri 0.04, 0.08, 0.125 ve 0.25 g L-1
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derisimlerinde etanolde ¢oziilerek hazirlanmis ve esit miktarlar eklenerek selat

olusumu i¢in kullanilmistir.

Tablo 4.5 Ligand derisimini belirleme optimizasyonunda kullanilan sabit

parametreler
Parametre Deger
Standart derisimi / miktar1 0.25mg L1 /8.0 mL
Tampon pH'1 / miktari pH9.0 /1.5 mL
Ligand miktari S13: 1.0 mL

Komplekslesme sonrasi karistirma stiresi | 15 s

Ekstraksiyon ¢oziicii tiirti / miktari Kloroform / 400 pL
Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresi 15s
Eluent tiirii / derisimi / miktari HNO3 / 15.6 M (%67) / 200 pL

Sekil 4.4 te gosterildigi gibi, 0.04'ten 0.08 g L-1' ye metal selat miktarinin artmasiyla
absorbans sinyalinde keskin bir artis meydana gelmis ve daha yliksek derisimlerde
dogrusal olarak azalmistir. Bu sonuglar 0.08 g L1 derisiminin kobalt iyonlarini
komplekslestirmek icin yeterli oldugunu gostermistir. Ligand c¢6zeltisinin daha
yuksek derisimleri, sulu ¢ozeltide cokelmeye neden olmus ve ekstraksiyon ile sulu
faz arasinda baska bir kati faz meydana gelmistir. Bu durum, absorbans
sinyallerinde azalmaya yol agmistir. Bu nedenlerle 0.08 g L1 ligand derisiminin

optimum kosul oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.4 Ligand derisiminin absorbans sinyali tizerindeki etkisi

Ligand ¢ozeltisinin optimum derisiminin belirlenmesinden sonra, ligand ¢o6zeltisi
miktarinin etkisi, 0.50, 1.0 ve 1.5 mL degerlerinde 0.08 g L-1 ligand ¢6zeltisinin farkli
miktarlar1 kullanilarak degerlendirilmistir. Ayrica kobalt(Il), hidroksit alkali
kosullarda ¢oktiigi icin ligandsiz ekstraksiyon da on deristirme prosesi tizerindeki
ligand etkisini ve metal hidroksit formunda olas1 ¢okelmeyi incelemek icin

calisilmistur.

Tablo 4.6 Ligand miktarini belirleme optimizasyonunda kullanilan sabit

parametreler
Parametre Deger
Standart derisimi / miktari 0.25 mg L1 /8.0 mL
Tampon pH'1 / miktar: pH9.0 /1.5 mL
Ligand derisimi S$13:0.08 g Lt (w/v)

Komplekslesme sonrasi karistirma siiresi | 15 s

Ekstraksiyon ¢oziicii tiirti / miktari Kloroform / 400 pL
Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresi 15s
Eluent tiiri / derisimi / miktari HNO3 / 15.6 M (%67) / 200 uL
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Ligandsiz ekstraksiyon ile hi¢bir analitik sinyal kaydedilmemis ve bu durum sulu
cozeltiden kobalt ekstraksiyonu icin komplekslesmenin gercgeklestigini
dogrulamistir. Sekil 4.5’ te, artan ligand miktariyla birlikte absorbans sinyallerinde
de artis oldugu gorilmiistiir. Siringa hacmindeki kisitlama nedeniyle daha yiiksek

miktarlar denenmemis olup 1.5 mL optimum ligand miktar olarak secilmistir.
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Sekil 4.5 Ligand miktarinin absorbans sinyali tizerindeki etkisi

» Komplekslesme Sonrasi Karistirma Siiresinin Belirlenmesi

Karistirma, ligand ¢ozeltisinin sulu ¢oézelti icinde homojen dagilimini sagladig: ve
komplekslesme oranini hizlandirdig i¢in kompleks olusturma islemindeki 6nemli
adimlardan biridir. Karistirma boyunca otomatik sistem tizerinde bulunan sabit
hizli pompa, siringalara ileri-geri hareket saglayarak siringalar arasi olusacak
basingla sulu ¢ozelti ile ligand ¢ozeltisinin daha iyi karismalarini saglamaktadir. Bir

karistirma dongiisi (iki siringanin ileri geri hareketi) yaklasik 1 saniyedir.

Kompleks c¢ozeltiler, 0-60 s araliginda otomatik karistirma sistemi karistirilarak

kompleks olusumu tizerindeki etkisi incelenmistir.
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Tablo 4.7 Komplekslesme sonrasi karistirma stiresini belirleme optimizasyonunda
kullanilan sabit parametreler

Parametre Deger

Standart derisimi / miktar1 0.25mg L1 /8.0 mL

Tampon pH'1 / miktari pH9.0 /1.5 mL

Ligand derisimi / miktar1 $13:0.08g Lt (w/v) /1.5mL
Ekstraksiyon ¢oziicii tliri / miktari Kloroform / 400 pL
Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresi | 15 s

Eluent tiiri / derisimi / miktari HNO3 / 15.6 M (%67) / 200 pL

Sekil 4.6’ de gosterildigi gibi, karistirma periyotlarinin absorbans sinyali lizerinde
onemli bir etkisi gozlenmemistir. Karistirmasiz yapilan ekstraksiyon denemelerinin
diger karistirma periyotlarina kiyasla absorbans degeri ve standart sapmasinda ¢ok
biiytik farklilik olmamasi, sulu standart ¢ozeltisi ve ligandin ayni anda siringa
aktarimi sirasinda siringa ignesinin nebulizér gorevi gorip kismen karisma
saglamasindan kaynaklidir. Buna ragmen ligand ¢6zeltisinin homojen dagiliminin
saglandigindan emin olmak i¢in optimizasyonun bu noktasi secilmemistir. 15 s’lik
karistirma periyodu, kismen daha ytiksek absorbans ve cok daha diisiik standart

sapma degerine sahip oldugundan dolay1 optimum deger olarak sec¢ilmistir.
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Sekil 4.6 Komplekslesme sonrasi karistirma siiresininin absorbans sinyali
tizerindeki etkisi
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» Ekstraksiyon Coziiciisiiniin Tiirii ve Miktarinin Belirlenmesi

Bir ekstraksiyon ¢oziiciisi, ilgilenilen analit(ler)i ¢ozmek icin ytliksek bir afiniteye ve
suda diisiik ¢oziiniirliige sahip olmalidir. Ekstraksiyon prosedtrlerinde karsilasilan
yaygin bir problem, ekstraksiyondan sonra ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin
buharlasmasidir. Bu da ¢6ziicii miktarinin azalmasina yol agmaktadir. Bu durum,
yontemin tam zenginlestirme faktoriiniin belirlenmesinde zorluklar ortaya
cikarmaktadir [331]. Ekstraksiyonda kullanilan tiiplerin kiiciik hacimli ve dar
yapisindan dolayi, sudan daha yiiksek yogunluklu ekstraksiyon ¢éziictileri tiiplerin
dibine yerlestikleri i¢in, santrifiijleme sonrasi ayrilmay1 ve organik fazin kolay
ayrilmasini saglamaktadir. Tiiplerin dibine ¢oken son derece ugucu ¢oziiciiler de
buharlasma kayiplarina karsi duyarsiz hale gelmektedir [332]. Ayrica ekstraksiyon
¢Ozliciisiinlin polaritesindeki farklilik, sulu ¢ozeltiden ayrilmayr miimkiin kilmakta
ve ornek hacmine gore diisiik hacimlerin kullanilmasi analit zenginlesmesine yol
acmaktadir. Bu sebepler goz ontine alindiginda, en verimli ekstraksiyon ¢oziiciisiinii
belirlemek amaciyla siralanan 6zellikleri tasiyan 1.2-dikloroetan, diklorometan,

kloroform ve karbon tetraklortir gibi klorlu organik ¢éziiciiler ile calisiimistir.

Tablo 4.8 Ekstraksiyon ¢oziicii tiirtint belirleme optimizasyonunda kullanilan
sabit parametreler

Parametre Deger

Standart derisimi / miktari 0.25 mg L1 /8.0 mL

Tampon pH'1 / miktar: pH9.0 /1.5 mL

Ligand derisimi / miktar1 §13:0.08g Lt (w/v) /1.5mL

Komplekslesme sonrasi karistirma siiresi | 15 s

Ekstraksiyon ¢o6ziicii miktari 400 pL
Ekstraksiyon sonrasi karistirma stiresi 15s
Eluent tiirii / derisimi / miktari HNOs3 / 15.6 M (%67) / 200 pL

Sekil 4.7' de gosterilen sonuglara gore, en yiiksek ekstraksiyon ciktisi sirasiyla
diklorometan, 1.2-dikloroetan ve karbon tetrakloriirden yaklasik 1.4, 1.4 ve 2.4 kat
daha yiiksek olan kloroform ile kaydedilmis ve optimum ekstraksiyon ¢oziiciisii

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7 Ekstraksiyon ¢6ziicl tiiriinlin absorbans sinyali tizerindeki etkisi

Ekstraksiyon c¢oziiciiniin miktari, ekstraksiyon geri kazanimini ve 6n deristirme
faktoriini etkileyen bir diger 6nemli parametredir. Fazla miktarda ekstraksiyon
cozucust, hedef analit(ler)in seyrelmesine neden olarak absorbans degerlerinde bir
azalmaya neden olabilmektedir. Yetersiz miktarda ekstraksiyon ¢oziiciisii ise sulu

¢Ozeltiden tiim analit(ler)i toplayamayabilmektedir.
Kloroform ¢éziiciisiine ait optimum miktar, 200, 250, 300, 400, 500 ve 600 pL'lik

miktarlarda es kosullar altinda test edilerek incelenmistir.

Tablo 4.9 Ekstraksiyon ¢oziici tiriinii miktarini optimizasyonunda kullanilan
sabit parametreler

Parametre Deger

Standart derisimi / miktar1 0.25 mg L1 /8.0 mL

Tampon pH'1 / miktar: pH9.0 /1.5 mL

Ligand derisimi / miktar1 $13:0.08g Lt (w/v) /1.5mL

Komplekslesme sonrasi karistirma siiresi | 15 s

Ekstraksiyon ¢oziicii tliri Kloroform
Ekstraksiyon sonrasi karistirma stiresi 15s
Eluent tiiri / derisimi / miktari HNOs3 / 15.6 M (%67) / 200 pL
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Sekil 4.8’ deki sonug¢ grafigi, bir Gauss egrisini gostermektedir. Elde edilen
absorbans degerleri, 200 pL kloroformun kobalt-ligand kompleksini ekstrakte
etmek icin yeterli olmadigini, ancak kloroform miktar1 arttikca 400 pL’ye kadar
absorbans degerlerinde de artis oldugunu gostermistir. Bu artis, ¢oziicii miktarinin
artmasiyla sulu ¢ozeltiden ekstrakte edilen kompleks miktarinin da arttigini
gostermektedir. 600 pL'ye kadar arttirilan miktarlarda ise es stirede yapilan basingh
karistirmanin etkisiyle disik hacimlere gore dispersiyon verimi azalarak
absorbans degerlerinde diisiise sebebiyet vermistir. 400 uL ve 500 pL ekstraksiyon
cozucusu icin ortalama absorbans degerleri olduk¢a benzer olmasina ragmen,

¢Ozlici kullanimini azaltmak amaciyla 400 pL optimum miktar olarak secilmistir.
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Sekil 4.8 Ekstraksiyon ¢6ziicii miktarinin absorbans sinyali tizerindeki etkisi

» EKkstraksiyon Sonrasi Karistirma Siiresinin Belirlenmesi

Bu calismada, standart/6rnek c¢ozeltisine ekstraksiyon cozeltisi ilave edildikten
sonra basin¢li karistirma saglamak amaciyla ¢ift siringa kullanimina dayali otomatik
karistirma sistemi kullanilmistir. Iki siringanin baglanti noktasina 6 delikli plastik
bir elek yerlestirilmesi, pistonlarin sabit hareketi ile ¢ok ince sivi damlaciklarinin
olusmasina yol agmaktadir. Siringalar arasinda olusan basincin da etkisiyle
karistirma saglanarak yiizey alani ile birlikte ekstraksiyon ¢oziicilisii ve metal-ligand
kompleksi arasindaki etkilesim arttirilmistir. Boylece, bir dagitici ¢oziiciiye ihtiyag

kalmamis ve bu durum toplam organik ¢6ziicii kullanimini azaltmistir.
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Tablo 4.10 Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresinin optimizasyonunda
kullanilan sabit parametreler

Parametre Deger
Standart derisimi / miktar1 0.25mg L1 /8.0 mL
Tampon pH'1 / miktari pH9.0 /1.5 mL

Ligand derisimi / miktar1

$13:0.08 g Lt (w/v) / 1.5 mL

Komplekslesme sonrasi karistirma siiresi

15s

Ekstraksiyon ¢oziicii tliri / miktari

Kloroform / 400 pL

Eluent tiirii / derisimi / miktari

HNOs / 15.6 M (%67) / 200 uL

0, 5, 15, 30 ve 60 s'lik karistirma siireleri degerlendirilmis ve kobalt kompleksinin
kitle transferini arttirmak i¢in 15 s karistirmanin yeterli oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.9). 15 s'ye kadar olan siirelerde kompleksin yeterli siirede organik faza
gecisi saglanamamistir. Karistirma yapilmadan deneylerde ise karistirmaya kiyasla
absorbansta yar1 yariya bir azalma oldugu ve karismanin homojen gerceklesmemesi
sebebiyle yiiksek bir standart sapma degerine sahip oldugu goériilmistiir. Daha uzun
sureli karistirmalarda ise absorbansta gézlenen azalma ve standart sapmadaki artis
ise artan calkalama siiresi ile tersinir reaksiyonun daha belirgin hale gelmesinin bir

sonucu olabilmektedir. 15 s karistirma siiresi bu nedenle diger optimizasyon

adimlarinda kullanilmak lizere sec¢ilmistir.
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» Eluent Tiirt, Derisimi ve Miktarinin Belirlenmesi

AAAS sistemi tarafindan yapilan él¢iimler sirasinda alev kararsizlifindan ve daha
yuksek doteryum sinyal giiriiltiisiinden kaginmak i¢in organik ¢6ziicliniin tamamen
buharlastirilmasi ve kalintinin uygun eluentle ¢6ziilmesi gerekmektedir. Asitler,
serbest kobalt iyonlar1 tretmek i¢in metal-ligand bagini par¢alamaktadir. Bu

sebeple, nitrik asit, hidroklorik asit ve hidrojen peroksit ¢ozeltileri kullanilmistir.

Tablo 4.11 Eluent tiirii optimizasyonunda kullanilan sabit parametreler

Parametre Deger

Standart derisimi / miktari 0.25mg Lt /8.0 mL

Tampon pH'1 / miktari pH9.0 /1.5 mL

Ligand derisimi / miktar1 §13:0.08 g L1 (w/v) / 1.5 mL

Komplekslesme sonrasi karistirma siiresi | 15 s

Ekstraksiyon ¢oziicti tlirii / miktari Kloroform / 400 pL
Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresi 15s
Eluent derisimi / miktari 15.6 M (%67) / 200 pL

Elde edilen sonuclara gore nitrik asit i¢in en yiiksek absorbans degeri kaydedilmis
ve kobalt kompleksi icin en uygun eluent olarak secilmistir. Bu durum, kalintiy1
etkili bir sekilde ¢6zen ve kompleksten 6nemli miktarda kobalt miktarini serbest
birakan nitrik asidin giiclii oksitleyici dogasina baglanabilmektedir. Hidroklorik asit
ve hidrojen peroksit ile kobaltin tamami eluente alinamamis, ayni zamanda daha
diisiik absorbans degerlerini aciklayici nitelikte olan tiipte gozle gorilir ve
temizlenemeyen kalintilarin olusmasina sebebiyet vermistir. Bu sebeple en uygun

eluent tiirtiniin nitrik asit oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.10 Eluent tiirtintin absorbans sinyali lizerindeki etkisi

0.05 ile 15.6 M arasinda hazirlanan farkhh nitrik asit derisimleri, ¢6ziinme

kapasitelerini belirlemek icin esdeger kompleks kalintilarina eklenmistir.

Tablo 4.12 Eluent derisim optimizasyonunda kullanilan sabit parametreler

Parametre

Deger

Standart derisimi / miktar1

0.25mgL?1/8.0mL

Tampon pH'1 / miktar:

pH9.0 /1.5 mL

Ligand derisimi / miktar1

§$13:0.08g Lt (w/v) /1.5 mL

Komplekslesme sonrasi karistirma stiresi

15s

Ekstraksiyon ¢oziicii tiri / miktari

Kloroform / 400 pL

Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresi

15s

Eluent tiri / miktari

HNO; / 200 uL

Sonuclar birbirinden 6zellikle farkli olmasa da, daha fazla tekrarlanabilir sonuglar

vermesi ve elde edilen absorbans degerinin test edilen diger derisimlerden kismen

ylksek olmasi nedeniyle 6.0 M optimum deger olarak secilmistir. Derisimle birlikte

artan asit yogunlugunun ornek akis hizini da diisiirmesi, daha derisik asit

derisimlerinde absorbans sinyallerinin azalmasina sebebiyet verebilmektedir.

Seyreltik asit derisimleri ise kobalt iyonlarini asit ¢ozeltisine tamamen almis
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goriinse de, tiipte kalic1 kalint1 hasarlarina sebebiyet vermis olup ytiksek standart
sapma degerlerine sahiptir. Bu nedenle 6.0 M nitrik asit ile optimizasyon

calismalarina devam edilmistir.
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Sekil 4.11 Eluent derisiminin absorbans sinyali lizerindeki etkisi

Son olarak, farkli hacimlerde (75, 100, 150, 200, 250, 300 ve 400 pL) 6.0 M nitrik
asit ¢ozeltisi ¢oziinme kapasitelerini ve nebulizasyon verimliligi tizerindeki etkisini
kontrol etmek i¢in test edilmistir. Eluent miktari, zenginlestirme faktoriini
belirlemede analitin toplandig1 son hacim olmasi sebebiyle en 6nemli optimizasyon

adimlarindan biridir.

Tablo 4.13 Eluent miktar optimizasyonunda kullanilan sabit parametreler

Parametre Deger

Standart derisimi / miktari 0.25mg L1 /8.0 mL

Tampon pH'1 / miktar: pH9.0 /1.5 mL

Ligand derisimi / miktar1 §13:0.08 g L1 (w/v) / 1.5 mL

Komplekslesme sonrasi karistirma siiresi | 15 s

Ekstraksiyon ¢oziicii tliri / miktari Kloroform / 400 uL
Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresi 15s
Eluent tiirii / derisimi HNOs / 6.0 M
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Artan seyreltici hacmi ile absorbans degerlerinin azalmasi, birim hacimdeki analit
miktarinin azalmasi ile acgiklanabilmektedir. 75 pL’lik asit miktar1 tiiptin alt
ceperlerinde ¢oOziiciisi ugurulmus olan kobalt-ligand kalintilarinin tamamini
¢ozmeye yetmemis ve ayni zamanda AAAS sisteminde devamli analitik bir sinyal
elde edilememistir. Bu sebeple en yiiksek absorbans degeri 75 pL icin elde
edilmesine ragmen, yakin absorbans ve disiik standart sapma degeri ile daha
tekrarlanabilir sonuglar elde edilen 100 pL asit miktari, optimum kosul olarak

secilmistir.
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Sekil 4.12 Eluent miktarinin absorbans sinyali tizerindeki etkisi

4.1.2 Sistem Analitik Performansinin Belirlenmesi

Yapilan ¢alismada AAAS ve OS-CSE-BSFME-AAAS sistemlerinin analitik degerleri,
Tablo 4.14’de sunulan optimum kosullar altinda kalibrasyon grafikleri elde edilerek
degerlendirilmistir. Her bir sistem i¢in analitik performans, dogrusal aralik, ylizde
bagil standart sapma (%BSS), gozlenebilme limiti (GL), tayin limiti (TL) ve
korelasyon katsayisina (R%) gore belirlenmistir. TL, GL ve R2 degerleri, dogrusal
araliktaki en diisiik derisimli kalibrasyon standardinin alti tekrarhh o6lgiimi ile

hesaplanmistir.
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Tablo 4.14 OS-CSE-BSFME-AAAS metoduna ait optimum parametreler

Parametre Deger
Hava akis hizi 32Lh1
Asetilen akis hiz1 15Lht
Ornek akis hizi 6.7 mL dk!
Alev bashiginin yiiksekligi 27 cm

Standart derisimi / miktari

0.25mgL-1/8.0 mL

Tampon pH'1 / miktari

pH9.0 /1.5 mL

Ligand derisimi / miktar1

S§13:0.08 gLl (w/v) /1.5 mL

Komplekslesme sonrasi karistirma stiresi

15s

Ekstraksiyon ¢6ziicli tiirii / miktari

Kloroform / 400 pL

Ekstraksiyon sonrasi karistirma stiresi

15s

Eluent tiirti / derisimi / miktar:

HNOs3 / 6.0 M / 100 uL

Tablo 4.15 Optimum kosullar altinda sistemlere ait analitik performans degerleri

Dogrusal
Yontem GL,pgL1 TL,ugL? %BSS R2
Aralik, pg L1
AAAS 60.6 200 4.8 200-5000 0.9999
OS-CSE-
1.8 6.0 3.7 5.0-100 0.9994
BSFME-AAAS
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AAAS sisteminin kalibrasyon grafigi, 0.20 ve 20 mg L-! araliginda standart ¢ozeltiler
hazirlanarak olusturulmustur. Sisteme ait kalibrasyon egrisi Sekil 4.13" te
sunulmustur. Kalibrasyon dogrusal araligy, Sekil 4.14’ te goruldigu gibi 0.20 ile 5.0
mg L-1 arasindadir. GL, TL, %BSS ve R? degerleri ise sirasiyla 60.6 ug L-1, 200 pg L1,
%4.8 ve 0.9999 olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.14 Kobalt tayininde optimum kosullar altinda AAAS kalibrasyon dogrusu
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Gelistirilen yontemde, 5.0-100 ug L1 derisim araliginda ve 0.9994 R2 degeriyle
kobalt i¢in dogrusal bir analitik yanit elde edilmis (Sekil 4.16) ve GL ve TL degerleri
sirasiyla 1.8 ve 6.0 ug L1 olarak hesaplanmistir. En diisiik derisimli kalibrasyon
standardi i¢in kaydedilen %BSS degeri ise 3.7 olarak elde edilmis ve bu deger,

gelistirilen yontemin ytiksek kesinlige sahip oldugunu dogrulamistir.
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4.1.3 Geri Kazanim Calismalar

Bazi 6rnek matrikslerinin karmasik yapisi nedeniyle, bir analitin belirlenmesi icin
gelistirilmis bir analitik yontem kolaylikla uygulanamayabilmektedir. Bu nedenle,
0zel bir 6rnek matriksinde saptanabilen analitin miktarim1 belirlemek icin geri
kazanim c¢alismalarinin gerceklestirilmesi énemlidir. Ilk olarak ilgilenilen analitin
ornekte mevcut olmadigindan emin olmak i¢in bir kér analiz gerceklestirilmekte,
ardindan oOrnege geri kazanim ytzdesinin tespit edildigi belirli bir derisimde
standart eklenmektedir [332]. Ayva ornekleri, gelistirilen analitik yOdntemin
dogrulugunu ve uygulanabilirligini kontrol etmek ve geri kazanim calismalari
yapilarak matriks etkilerinin olasiligin1 incelemek icin gercek oOrnek olarak
secilmistir. Gergeklestirilen kor o6rnek analizi, ayva 6rneginin kobalt icermedigini
veya mevcut miktarin gelistirilen yontemin tespit limitinin altina distigini
gostermistir. Dogrusal kalibrasyon araligina karsilik gelen 15, 25, 50, 75 ve 100 pg
L1 derisimlerde standart eklenerek hazirlanan o6rnekler icin hesaplanan geri
kazanim ytizdeleri, 6nerilen yontemin dogrulugunu teyit ederek, %91.0 - 98.7
araliginda sonuglar vermistir. Farkli derisimler icin hesaplanan geri kazanim
sonuclar1 Tablo 4.16' da ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 4.16 Ayva 6rneklerine spike edilmis farkl kobalt derisimleri i¢in
hesaplanan yiizde geri kazanim sonuglari

Spike Edilmis Derisim, pg L1 % Geri Kazanim
15 98.7 + 3.4
25 92.0+5.7
50 91.0+8.6
75 91.8+7.0
100 91.3+4.7
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4.2 Metalik Elek Baglantili Cift Siringa Esashh Sivi Faz Mikro-
Ekstraksiyon ile Bakirin Zeytin Yapraklarinda Alevli Atomik

Absorpsiyon Spektrometresi ile Tayini

Tez kapsamindaki ikinci ¢alisma, bakirin eser miktarlarda tayini i¢in basit, hassas ve
diisiik maliyetli bir analitik yontemin gelistirilmesini icermektedir. Calismada, AAAS
sistemi ile bakir tayini metalik elek baglantih ¢ift siringali sivi  fazh
mikroekstraksiyon  yontemi  kullanilarak  gerceklestirilmistir. ~ Calisma,
“Development of a metal sieve-linked double syringe liquid phase microextraction
method for the determination of copper in olive leaf extract samples by flame atomic
absorption spectrometry” bashgl altinda “Food Chemistry” adli dergide Mayis
2022’de yayinlanmistir.

4.2.1 Optimizasyon Calismalari

Optimizasyon c¢alismalarinda, ekstraksiyon islemini ve AAAS sistemini etkileyen
tlim parametreler, cihazin algilama giiciinii ve ekstraksiyon verimini artirmak icin
optimize edilmistir. Optimizasyon islemleri, 1.0 mg L-1 ve 0.25 mg L-! bakir standart
cozeltileri ile gerceklestirilmistir. Her optimizasyon adimi i¢in bir parametre
degistirilirken digerleri sabit tutulmustur. Her parametre i¢in tg tekrarli 6rnekler
hazirlanmis ve optimum parametreler genellikle en diisiik standart sapma ile en

ylksek ortalama absorbansa sahip olan olan degere gore segilmistir.

4.2.1.1 AAAS Optimizasyonlari

AAAS sisteminin parametreleri, siirekli sinyal izleme modu kullanilarak bakira ait
en yiiksek absorbans degerini elde etmek iizere manuel olarak optimize edilmistir.
Hem oOrnegin hem de asetilenin akis hizlar1 aleve ulasan analit miktarini ve
atomizasyon verimini etkilemektedir. Bu akis hizlarinin optimizasyonu, absorbans
degerlerinde artis saglamaktadir. Nebulizatéor ayar diigmesi uzerindeki farkl
konumlar, nebulizasyon verimlilikleri agisindan test edilmis ve optimum 6rnek akis
hiz1 7.6 mL min-1 olarak belirlenmistir. Yakit gazlarinin akis hizi, oksidan gazlar ile
yakit acisindan zengin, stokiyometrik veya yakit acisindan zayif alevler iiretecek
sekilde ayarlanmaktadir. Kullanilacak optimum alev sicakligi, her bir elementin
iyonlasma enerjisine baghdir ve bakir i¢cin 15 L h-1 ile stokiyometrik alevde en

yuksek absorbans degeri elde edilmistir. Alev basliginin yiiksekligi, hem déteryum
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lambasindan hem de bakir oyuklu katot lambasindan gelen i1siklarin diizgtin sekilde

ust uiste gelmesini saglayacak sekilde 27 cm’ye ayarlanmistir.

4.2.1.2 Kompleks Olusum Optimizasyonlari
» Tampon pH ve Miktarinin Belirlenmesi

Cozeltinin pH'1l, kompleks olusumu ve kompleks stabilitesi tizerindeki dogrudan
etkisi nedeniyle komplekslesme siirecinde ¢ok énemli bir parametredir. Ligand ile
kompleks olusturmadan o6nce sulu analit ¢ozeltilerine tampon c¢ozeltilerinin
eklenmesi, yliksek verimlilikle tam komplekslesmeyi saglamak icin sabit bir pH'1
korudugu icin 6nemlidir. Tampon ¢ozeltisi, organik ¢oziiciiye ekstraksiyon icin de
yararli olan bir iyonik denge saglamaktadir. 2.0 ila 13 arasinda degisen farkli pH
degerlerine sahip tampon ¢ozeltileri, bakirin ligand ile komplekslesmesi tizerindeki
etkilerini gozlemlemek icin test edilmistir. Optimizasyon adiminda kullanilan

baslangi¢ sabit parametreleri Tablo 4.17’deki gibidir.

Tablo 4.17 Tampon pH'in1 belirleme optimizasyonunda kullanilan sabit

parametreler
Parametre Deger
Standart derisimi / miktari 0.25 mg L1 /8.0 mL
Tampon miktari 1.0 mL
Ligand derisimi / miktar1 B3: %1.25 (w/v) / 1.50 mL

Komplekslesme sonrasi karistirma stiresi | 10 s

Ekstraksiyon ¢oziicti tlirti / miktari Kloroform / 500 pL
Ekstraksiyon sonrasi karistirma stiresi 10s
Eluent tiirii / derisimi / miktari HNOs3 / 14.4 M (%65) / 200 pL

Sekil 4.17' de gorildiigii gibi, selat olusumu bazik ortamlarda nétr ve asidik
ortamlara gore daha elverisli olmustur. Asidik bolgede, analit agirlikli olarak
iyoniktir ve sulu ¢ozeltideki yliksek ¢oziiniirliigi ile ekstraksiyon ¢oziiciisii diistik
ekstraksiyon verimliligi gostermistir. Bunun nedeni, tim -OH gruplarinin
protonlanarak metal komplekslesmesini engellemesi, baska bir deyisle ligand ile

reaksiyon icin bakir ve hidrojen iyonlar1 arasindaki rekabetten kaynaklanan zayif
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bir komplekslesmeye baglanabilmektedir. Notr ve bazik boélgelerde, kararli bakir
kompleksleri, daha verimli ekstraksiyon performansi sergilemistir. pH 9.0 borat
tampon ¢ozeltisi, cok diisiik bir standart sapma ile en yiiksek absorbans degerini

verdiginden dolay1 sonraki tiim ¢alismalar, pH 9.0 tamponu ile gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.17 Tampon pH'inin absorbans sinyali tizerindeki etkisi

Optimum stabiliteyi elde etmek icin gereken pH 9.0 tampon ¢6zetisinin miktar1 0.50,
0.75, 1.0 ve 1.5 mL kullanilarak Tablo 4.18" deki sabit parametreler ile test

edilmistir.

Tablo 4.18 Tampon miktarini belirleme optimizasyonunda kullanilan sabit

parametreler
Parametre Deger
Standart derisimi / miktari 0.25 mg L1 /8.0 mL
Tampon pH"1 pH 9.0
Ligand derisimi / miktar1 B3: %1.25 (w/v) / 1.50 mL

Komplekslesme sonrasi karistirma siiresi | 10 s

Ekstraksiyon ¢oziicii tiirti / miktari Kloroform / 500 pL
Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresi 10s
Eluent tiiri / derisimi / miktari HNO3 / 14.4 M (%65) / 200 uL
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Tampon kapasitesinin artmasi, olusan kompleks verimliligini de bir noktaya kadar
artirmis olup 1.0 mL’den fazla miktarlarda absorbans sinyalinin sabit kaldig1
gorulmistiir. En yluksek ortalama absorbans degerleri Sekil 4.18" de de goruldigu
gibi 1.0 ve 1.5 mL tampon hacimleri i¢in kaydedilmis, ancak daha sonraki
optimizasyonlar, daha az ¢oziicii kullanimi gerekliliginden dolayr 1.0 mL ile

gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.18 Tampon miktarinin absorbans sinyali tizerindeki etkisi

» Ligand Miktarinin Belirlenmesi

lyonik durumdaki analitlerin organik ¢oziicilye dogrudan ekstraksiyonu, analitin

molekiiler formda olmasini gerektirmektedir.

Ligand miktarinin bu molekiiler formu olusturacak olan komplekslesme tizerindeki
etkisi 0.0, 0.10, 0.20, 0.30, 0.50, 0.75, 1.0 ve 1.5 mL dahil olmak tGzere farkli miktarlar

test edilerek incelenmistir.
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Tablo 4.19 Ligand miktarini belirleme optimizasyonunda kullanilan sabit

parametreler
Parametre Deger
Standart derisimi / miktar1 1.0 mg L-1 /8.0 mL
Tampon pH'1 / miktari pH9.0 /1.0 mL
Ligand derisimi B3: %1.25 (w/v)

Komplekslesme sonrasi karistirma stiresi | 10 s

Ekstraksiyon ¢oziicii tiirii / miktari Kloroform / 500 pL
Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresi 10s
Eluent tiiri / derisimi / miktari HNO3 / 14.4 M (%65) / 200 pL

En yliksek ortalama absorbans 1.5 mL ligand miktari i¢in kaydedilmis ve sonraki
deneyler icin optimum miktar olarak secilmistir. 1.5 mL'den yiiksek ligand
miktarlari, siringanin toplam hacmini asacagindan test edilmemistir. Ekstraksiyon
prosediiriinde metal-ligand kompleksi olusumunu dogrulamak i¢in bir ligand
cozeltisi kullanilmadan optimizasyon denemeleri de yapilmis ve ligand ¢6zeltisinin
farkl miktarlariyla karsilastirilmistir. Sonug olarak, ligand ¢6zeltisi olmadan metal
selat olusumunu gosteren hicbir sinyal go6zlenmemistir. Boylece ligand ile

komplekslesmenin iliskisini dogrulanmistir.

Bu adima kadar yapilan ¢alismalarda kullanilan %1.25 (w/v) ligand ¢6zeltisinin
derisimi, sentezlendikten sonraki derisimine (maksimum derisim) karsilik
gelmektedir. Ligand miktariyla orantili olarak absorbans degerlerinin artmasi,
ligandin daha diistiik derisimlerinin denenmesine gerek olmadigini gostermistir.
Daha yliksek derisimler de denenemeyecegi icin ligand derisim optimizasyonu

yapilmamis ve %1.25'te sabit tutulmustur.
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Sekil 4.19 Ligand miktarinin absorbans sinyali iizerindeki etkisi

» Komplekslesme Sonrasi Karistirma Siiresinin Belirlenmesi

Karistirma islemi, analit iyonlar ile etkilesimi arttirmak ve kompleks olusturma
etkinligini hizlandirmak icin ¢6zeltide kompleks olusturan ligandin homojen
dagilimini saglamaya yardimci olmaktadir. Bu sebeple, karistirma gerekli bir adim

olarak kabul edilmektedir.

Tablo 4.20 Komplekslesme sonrasi karistirma stiresini belirleme
optimizasyonunda kullanilan sabit parametreler

Parametre Deger

Standart derisimi / miktar1 0.25mgL1 /8.0 mL

Tampon pH'1 / miktari pH9.0 /1.0 mL

Ligand derisimi / miktar1 B3: %1.25 (w/v) / 1.5 mL
Ekstraksiyon ¢oziicii tiirti / miktari Kloroform / 500 pL
Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresi | 10 s

Eluent tiiri / derisimi / miktari HNO3 / 14.4 M (%65) / 200 uL

Kompleks olusum optimizasyonlarinin son parametresi olarak, 0.0, 5.0, 10, 15, 20
ve 30 s'lik denemelerden sonra etkin komplekslesme i¢in gereken optimum

karistirma siiresi 20 s olarak belirlenmistir. Karistirma stireleri arasinda ¢ok biiytik
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absorbans farkliliklar1 olmamasina ragmen kismen yiiksek absorbans ve ¢ok daha

diisiik standart sagma degeri, 20 s’lik karistirma siiresini optimum deger yapmistir.
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Sekil 4.20 Komplekslesme sonrasi karistirma siiresinin absorbans sinyali
lizerindeKki etkisi

» EKkstraksiyon Céziiciisiiniin Tiirii ve Miktarinin Belirlenmesi

Uygun bir ekstraksiyon c¢oziiciiniin se¢imi, ekstraksiyon verimliligini etkileyen en
onemli parametrelerden biridir. Yiiksek ekstraksiyon verimi elde etmek icin suda
cozunurligiu dusik ve analite afinitesi yiiksek c¢oziciler secilmelidir. Ayrica
ekstraksiyon c¢oziiciilerinin sudan daha yiiksek veya daha diisiik yogunluga sahip

olmasi ve ayr1 bir faz olusturmasi gerekmektedir.

Cozuciiniin buharlagma riski ve yiizey fazinin toplanmasindaki zorluk nedeniyle bu
calismada daha ytiksek yogunluklu ¢oziictiler segilmistir. Bu amagla, sulu ¢6zeltiden
bakir kompleksini ¢ikarmak i¢in diklorometan, 1.2 dikloroetan ve Kkloroform

kullanilmistir.
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Tablo 4.21 Ekstraksiyon ¢6ziicii tiiriinii belirleme optimizasyonunda kullanilan
sabit parametreler

Parametre Deger

Standart derisimi / miktari 0.25 mg L1 /8.0 mL
Tampon pH'1 / miktari pH9.0 /1.0 mL

Ligand derisimi / miktar1 B3: %1.25 (w/v) / 1.5 mL

Komplekslesme sonrasi karistirma stiresi | 20 s

Ekstraksiyon ¢oziicii miktari 500 puL
Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresi 10s
Eluent tiirii / derigimi / miktari HNO3z / 14.4 M (%65) / 200 pL

Tiiplerin dibinde ¢oken organik fazlarin hacimlerinin, kullanilan ilk hacimlerden
daha diisiik oldugu gézlenmis ve ¢oken fazin hacmi, sudaki farkl ¢éziintirliiklerine
gore azalmistir. Bu adima kadar yapilan ekstraksiyon islemlerinde kloroform
kullanilmasina ragmen, c¢oziiciler arasinda en yiliksek absorbans degerine
diklorometan c¢oziiciisiiniin sahip oldugu gorilmis ve bu nedenle optimum

ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak secilmistir.
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Sekil 4.21 Ekstraksiyon ¢oziict tiirtiniin absorbans sinyali lizerindeki etkisi
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Ekstraksiyon ¢ozilicii miktari, bir analitin ekstraksiyon verimi ve zenginlestirme
faktori izerinde ¢ok oOnemli bir etkiye sahiptir. Cozlici hacmi azaldikg¢a
zenginlestirme faktorii artmaktadir. Bununla birlikte, sulu ¢o6zeltiden analitin

onemli bir miktarini ¢ikarmak i¢in daha diisiik miktarlar yeterli olmayabilmektedir.

300, 400, 500, 600 ve 700 pL'lik diklorometan hacimleri, bakir-ligand kompleksi

tizerinde ekstraksiyon etkinlikleri icin test edilmistir.

Tablo 4.22 Ekstraksiyon ¢6ziici tliriinii miktarini optimizasyonunda kullanilan
sabit parametreler

Parametre Deger

Standart derisimi / miktari 0.25mgL1 /8.0 mL
Tampon pH'1 / miktari pH9.0 /1.0 mL

Ligand derisimi / miktar1 B3: %1.25 (w/v) / 1.5 mL

Komplekslesme sonrasi karistirma stiresi | 20 s

Ekstraksiyon ¢oziicii tiirti Diklorometan
Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresi 10s
Eluent tiiri / derisimi / miktari HNO3 / 14.4 M (%65) / 200 pL

Sekil 4.22’ de, absorbans degerlerinin artan organik ¢6zilicii miktariyla 600 pL’ye
kadar arttigi ve 700 pL’de sabit kaldig1 goriilmustiir. Bu da ¢6ziicii miktarinin
cozeltiden kayda deger miktarlarda Cu-B3 kompleksi cikarmak icin yeterli oldugunu
gostermektedir. Daha diisiik miktarlarda ¢o6ziicii kullanmak adina sonraki

calismalara 600 pL diklorometan ile devam edilmistir.
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Sekil 4.22 Ekstraksiyon ¢6ziicii miktarinin absorbans sinyali lizerindeki etkisi

» EKkstraksiyon Sonrasi Karistirma Siiresinin Belirlenmesi

Ekstraksiyon ¢oziiclisii ve analitler arasindaki etkilesimler, bir karistirma islemi
uygulanarak daha da gelistirilebilmektedir. Bu c¢alismada kullanilan basing¢h
karistirma, ekstraksiyon verimliligi i¢in kritik 6neme sahiptir ve karistirma stiresi
de ayn1 derecede 6nemlidir. Uzun karistirma siireleri, sulu ¢ozeltide ekstraksiyon
¢ozlclisiinlin kaybina neden olabilmekte ve kisa karistirma siireleri ise analitlerin

bol miktarda toplanmasi i¢in yeterli olmayabilmektedir.

Basingh karistirma 5.0, 10, 15, 20 ve 30 saniye Tablo 4.23’ te gosterilen sabit
parametreler kullanilarak uygulanmis ve karistirma yapilmadan elde edilen sonugla

karsilastirilmistir.

Tablo 4.23 Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresinin optimizasyonunda
kullanilan sabit parametreler

Parametre Deger

Standart derisimi / miktar1 0.25mg L1 /8.0 mL
Tampon pH'1 / miktar: pH9.0 /1.0 mL

Ligand derisimi / miktar1 B3: %1.25 (w/v) / 1.5 mL
Komplekslesme sonrasi karistirma stiresi | 20 s
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Tablo 4.23 Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresinin optimizasyonunda
kullanilan sabit parametreler (devami)

Ekstraksiyon ¢oziicii tiirti / miktari Diklorometan / 600 pL

Eluent tiirii / derisimi / miktari HNO3 / 14.4 M (%65) / 200 pL

Standart ¢ozeltisinden diklorometan fazina metal-ligand kompleksinin verimli bir
sekilde toplanmasi i¢in gerekli optimum siire, yiiksek absorbans ve dustik standart
sapma degerleri goz onlinde bulunduruldugunda 20 s olarak belirlenmistir. Sekil
4.23 'te goruldugu gibi karistirma yapilmadan elde edilen veriler daha dusiik
absorbans degerlerine sahip olmakla birlikte homojen dagilim olmadigini kanitlar

bir sekilde oldukca yliksek standart sapma degerine sahiptir.
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Sekil 4.23 Ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresinin absorbans sinyali tizerindeki
etkisi

» Eluent Derisimi ve Miktarinin Belirlenmesi

Organik ¢o6ziici sulu ¢ozeltiden ayrildiktan ve tamamen buharlastiktan sonra, AAAS
sistemine gonderilmeden dnce analit agisindan zengin kalintiy1 ¢6zmek i¢in nitrik
asit eluent ¢ozeltisi kullanilmistir. Hidroklorik asit ve hidrojen peroksit, tez
kapsamindaki ilk calismada da bahsedildigi gibi metal-ligand kompleksinden
analitin eluent faza gegmesinde yeterli etkiyi gosterememesi ve bunun yani sira sarf
malzemelerde sarfiyata yol agmasindan dolay1 eluent optimizasyonlari nitrik asit

cozeltisi ile gerceklestirilmistir.
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1.0, 3.0, 6.0 ve 9.0 M dahil olmak tlizere farkl nitrik asit derisimleri asidin derisik

formuyla (14.4 M) Kkarsilastirilarak optimum eluent derisimi g¢alismasi

gerceklestirilmistir.

Tablo 4.24 Eluent derisim optimizasyonunda kullanilan sabit parametreler

Parametre Deger
Standart derisimi / miktari 0.25 mg L1 /8.0 mL
Tampon pH'1 / miktari pH9.0 /1.0 mL

Ligand derisimi / miktar1

B3: %1.25 (w/v) / 1.5 mL

Komplekslesme sonrasi karistirma siiresi

20s

Ekstraksiyon ¢oziicii tliri / miktari

Diklorometan / 600 uL

Ekstraksiyon sonrasi karistirma stiresi

20s

Eluent tiiri / miktari

HNO3 / 200 L

Derisik asitin Sekil 4.24’ te goriildiigii gibi en yliksek absorbans degerini kaydettigi

gozlenmistir. Azalan asit derisimlerinin ekstrakte edilen kompleks kalintisini

tamamen ¢6zmedigi hem tiip dibinde goriilen kalintinin varligindan hem de bu

derisimlerin neden oldugu azalan absorbans ve daha yiiksek standart sapma

degerlerinden anlasilmaktadir. AAAS sisteminde bulunan nebulizoériin aside

dayanikh yapisindan dolay1 derisik asit kullanimi enstriiman ag¢isindan problem

yaratmamaktadir. Bu sebeple calismalara derisik nitrik asit ¢ozeltisi ile devam

edilmistir.
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Sekil 4.24 Eluent derisiminin absorbans sinyali lizerindeki etkisi

Calismada yapilan son optimizasyon adiminda, derisik asidin 75 ve 300 pL
arasindaki farkli miktarlari, kalintinin ¢6ziinmesinin etkilerini belirlemek ve analite
ait stirekli bir sinyal elde edebilmek icin esdeger standart cozeltiler ile test
edilmistir. Daha yiiksek miktarlardaki eluent, analiti seyreltmesi nedeniyle daha az
derisimde elde edilirken kalintidan kayda deger miktarda analitin ¢ikarilmasi i¢in

daha diisiik miktarlar de yeterli olmayabilmektedir.

Tablo 4.25 Eluent miktar optimizasyonunda kullanilan sabit parametreler

Parametre Deger

Standart derisimi / miktar1 0.25 mg L1 /8.0 mL
Tampon pH'1 / miktar: pH9.0 /1.0 mL

Ligand derisimi / miktar1 B3: %1.25 (w/v) / 1.5 mL

Komplekslesme sonrasi karistirma siiresi | 20 s

Ekstraksiyon ¢oziicii tliri / miktari Diklorometan / 4600 pL
Ekstraksiyon sonrasi karistirma stiresi 20s
Eluent tiiri / derigimi HNO3 / 14.4 M (%65)
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Sekil 4.25’ te gosterildigi gibi, artan ¢oziicii miktari ile absorbans degerleri azalmis
ve bu gozlem, zenginlestirme faktorii ile ekstraktin nihai miktar1 arasinda ters bir
iliski oldugunu 6ne siiren 6n deristirme ilkesi ile desteklenmektedir [333]. 75 pL asit
miktari, kompleks kalintisinin tamamen ¢o6ziinmesi i¢in yeterli olmamistir. En
yliksek absorbans degeri ise 85 pL icin kaydedilmis ve yontemin son optimum

degeri olarak secilmistir.

0,500
0,450 C\J
0,400 +
0,350

0,300

0,250 i

Absorbans

0,200
0,150 1 ®
0,100 1
0,050

0,000
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Asit miktari, pL

Sekil 4.25 Eluent miktarinin absorbans sinyali tizerindeki etkisi

4.2.2 Sistem Analitik Performansinin Belirlenmesi

Optimize edilmis MEB-CSE-BSFME-AAAS yonteminin optimum parametreleri Tablo
4.26’ da da goriilecegi tizere 7.60 mL dk'! 6rnek akis hizi, 15 L h-1 asetilen akis hizi,
1.0 mL pH 9.0 borat tampon ¢ozeltisi, 1.5 mL %1.25 (w/v) ligand c¢ozeltisi, 20 s
komplekslesme sonrasi karistirma siiresi, ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak 600 pL
diklorometan, 20 s ekstraksiyon sonrasi karistirma siiresi ve 85 pL derisik nitrik asit
(%65, w/w) ¢ozeltisi olarak bulunmustur. Bu optimum parametreler sulu standart
cozeltilere uygulanmis ve standartlarin absorbans degerlerinden olusturulan
kalibrasyon grafikleri, Tablo 4.27' de verilen sistemin analitik performansina ait

degerleri hesaplamak i¢in kullanilmistir.
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Tablo 4.26 MEB-CSE-BSFME-AAAS metoduna ait optimum parametreler

Parametre Deger

Hava akis hiz1 32Lh1

Asetilen akis hizi 15Lh'1

Ornek akis hiz1 7.6 mL dk!

Alev basliginin ytiksekligi 27 cm

Standart derisimi / miktar 0.25 mg L1 /8.0 mL
Tampon pH'1 / miktari pH9.0 /1.0 mL

Ligand derisimi / miktar1

B3: %1.25 (w/v) / 1.5 mL

Komplekslesme sonrasi karistirma siiresi

20s

Ekstraksiyon ¢6ziicii tiirii / miktari

Diklorometan / 600 pL

Ekstraksiyon sonrasi karistirma stiresi

20s

Eluent tiirti / derisimi / miktari HNO3 / 14.4 M (%67) / 85 uL

Gelistirilen yontem, GL, TL, BSS, dogrusal ¢calisma aralig, tespit giiciinde iyilestirme
(EDP) ve on deristirme faktéri (PF) gibi analitik parametreler kullanilarak
dogrulanmistir. Yontemin optimum kosullar1 altinda, 5.0-500 pg L1 dogrusal
araliginin en dusiik derisimi olan 5.0 pg L-1 i¢in alt1 tekrarh analiz sonucunda elde
edilen absorbans degerleri, GL ve TL degerlerinin hesaplanmasinda kullanilmis olup
bu degerler sirasiyla 1.5 ve 5.1 pg L1 olarak bulunmustur. Yonteme ait %BSS ve R2
degerleri sirasiyla 8.4 ve 0.9996 olarak hesaplanmistir. Elde edilen %BSS sonuclari,
calisilan sistemler icin %10'dan daha diisiik olmas1 sebebiyle, hem ekstraksiyon
islemi hem de enstriimental 6l¢iim i¢in yiiksek hassasiyet (tekrarlanabilirlik)

saglamistir.
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Tablo 4.27 Optimum kosullar altinda sistemlere ait analitik performans degerleri

Dogrusal
Yontem GL,pgL1 TL,pglL? %BSS R2
Aralik, pg L1
AAAS 31.1 104 5.8 100-2000 0.9998
MEB-CSE-
1.5 5.1 8.4 5.0-500 0.9996
BSFME-AAAS

EDP degerlerinin hesaplanmasinda geleneksel AAAS sisteminin GL degerinin
gelistirilen sistemin GL'ne orani kullanilmis ve 20 kat olarak belirlenmistir. Calisilan

sistemlere ait dogrusal kalibrasyonlar asagidaki sekillerde verilmistir.
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Sekil 4.26 Bakir tayininde optimum kosullar altinda AAAS kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.27 Bakir tayininde optimum kosullar altinda MEB-CSE-BSFME-AAAS
kalibrasyon dogrusu

4.2.3 Geri Kazanim ve Gercek Ornek Calismalar

Zeytin yapragi ekstresi Tilrkiye'de en cok rahatlatici ¢cay olarak tiiketilmektedir. Bu
nedenle, 6nerilen yontemin gercek érnek analizine uygunlugunu incelemek i¢in bu
matriks, test 6rnegi olarak secilmistir. Tablo 4.26 'da verilen yontemin optimum
kosullar;, elde edilen orneklerin ekstraktlarina uygulanmistir. Zeytin
yapraklarindaki bakir miktarini tayin edebilmek icin gerekli kalibrasyon noktalarsi,
yine ayni sekilde hazirlanmis ve kér analizinde bakir tespit edilmeyen zeytin yapragi
ekstresine 100, 200, 400, 1200 pg L-! final derisimlerinde standart spike edilerek
hazirlanmistir. Standart eklenmis ornekler icin kaydedilen absorbans degerleri,
diger orneklerdeki bakir miktarini 6l¢gmek icin kullanilan bir kalibrasyon grafigi
gelistirmek icin kullanilmistir. Matriks eslestirilmis kalibrasyon, deiyonize suya
gore zeytin yapragl matriksinin karmasik yapisi nedeniyle diger érneklerde bakirin

dogru bir sekilde 6l¢tilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Hazirlanan ii¢ adet 6rnekte 6lciilen bakir miktarlarinin Tablo 4.28' de verildigi gibi
onemli Ol¢lide yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica 200 ve 400 pg L1 standart
eklenmis 6rnekler i¢in sirasiyla %101.7 + 8.8 ve %108.5 + 10.1 olarak hesaplanan
geri kazanim degerleri, gelistirilen yontemle ytliksek dogrulukta sonuglarin elde
edilebilecegini gostermektedir. Bu metalin insan viicuduna kontrolsiiz alinmasi,

ciddi saglik etkilerine neden olabilmektedir. Sonuglar, 6nerilen yéntemin zeytin
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yapragl ekstresi orneklerinde bakir tayini icin uygun bir analitik yontem olarak

kabul edilebilecegini gostermistir.

Tablo 4.28 MEB-CSE-BSFME-AAAS yonteminin optimum kosullari altinda
belirlenen zeytin yapragi érneklerindeki bakir icin tespit edilen kantitatif sonuglar

Zeytin Yapragi Bakir Miktari, mg kg1
Esenler - Istanbul 0.75 + 0.04
Osmangazi - Bursa 3.41+0.64

Gemlik - Bursa 8.06 £0.71

Tablo 4.29 Zeytin yapragi ekstraktlarina spike edilmis farkli bakir derisimleri i¢in
hesaplanan yiizde geri kazanim sonuclari

Spike Edilmis Derisim, pug L-1 % Geri Kazanim
200 101.7 + 8.8
400 108.5+10.1

4.3 Bes Paraben'in Dagitic1 Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon Yontemi
ile Ruj Orneklerinde Eser Seviyelerde Yiiksek Basin¢h Sivi

Kromatografisi ile Eszamanl Olarak Belirlenmesi

Parabenlerin endokrin bozucu potansiyeli ve kanserle iliskileri ve etkileri, 6zellikle
kozmetik tiriinlerin analizlerinde insan saglig1 ve giivenligi acisindan vazgecilmez
bir gereklilik haline gelmistir. Tez kapsaminda yapilan lglincii ¢alismada, 6n
deristirme yontemi olarak DSSME kullanilarak HPLC-UV sisteminde bes parabenin
es zamanl tayini icin hassas, secici ve dogru bir analitik yontem gelistirilmistir.
HPLC sisteminin performansini ve DSSME yonteminin verimliligini etkileyen tim
parametreler optimize edilmis ve her bir analit i¢in sistemin (DSSME-HPLC-UV)
analitik performansi degerlendirilmistir. Optimize edilmis yontem, icerdikleri farkli

parabenleri 6l¢gmek i¢in dort farkli marka ruja uygulanmstir.
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4.3.1 Optimizasyon Calismalari

Bu ¢alismada, 6ncelikle optimum kromatografik kosullar1 belirlemek ve iyi ayrilmis
pik noktalarina sahip kromatogramlar elde etmek i¢in mobil faz, enjeksiyon hacmi
ve akis hizi gibi enstrimental degiskenler optimize edilmistir. HPLC sistem
optimizasyonlarini takiben ekstraksiyon ve dagitici ¢éziici tiiri ve miktar1 gibi
ekstraksiyon stirecini etkileyen faktorler, tiim analitler i¢in sinyal-giiriiltii oranini ve
ekstraksiyon verimliliklerini iyilestirmek icin optimize edilmistir. Optimizasyon
calismalar1 boyunca bir parametreyi degistirerek ve diger parametreleri sabit

tutarak tek degiskenli optimizasyon yaklasimi kullanilmistur.

4.3.1.1 Parabenlerin Kromatografik Ayrilmasi

Calismanin ilk asamasinda, MeP, EtP, PrP, BuP ve BeP’in ters faz sivi kromatografisiyle
ayiriminda; kolon se¢imi, hareketli fazin pH sec¢imi ve derisimi, hareketli faz organik

¢ozlcl (ACN) orani ve hareketli fazin akis hizinin etkileri incelenmistir.
» Kolon Se¢imi

Sabit faz/kolon secimi metot gelistirmedeki ilk ve en 6nemli adimdir. Saglam ve
tekrarlanabilir bir yontemin gelistirilmesi, kararli, yliiksek performansli bir kolon
bulunmadan imkansizdir. Metot gelistirme sirasinda tekrarlanamayan ornek
alikonma problemlerinden kag¢inmak igin kolonlarin kararli ve tekrarlanabilir
olmasi énemlidir. Ozel olarak saflastirilmis, daha az asidik silikadan yapilmis ve
ozellikle bazik bilesiklerin ayrilmasi i¢in tasarlanmis bir C8 veya C18 kolonu
genellikle tiim 6rnekler i¢in uygundur ve siddetle tavsiye edilmektedir [334]. Silika
bazli kolonlarin kullanimi, c¢esitli fiziksel o6zelliklerden dolayr mevcut HPLC
kolonlarinin ¢ogunda tercih edilmektedir [335]. Bu sebeple calismalar 250 mm
uzunlugunda, 4.6 mm capinda ve 5 um partikil biiytikltigiine sahip bir Phenomenex-

Aqua C18 kolonu tizerinde gergeklestirilmistir.
» Hareketli Fazin Secimi

Mobil faz, ¢oziinirligl, seciciligi ve verimliligi etkilemektedir. Mobil faz bilesimi
(veya ¢ozilicii gilicii), RP-HPLC ayriminda 6nemli bir rol oynamaktadir [212].
Yontemin gelistirilmesi stirecinde hareketli fazin belirlenmesi asamasinda, hareketli
faz bilesenlerinden olan tampon ¢ozelti ve organik ¢dziicliniin belirlenmesinde bu

¢ozeltinin iki bileseninden biri olan tampon c¢o6zeltisinin ne olmasi gerektigi
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diisiintilerek baslanmistir. Bu baglamda ilk olarak belirlenmis parabenler icin
gelistirilen bu analitik yontemin spesifik olarak belirlenmis dalga boyu olan 254
nm'ye yakin dalga boylarinda verecegi absorbans bakimindan oldukc¢a diisiik etkiye
sahip amonyum format tamponu (50 mM) ile ¢alismalara baslanmistir. Silika bazli
kolonlarda ters faz i¢in tipik pH aralig1 pH 2 ila 8'dir [212]. Dolayisiyla, kullanilacak
amonyum format tamponu, asidik bélgede 2.8-4.8 pH araliginda etkin tamponlama
ozelligi gosterdiginden pH 4.5 degerinin hareketli fazin bilesenlerinden biri olan
tampon ¢o6zeltisinin nihai pH'1 olarak belirlenmesine ve bu sekilde ilerlenilmesine
karar verilmistir. Ikinci agsama ise, ters faz teknigine dayali olan ydéntemimizde
hareketli fazin diger bileseni olarak kullanilabilecek organik solventin belirlenmesi
olmustur. Amonyum tuzlar genellikle organik/su hareketli fazlarinda daha fazla
coziinmektedir [212]. lizopropanol, ters faz kromatografisi ile HPLC'de
kullanildiginda ytiksek viskositesi ile asetonitril ve metanole gore yliksek geri basing
yaratacaktir. ACN, cok cesitli ¢oziinenleri ¢6zme, diisiik asitlik, minimum kimyasal
reaktivite ve hepsinden onemlisi diisiik UV cut-off gibi 6zellikleri nedeniyle sivi
kromatografisinde a¢ik ara en ¢ok kullanilan ¢éziiciidiir [336]. UV cut-off degeri, bir
¢ozucuniin UV gorintirliginin maksimum kapsamini belirtmektedir. ACN'e ait UV-
cut off degeri (195 nm), metanole ait UV cut-off degerinden (205 nm) distiktiir
[337]. Bu sebeple asetonitril, tampon ¢6zeltinin yaninda kullanilacak organik
¢ozlicli olarak belirlenmistir. Sisteme ait baslangi¢c parametreleri Tablo 4.30° da
gorildigi gibidir. Bu asamadaki tim HPLC analizleri, 4.0 mg kg1 derisiminde
standart ¢ozeltiyle gerceklestirilmistir.

Tablo 4.30 HPLC sistemine ait baslangi¢c parametreleri

Parametre Deger

Mobil faz Amonyum format (50 mM, pH:4.5):asetonitril (50:50 v:v)
Mobil faz akis hizi 1.0 mL dk1

Eliisyon izoktratik mod

Dalgaboyu 254 nm

Enjeksiyon Hacmi 40 pL

Kolon sicakligi 25°C
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Bu sartlar altinda etkili bir sekilde ayrilmamis olan biitil ve benzil paraben hari¢ tiim
analitler igin iyi bir ayrim elde edilmistir. Boylece, ACN orani 50'den 40'a

distriulmis ve iki pik noktasinin rezoliisyonunu gelistirmistir.

» Tamponun Uygun pH ve Derisiminin Belirlenmesi

Mobil fazin pH degeri, analitleri ayirirken ¢ok 6nemlidir. pH seviyesi, sabit fazin
yuzeyinde asidik/bazik bilesiklerin ve serbest (artik) silanol gruplarinin ayrisma
derecesini etkilemektedir. Bu, pH degerinin bir analit ile sabit faz arasindaki
etkilesim derecesini kontrol etmenin bir yolu olarak kullanilabilecegi anlamina
gelmektedir. Boylece pH, alikonma siiresini ve pik seklini etkilemek icin
kullanilabilmektedir [338]. Genel bir kural olarak, silika bazli kolonlar 2<pH<8
araliginda calistirilmalidir. pH<2'de hidrolize bagh faz kayb1 meydana gelebilmekte
ve pH 8'in tizerinde ise silika omurgasi giderek daha fazla ¢oziintir hale gelmektedir

[339].

Amonyum format tamponu i¢in tamponlama araligi da goz oniine alindiginda,
tampon ¢ozeltisi, analitlerin eliisyonu lizerindeki etkilerini belirlemek i¢in 3.0, 3.5,
4.0 ve 4.5 gibi farkli pH degerlerine ayarlanmistir. Daha diisiik pH degerlerinde
calismak ters faz kromatografisinde kolon igerisinde iyi tutunma yani verimli bir analiz
anlamina gelmektedir. pH 4.5 tampon ¢o6zeltisi kullanildiginda biitil ve benzil
paraben piklerinin alikonma siirelerinin az da olsa azalmas1 ile birlikte
rezoliisyonunun azaldig1 goérilmiustir. Analitlerin tam olarak ayrilmasi, pH 3.0, 3.5
ve 4.0 tampon c¢ozeltileri kullanilarak elde edilmis ve kolon émriinii daha uzun
tutmak agisindan sonraki deneyler i¢in tampon ¢6zeltisinin optimum pH degeri 4.0

olarak sec¢ilmistir.
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Sekil 4.28 Mobil fazda tampon pH’1 degisimi ile elde edilen kromatogram
(Standart derisimi: 4.0 mg kg1, Mobil faz: %Amonyum format (50 mM) /ACN:
%60/40, Akis hizi: 1.2 mL dk1, Enjeksiyon hacmi: 40 ulL)

Mobil fazin tampon kapasitesi (tamponun sabit bir pH'1 koruma yetenegi), tampon
derisimi ile orantilidir. Bir ayirmada iyi tekrarlanabilirlik elde etmek i¢in, kullanilan
tamponlarin yeterli tampon Kkapasitesine sahip olmasi 6nemlidir. Yetersiz
tamponlama, ¢6ziinen maddenin pKa degerleri ile tampon pKa degerleri ve mobil
faz pH'1 arasindaki dengelerin degismesine yol acabilmekte ve dolayisiyla pik
seklinin bozulmasina yol agmaktadir [338]. Genellikle, kiigiik molekiiller i¢gin 10-50
mM'lik bir tampon konsantrasyonu yeterlidir [212]. Uygun tampon derisimini
belirlemek amaciyla formik asit ile 20, 30, 50 ve 75 mM amonyum format tampon

cozeltileri hazirlanmis ve ilgili pH degerine ayarlanmistir.

20 ve 30 mM tampon konsantrasyonlarinda bes parabenin kisa alikonma stireleri
nedeniyle, biitilparaben ve benzilparaben piklerinin birbirine yaklastig
gorilmiistiir. 50 ve 75 mM ic¢in ise bu ayrim daha iyi saglanmistir. Molaritenin
artmasi pik simetrisini de olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Kullanilan kimyasal
miktarini azaltmak amaciyla tampon derisimini minimumda tutmak, dolayisiyla
meydana gelebilecek olumsuzluklardan ka¢inmak i¢in yontemde kullanilacak

tampon ¢ozeltisinin derisimi 50 mM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.29 Mobil fazda tampon derisiminin degisimi ile elde edilen kromatogram
(Standart derisimi: 4.0 mg kg1, Mobil faz: %Amonyum format (pH 4.0) /ACN:
%60/40, Akis hizi: 1.2 mL dk1, Enjeksiyon hacmi: 40 ulL)

» Mobil Faz Akis Hizinin Belirlenmesi

MeP, EtP, PrP, BuP ve BeP karisimlarinin analizinde kullanilan mobil faz akis hizinin
ayirima etkisinin incelenmesi amaciyla, 0.80, 1.0 ve 1.2 mL dk! akis hizlarinda mobil
faz HPLC sistemine verilmistir. Daha yiiksek akis hizlar1 kolon verimini
diisiirmemek adina denenmemistir. Mobil faz, HPLC sistemine 0.80 mL dk-1 akis hiz1
ile verildiginde alikonma siirelerinin olduk¢a uzun oldugu saptanmis ve piklerde
genisleme meydana geldigi gorilmustir. 1.2 mL dk! akis hizi, toplam alikonma
stresini minimumda (25 dk) tutmus ve ayni zamanda analitlerin kolondan ayrilma
sureleriyle baglantili olarak piklerin daha keskin olmasini saglamistir. Bu sartlar

goze alinarak optimum akis hizi 1.2 mL dk-! olarak se¢ilmistir.
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Sekil 4.30 Mobil faz akis hizinin degisimi ile elde edilen kromatogram (Standart
derisimi: 4.0 mg kg1, Mobil faz: %Amonyum format (50 mM, pH 4.0) /ACN: %60/40,
Enjeksiyon hacmi: 40 uL)
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» Enjeksiyon Hacmi ve Kolon Sicakliginin Belirlenmesi

Son cihaz optimizasyonu olarak 10, 20, 30 ve 40 pL'lik enjeksiyon hacimleri test
edilmistir. Asir1 ylikleme, teorik plaka sayisinin azalmasina neden olmaktadir. Ayirma
mekanizmasi ne kadar karmasiksa, kolonun asir1 yiiklenme tehlikesi de o kadar biiytik
olmaktadir [339]. Bu bakimdan daha yiiksek miktarda enjeksiyon hacimleri
secilmemistir. Sekil 4.31" de gorildigi gibi, 30 ve 40 uL hacimler i¢in en yiiksek pik
alan1 degerleri kaydedilmistir. 30 ve 40 uL'lik pik alan degerleri arasinda anlamli bir

fark olmadigi icin, ¢alisma icin optimum enjeksiyon hacmi olarak 30 pL se¢ilmistir.

~ MeP oo

o] EtP 20 |.|L

: | CETS,

I

2 BuP

I | || BeP

2 A | Ll

: jth L |- '|L M

m = EY 5 o g5 £ [E In 2 2o EE mr

Sekil 4.31 Enjeksiyon hacmi degisimi ile elde edilen kromatogram (Standart
derisimi: 4.0 mg kg1, Mobil faz: % Amonyum format (50 mM, pH 4.0) /ACN: %60/40,
Akis hizi: 1.2 mL dk1)

Genel olarak, sabit bir sicaklik HPLC'de artan tekrarlanabilirlige yol agmakta, 45-50
°C'nin tizerindeki sicakliklarda, organik bir mobil faz ile artan bir giiriilti seviyesi
gozlenmektedir. 45-50 °C'lik sicakliklarda, dedektorde kabarcik olusumu tehlikesi
artmakta, bu da yalnizca daha ytiksek bir giirtiltii seviyesiyle degil, ayn1 zamanda
hayalet pikler ve negatif piklerin ortaya ¢cikmasiyla da sonuglanmaktadir. 50 veya 60
°C'nin uzerindeki sicakliklarda silika jel giderek daha fazla ¢oziilmekte ve kolon
omrii azalmaktadir [339]. Sadece sabit sicaklikta alikonma siireleri sabittir ve
sonuglar Kkarsilastirilabilmektedir. Bu sebeplerle calisilan bilesiklerin belirlenen

optimum kosullari ile 25 °C sabit oda sicakliginda calisilmistir.

Toplam kromatografik calisma stiresi 30 dakika olmakla birlikte ve analitlerin alikonma
sureleri MeP icin 5.40, EtP i¢in 7.75, PrP icin 12.40, BuP icin 21.25 ve BeP i¢in 23.0
dakika olarak belirlenmistir. Uygun kromatografik kosullar altinda 4.0 mg kg1

derisimde elde edilen kromatogram Sekil 4.32’ de verilmistir.
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Sekil 4.32 Uygun kromatografik kosullar altinda bes parabene ait elde edilen
kromatogram

4.3.1.2 DSSME Optimizasyonlari

DSSME yo6nteminin parametreleri, bir parametrenin farkli degerlerde degistirildigi
ve digerlerinin bir degerde sabitlendigi adim adim yaklasimiyla optimize edilmistir.
Bu parametreler, ekstraksiyon ve dagitici ¢o6zlcliniin tirini ve miktarini
icermektedir. Tum optimizasyon deneyleri 1.0 mg kgl standart c¢o6zeltisi

kullanilarak 3 tekrarl olarak gerceklestirilmistir.
» EKkstraksiyon Céziiciisiiniin Tiirii ve Miktarinin Belirlenmesi

Dagilim katsayisi ve segicilik, ekstraksiyon ¢oziicli se¢imini yoneten en 6nemli
parametrelerdir. Secicilik, ¢oziiciiniin diger bilesenlere kiyasla istenen bileseni alma
yetenegi anlamina gelmektedir. Genel olarak, ekstraksiyon ¢oziiciisii analitleri iyi
ekstrakte edebilmeli, sudaki ¢oziiniirliigii ise diisiik olmahdir [333]. Ayrica ideal bir
ekstraksiyon c¢oziiciisii, dagitic1 ¢oziicii ile karisabilir olmali, sulu ¢ézeltiden farkl
bir yogunluga sahip olmalidir. DSSME yonteminde hem diisiik yogunluklu hem de
yliksek yogunluklu organik c¢oziiciiler kullanilabilmekte, ancak sulu ¢6zeltinin
ustiinde toplanan dusiik yogunluklu c¢oéziciler buharlasmaya maruz
kalabilmektedir. Bu da prosediirin duyarliligini ve tekrarlanabilirligini
etkileyebilmektedir [280]. Bu nedenle kloroform, 1.2-dikloroetan ve diklorometan
gibi yliksek yogunluklu ¢oziiciiler organik ¢oziictlerin ekstraksiyon etkinlikleri icin
test edilmistir. Bu optimizasyon adiminda, her bir ekstraksiyon ¢éziiciisiinden 300
uL, dagitic1 ¢oziicli ile karistirilmis ve esdeger standart ¢ozeltilere enjekte edilmistir.
En verimli ekstraksiyon ¢oziiclisiinli se¢mek i¢in analitlerin sinyal-giiriiltii oranlar:

ve pik alanlar1 kullanilmistir. Kloroform ve 1.2-dikloroetan i¢in kaydedilen pik alani
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degerlerinin, Sekil 4.33' de gosterildigi gibi diklorometan icin kaydedilen
degerlerden oldukga ytliksek oldugu gorilmiistiir. Bes analitten ti¢ii i¢in en yiiksek
pik alani degerleri elde edilen 1.2-dikloroetan, calismalar i¢in en uygun ekstraksiyon

¢oziiciisi olarak secilmistir.

m: EtP PrP B Kloroform
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Sekil 4.33 Ekstraksiyon ¢oziici tiirti i¢in elde edilen kromatogram (Standart
derisimi: 1.0 mg kg1, Ekstraksiyon ¢éziicti miktari: 300 uL, Dagitici ¢éziicti
tiirii/miktar1: Etanol/2.0 mL)

Ekstraksiyon ¢o6zlicii miktarinin zenginlestirme faktori lizerinde biiyiik etkileri
vardir. Ekstraksiyon ¢6zilicli miktarinin artmasiyla, santrifiijleme ile elde edilen son
organik faz artmakta, bu da organik fazdaki hedef analitin konsantrasyonunun
azalmasina neden olmaktadir. Bu sebeple zenginlestirme faktorii azalmaktadir. Bu
nedenle, optimum ekstraksiyon ¢oziici miktar;, hem yliksek zenginlestirme
faktoriinii hem de santrifiijlemeden sonraki alt fazin yeterli hacmini saglamalidir
[333]. 200, 250, 300 ve 400 pL olmak tizere dort farkli miktarda 1.2-dikloroetanin
ekstraksiyon verimi tizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in test edilmistir. 200 pL
icin faz ayrimini saglayacak yeterli alt faz elde edilememis, Sekil 4.34’ de goruldugu
gibi 250 pL icin maksimum verimlilikle hedef analitlerin ekstraksiyonunu saglamis
ve bu deger icin en yliksek pik alan1 degeri kaydedilmis ve bu deger i¢in en yiiksek

pik alan1 degeri kaydedilmistir.
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Sekil 4.34 Ekstraksiyon ¢oziicli miktari icin elde edilen kromatogram (Standart
derisimi: 1.0 mg kg1, Ekstraksiyon ¢éziicii tiirti: 1.2-dikloroetan, Dagitici ¢ézticti
tiirti/miktari: Etanol/2.0 mL)
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» Dagitic1 Coziiciiniin Tiiri ve Miktarinin Belirlenmesi

Dagitic1 ¢oziicli, hem su hem de ekstraksiyon ¢oziiciisii ile yliksek oranda karisabilir
olmalidir. Dagitici ¢6ziiciinin hem organik hem de su icinde karisabilirligi,
ekstraksiyon c¢oziiclisiinlin emiilsifikasyonu icin ana se¢cim noktasidir. Ara ylizey
gerilimi ytliksek olan ekstraksiyon c¢oziiciileri, calkalayarak kiiciik damlaciklarin
olusumunu zorlastirmakta ve ekstraksiyon verimini diisiirmektedir. Bu nedenle,
dagitic1 ¢oziicli, su ile ekstraksiyon c¢oziiclisii arasindaki araylizey gerilimini
azaltmada 6nemli bir rol oynamakta ve boylece damlacik boyutunu kii¢iiltmektedir
[280]. Bu nedenle ¢alismada hem su hem de 1.2-dikloroetan ile karisabilen etanol,
metanol ve izopropil alkoliin dagilim etkinlikleri test edilmistir. Bes analitin tiimii

icin en yiiksek pik alani degerleri izopropil alkol i¢in elde edilmistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35 Dagitici ¢oziicli tiirti icin elde edilen kromatogram (Standart derisimi:
1.0 mg kg1, Ekstraksiyon ¢éziicli tiirii/miktari: 1.2-dikloroetan/250 uL, Dagitici
¢oziicti miktari: 2.0 mL)
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Dagitici ¢oziici miktari, bulutlu ¢ézeltinin olusumunu, ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
sulu fazda dagilma derecesini ve ardindan ekstraksiyon verimini dogrudan
etkilemektedir. Diigsiik hacimli dagitic1 ¢6ziict, ekstraksiyon ¢oziiciisiinu diizglin bir
sekilde dagitamamakta ve bu nedenle, bulanik c¢6zelti tamamen
olusturulamamaktadir. Yiiksek hacimlerde ise, analitlerin sudaki c¢oziinirligu,
dagiticr ¢oziciiniin hacmini artirarak artmakta, bu nedenle ekstraksiyon islemi
tamamlanmamaktadir [333]. Dagitic1 ¢oziici miktar1 1.5, 2.0, 2.5 ve 3.0 mL
miktarlar1 test edilerek optimize edilmis ve Sekil 4.36’ dan da anlasilacag1 gibi

optimum deger 2.0 mL olarak belirlenmistir.

Bir¢ok arastirmadan elde edilen sonuclar, bulutlu ¢ézelti olusumundan sonra
ekstraksiyon isleminin ¢ok kisa stirede tamamlandigini ve hizh bir sekilde denge
durumuna ulasildigini gostermektedir [280]. Optimizasyon deneyleri boyunca,
analitlerin homojen karismasini ve Kkiitle transferini arttirmak icin enjeksiyon

adimindan sonra 15 s vorteks ile karistirma uygulanmaistir.
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Sekil 4.36 Dagitic1 ¢oziicii miktari icin elde edilen kromatogram (Standart
derisimi: 1.0 mg kg, Ekstraksiyon ¢éziicii tiirti/miktari: 1.2-dikloroetan/250 pL,
Dagitici ¢éziicii tiirii: Izopropil alkol)

4.3.2 Sistem Analitik Performansinin Belirlenmesi

HPLC-UV sisteminin ve DSSME yonteminin optimum parametreleri Tablo 4.31' de
Ozetlenmistir. MeP, EtP, PrP, BuP ve BeP i¢in olusturulan optimum sartlarda HPLC-
UV yonteminin dogrusalliginin tayini 1.0 - 500 pg kg1 derisim araliginda hazirlanan
sulu standart ¢ozeltiler ile gerceklestirilmis ve EtP disinda her bir paraben icin elde
edilen pik alanlari, derisimin bir fonksiyonu olarak grafige gecilerek kalibrasyon

grafikleri elde edilmistir. EtP i¢in ise diisiik derisimlerde, analite yakin alikonma
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stiresine sahip safsizlik piki oldugundan dolay1 EtP icin pik alanindan ziyade pik

yuksekliginin degerlendirilmesinin daha uygun oldugu belirlenmistir. Kalibrasyon

dogrularinin olusturulmasinda her bir paraben icin li¢ enjeksiyon sonunda elde

edilen piklerin pik alani/yiiksekliginin ortalama degerleri kullanilmistir. Sekil 4.37,

analitlerin dogrusal

kalibrasyon araligindaki

t¢ farklhh derisimi igin pik

yogunlugundaki orantili artis1 gostermektedir.

Tablo 4.31 Parabenler icin DSSME-HPLC-UV metoduna ait optimum parametreler

Parametre Deger

Mobil faz Amonyum format (50 mM, pH:4.0):asetonitril (60:40
Viv)

Mobil faz akis hizi 1.2 mL dk-!

Eliisyon Izoktratik mod

Dalgaboyu 254 nm

Enjeksiyon Hacmi 30 pL

Kolon sicaklig 25°C

Ekstraksiyon ¢oziicii tiirii /
miktari

Dagitici ¢ozlict tiirti / miktari

Karistirma tiirii / siiresi

1.2-dikloroetan / 250 pL

Izopropil alkol / 2.0 mL

Vorteks / 15s

7= PrP

= Bt M 25 ek

cLE MeP 20 pgkg BeP

‘-Ej 100 pgikeg
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Sekil 4.37 Optimum kosullar altinda 25, 50 ve 100 pg kg1 derisimlerindeki
parabenlere ait kromatogramlar
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HPLC-UV yonteminin pik alanlari/ytiksekligi ve alikonma zamanlar1 bakimindan
tekrarlanabilirliginin tayini her bir paraben icin en diisiik derisim degerinin
optimum sartlarda 6 kez sisteme enjekte edilmesi ile degerlendirilmis ve her bir
paraben igin lineer aralik, GL, TL, R? ve %BSS degerleri Tablo 4.32" deki gibi
hesaplanmistir. Kalibrasyon grafiklerinin R? degerlerine bakilarak, se¢ilen ¢alisma
araliginda HPLC-UV yontemin dogrusalliginin genis bir konsantrasyon araliginda
oldukca iyi oldugu goriilmektedir. Analitler icin hesaplanan GL ve TL degerleri
sirastyla 0.30 - 0.80 ug kg1 ve 1.1 - 2.6 pg kg1 araligindadir. En diistik kalibrasyon
noktasinda analitler i¢in hesaplanan %BSS degerlerinin tamami %?7.6'nin altinda
oldugu gorilmiistiir. Parabenlere ait elde edilen kalibrasyon dogrular1 asagidaki

sekillerde verilmistir.

Tablo 4.32 Optimum kosullar altinda ¢alisilan parabenlere ait analitik performans

degerleri
Analit GL, pg kgl TL, ug kg1 %BSS Pogrusal R2
Aralik, pg kg1
MeP 0.78 2.60 7.6 2.50-100 0.9996
EtP 0.75 2.51 6.7 2.50-100 0.9993
PrP 0.34 1.14 5.5 1.00 - 500 0.9991
BuP 0.33 1.09 5.4 1.00 - 500 0.9997
BeP 0.75 2.50 3.5 2.50-500 0.9999
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Sekil 4.38 MeP icin optimum kosullar altinda elde edilen kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.39 EtP icin optimum kosullar altinda elde edilen kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.40 PrP i¢cin optimum kosullar altinda elde edilen kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.41 BuP i¢in optimum kosullar altinda elde edilen kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.42 BeP icin optimum kosullar altinda elde edilen kalibrasyon dogrusu

4.3.3 Gergek Ornek Calismalari

Gelistirilen yontemin dogrulugunu ve gercek orneklere uygulanabilirligini test
etmek amaciyla dort farkl ruj érnegi analiz edilmistir. Hazirlanan ruj 6érnekleri,
gelistirilen yontemin optimum kosullarinda analiz edilmistir. Daha 6nce analiz
edilen ve bes hedef analitin hi¢birini icermedigi ya da gozlenebilme limitinin altinda
kaldig tespit edilen farkl bir ruj numunesi, analitlerin matris uyumlu kalibrasyon
standartlarin1 hazirlamak igin blank ekstrakt olarak kullanilmistir. Analitlerin
matriks eslestirilmis kalibrasyon grafikleri, 0.9972 - 0.9996 araliginda R?
degerlerini kaydetmis ve bu da yontem icin iyi bir dogrusallik elde edildigini
dogrulamistir. Matriksle eslesen kalibrasyon grafikleri, yiizde derisim olarak ifade

edilen dort ruj 6rnegindeki parabenleri 6l¢mek icin kullanilmistir.

Kromatogramlardan elde edilen sonuglar, dort oOrnegin tamaminin hedef
parabenlerden en az birini icerdigini géstermistir. Orneklerde tespit edilen
parabenlerin ylizde derisimi Tablo 4.33"' te Ozetlenmistir. En yiliksek paraben
derisimi 2 numarali rujda %1.03 etilparaben ve 4 numarali rujda %1.01
metilparaben oldugu goriilmektedir. 3 numarali ruj, %0.11 BeP icerigi ile en az
miktarda paraben iceren ornek olmustur. Tespit edilemeyen parabenler, ilgili
parabenin ruj orneginde bulunmadigin1 ya da calisilan kosullarda gozlenebilme

limitinin altinda oldugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda analitlerin alikonma
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surelerinin degismemesi, matriks etkisinin gelistirilen yontem {izerinde bir

etkisinin olmadigini géstermistir.

Tablo 4.33 Ruj oérneklerinde parabenlerin kantitatif tayini

MP, (%) EP, (%) PP,(%)  BuP, (%) BeP, (%)
Ruj 1 T.E. T.E. T.E. T.E. 0.31+0.03
Ruj 2 T.E. 1.03 £ 0.06 T.E. T.E. T.E.
Ruj 3 T.E. T.E. T.E. T.E. 0.11 £ 0.01
Ruj5 1.01+0.03 T.E. T.E. T.E. T.E.

T.E. Tespit Edilmedi

4.4 HPLC-UV ve Dijital Goriintii Tabanli Kolorimetrik Tayin
Yontemi ile Metalik Elek Baglantili Cift Siringa Sistemi Destekli
Cr (VI)'min Belirlenmesi i¢in Bir Cift Goriintilleme Yénteminin

Gelistirilmesi

Metal selatlarin yiliksek performanshi sivi kromatografisi ile analizi, yiiksek
duyarlilik ve tekrarlanabilirlie sahip olmasindan dolay1 eser metal analizine
basariyla  uygulanmakta ve kromatografi disinda 6zel bir teknik
gerektirmemektedir. Ayn1 zamanda metal tayini icin en yaygin olarak kullanilan
yontemler arasinda ICP-OES, ICP-MS gibi son derece secici ve hassas laboratuvar
temelli yontemler olmasina ragmen pahali bakim ve yiiksek egitimli personel
gerektirmektedir. Bu nedenle, uygun maliyetli ve tasinabilir tayin yontemlerine
yonelik artan bir talep vardir. DIC, yerinde tayin uygulamalarn i¢in biiytk
potansiyele sahiptir. Bu sebepler géz oniinde bulundurularak tez kapsaminda
yapilan son ¢alismanin amaci, Cr (VI)'nin DPC ile kompleks olusturmasina dayal
kromatografik ve kolorimetrik bir yontem gelistirmektir. Kompleks olusumunu
etkileyen tiim parametreler optimize edilmis ve HPLC-UV ile DIC sistemlerinde cift
gorintiileme ile sistem analitik performanslar belirlenmistir. Kompleks olusumlar
metalik elek baglantil cift siringa sistemi ile gerceklestirilmis olup karistirma

islemleri homojen kompleks cozeltileri elde etmek amaciyla otomasyon sistemi ile
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gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda atiksu, nehir suyu ve musluk sularinda geri
kazanim c¢alismalart yapilarak yontemin gercek o6rneklere uygulanip
uygulanamayacag test edilmistir. Her bir 6l¢iim, ti¢ tekrarli gerceklestirilmis olup

yontemin tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla %BSS degerleri hesaplanmistir.

4.4.1 Optimizasyon Calismalari

Calismalara ilk olarak calisilacak dalga boyunun belirlenmesi ile baslanmistir. Bu
amagla Cr (VI)'nin DPC ile kompleksinin asidik ortamda olustugu belirlenmis [340]
ve 2.0 mg/L Cr (VI) ¢ozeltisine 1.0 mL pH 2.2 tampon ¢ozeltisi ve 1.0 mL %0.5 DPC
ligandi eklenerek 15 s otomatik siringa sistemi ile karistirilmistir. Olusan mor renkli
cozelti, kompleks olusumunun bir gostergesi olmus olup bu denemeye ait yapilan
blank ¢calismasinda herhangi bir renk olusumu gézlenmemistir. Kompleks ¢6zeltinin
%0.50 DPC ile birlikte UV 6l¢ctimii alinmis ve DPC ¢ozeltisine ait UV spektrumunda
sinyal elde edilemezken kompleks ¢ozeltide 581 nm’de en yiiksek absorbans degeri
elde edilmistir. Bu asamadan sonra amonyum format tamponu (50.0 mM, pH 4.0) ve
ACN (78:22, v/v) mobil fazi, 1.2 mL dk-! akis hizi, 30 pL enjeksiyon hacmi ve 25 °C
kolon sicakliginda ve izokratik modda 0.50, 2.0 ve 5.0 mg L1 derisimlerinde
kompleks ¢ozeltiler hazirlanarak HPLC sistemine gonderilmis ve Sekil 4.45’ teki
kromatogramlar elde edilmistir. Derisimlerle birlikte orantili olarak artan pik
alanlar;, hem kompleks olusumu kanitlanmis hem de kullanilan kromatografik
kosullarin uygun oldugunu goéstermistir. Daha fazla kimyasal kullaniminin 6ntine
gecmek adina kullanilan kromatografik kosullar optimum olarak kabul edilmis ve

bir sonraki adim olan kompleks olusum optimizasyonlarina gecilmistir.

Sekil 4.43 0.50, 2.0 ve 5.0 mg L1 derisimlerinde hazirlanmis Cr (IV)-DPC
kompleksine ait kromatogram
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4.4.1.1 Kompleks Olusum Optimizasyonlari

HPLC-UV teknigi kullanilarak metallerin tayini prosesinde, bir metal-ligand
kompleksinin olusturulmasi gereklidir. Difenilkarbazid, alt1 degerlikli kromun tayini
icin yaygin olarak kullanilmaktadir [341]. Cr (VI) difenilkarbazid kompleksinin
olusumunu etkileyen faktorler optimize edilmistir. Bu faktorler tampon ¢ozeltisinin
miktar1 ve pH'1, ligand derisimi ve miktari ile karistirma stiresinden olusmaktadir.
Optimizasyon c¢alismalari, tgli 6l¢iimlerle “tek seferde bir degisken” yaklasimi
kullanilarak yapilmis ve HPLC ile elde edilen pik alanlarinin ortalamas: dikkate

alinmistir.
» Tampon pH ve Miktarinin Belirlenmesi

Sulu ¢ozeltinin pH'1, verimli kompleks olusumu elde etmek icin optimize edilmistir.
Cr (VI), difenilkarbazid ile asidik ortamda kompleks olusturdugundan dolay1 pH 1.5,
2.2, 2.4, 2.8, 3.2, 3.6, ve 4.0 tamponu iceren ¢ozeltiler ayr1 ayr1 olgiilmustir. Bu

optimizasyon adiminda kullanilan sabit parametreler Tablo 4.34’ teki gibidir.

Tablo 4.34 Tampon pH'in1 belirleme optimizasyonunda kullanilan sabit

parametreler
Parametre Deger
Standart derisimi / miktari 2.0 mg L1 /8.0 mL
Tampon miktari 1.0 mL
Ligand derisimi / miktari %0.50 (w/v) / 1.0 mL
Komplekslesme sonrasi karistirma siiresi | 15 s

pH'daki degisikliklerin etkilerine iliskin yapilan bu g¢alismada, Cr (VI)-DPC
reaksiyonu i¢cin maksimum renk olusumunun ve en yiiksek pik alan1 degerinin pH
1.5’'te meydana geldigi Sekil 4.46’ da gorilmektedir. pH'in artmasiyla ¢ozeltilerde
rengin acilmaya basladigi, pH 4.0’te ise daha belirgin bir sekilde kaybolmaya yakin
oldugu goriulmistir. pH 1.5 ile calismanin baslangi¢c parametrelerine gore
sinyallerde yaklasik 1.5 kat artis elde edilmis olup kolon deformasyonunu 6nlemek

adina daha diisiik tampon pH'lar1 denenmemistir.
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Sekil 4.44 Tampon pH'inin kompleks olusumu tizerindeki etkisi

Optimum tampon ¢6zelti miktari da standart ¢ézeltilere 0,50, 0.75, 1.0, 1.5 ve 2.0 mL

tampon ¢ozeltisi eklenerek incelenmistir.

Tablo 4.35 Tampon miktarini belirleme optimizasyonunda kullanilan sabit

parametreler

Parametre

Deger

Standart derisimi / miktari
Tampon pH"1
Ligand derisimi / miktar1

Komplekslesme sonrasi karistirma siiresi

20mgL1/8.0mL

pH 1.5

%0.50 (w/v) / 1.0 mL

15s

2.0 mL disinda kullanilan farkli tampon ¢6zelti miktarlarinda kaydedilen pik alanlari

arasinda 6nemli bir fark olmamakla birlikte tampon kapasitesi ile iliskili olarak 2.0

mL icin 2 kat daha yiiksek pik alanlar elde edilmistir. Buna ek olarak farkl1 miktarda

tampon eklenmis kompleks cozeltiler arasinda gozle goriliir bir renk farklhihig

gorilmemistir. Sonraki ¢alismalar icin 2.0 mL tampon miktar1 optimum deger

olarak secilmistir. Santrifiij tiiptiniin sinirli hacminden dolay1 daha ytliksek miktarda

tampon kullanimi gercgeklestirilmemistir.
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Sekil 4.45 Tampon miktarinin pik alani tizerindeki etkisi

» Ligand Derisim ve Miktarinin Belirlenmesi

Optimize edilmesi gereken bir diger 6nemli parametre, sulu ve organik faz

arasindaki metal-ligand kompleksinin dagilim orani nedeniyle sulu ¢ozeltideki

komplekslestirici maddenin derisimidir.

Bu optimizasyon adiminda, ligand

derisiminin pik alani tizerindeki etkisi, esit miktarlarda %0.010, %0.025, %0.10,

%0.50, %1.0 ve %2.0 (w/v) derisimleri test edilerek degerlendirilmistir.

Tablo 4.36 Ligand derisimini belirleme optimizasyonunda kullanilan sabit

parametreler

Parametre

Deger

Standart derisimi / miktari

Tampon pH'1 / miktari

Ligand miktar1

Komplekslesme sonrasi karistirma siiresi

2.0mgLt /8.0 mL

pH 1.5 /2.0 mL

1.0 mL

15s

Sekil 4.48'de gosterilen sonuglardan goriilebilecegi gibi, %0.10 ligand derisimine

kadar metal-kompleks miktarinin artmasiyla dagilim oraninin arttig1 agiktir. Ligand

¢ozeltisinin daha yiiksek derisimlerinde (>%0.1), standart ¢ozeltideki tiim Cr (VI)
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iyonlar1 kompleks haline geldikten sonra ortamda serbest halde artan miktarda
bulunan DPC'nin 581 nm’de komplekse ait pik alaninda azaltic1 etkiye yol ac¢tigi
gorulmistir. Bu nedenlerle %0.10 ligand derisiminin optimum kosul oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.46 Ligand derisiminin pik alani tizerindeki etkisi

Gelistirilen yontemde analitin komplekslesmesi dogrudan bu parametreye bagh
oldugundan ligand ¢6zeltisinin miktar1 en kritik parametre olmustur. Ligand
miktari, maksimum Cr (VI)-DPC kompleksi elde etmek i¢in yeterli olmalidir. Ligand
¢ozeltisinin optimum derisiminin belirlenmesinden sonra, ligand ¢o6zeltisi
miktarinin etkisi, 0.50 mL ila 1.5 mL arasinda degisen %0.10 (w/v) ligand

cozeltisinin farkli miktarlar kullanilarak degerlendirilmistir.

Tablo 4.37 Ligand miktarini belirleme optimizasyonunda kullanilan sabit

parametreler
Parametre Deger
Standart derisim / miktari 2.0mgL1! /8.0 mL
Tampon pH'1 / miktari pH1.5/2.0 mL
Ligand derisimi %0.10 (w/v)
Komplekslesme sonrasi karistirma siiresi | 15 s
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Elde edilen sonuglara gore, en yiiksek pik alan1 degerleri ve en dusiik standart
sapmanin 0.50 mL ligand miktar: icin elde edildigi Sekil 4.49" da gorulmektedir.
Cozeltiler arasinda renkte goriiniir bir fark olmadigl goriilmiistiir. Daha diisiik
miktarda kimyasal kullanimi prensibi de goz 6niline alinarak sonraki deneyler i¢in

optimum olarak 0.50 mL ligand miktari se¢ilmistir.
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Sekil 4.47 Ligand miktarinin pik alani tizerindeki etkisi

» Komplekslesme Sonrasi Karistirma Siiresinin Belirlenmesi

Karistirma prosediirii ve siiresi de analitin etkili kompleks olusumunu saglamak i¢in
oldukc¢a 6nemli parametrelerdendir. Karistirma adiminda kullanilan yiizlerce delige
sahip metalik elek, kompleks olusumunun ¢o6zelti icinde homojen bir sekilde
gerceklesmesini saglamakla birlikte otomasyon sisteminde kullanilan sabit hizh
pompa ile saglanan karistirma islemi, hazirlanan tim c¢ozeltiler igin tekrarh
sonuglara katki saglamistir. Karistirmanin Cr (VI)-DPC'nin komplekslesme
verimliligine etkisi, otomasyon sistemi kullanilarak metalik elek baglantili cift
siringa sistemi ile 0.0, 5.0, 15, 30, 60 ve 90 s'lik karistirma periyotlari

gerceklestirilerek incelenmistir.
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Tablo 4.38 Komplekslesme sonrasi karistirma siiresini belirleme
optimizasyonunda kullanilan sabit parametreler

Parametre Deger

Standart derisimi / miktar1 | 2.0 mg L-1 / 8.0 mL
Tampon pH'1 / miktar: pH1.5/2.0mL

Ligand derigimi / miktar1 | %0.10 (w/v) / 0.50 mL

Karistirma isleminin komplekslesme reaksiyonu tizerinde pik alanlarini arttirici bir
etkisinin olmadig1 gozlenmistir. Karistirlmadan gerceklestirilen kompleks
reaksiyon i¢in kaydedilen pik alani degeri, diger karistirma periyotlarindan 6nemli
olciide farkli olmamasina ragmen kompleksin homojenliginden emin olmak adina
karistirma islemi uygulanmasina karar verilmistir. 15 s karistirma stiresine ait pik
alanlari, 5 ve 10 s’lik periyotlara gore kismen daha yiiksek oldugu ve standart sapma
degeri daha yiiksek karistirma siirelerinden ¢ok daha diisiik oldugu i¢in optimum

stire olarak kullanilmak iizere 15 s se¢ilmistir.
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Sekil 4.48 Komplekslesme sonrasi karistirma siiresinin pik alani tizerindeki etkisi
4.4.2 Sistem Analitik Performansi

Gelistirilen yontemin optimum kosullar altinda HPLC-UV ve DIC sistemlerinin
analitik performansi, Tablo 4.39’ da goruldigi dogrusallik, gozlenebilme ve tayin

limiti ve bagil standart sapma agisindan degerlendirilmistir.
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Tablo 4.39 Optimum kosullar altinda Cr (VI)-DPC kompleksine ait analitik
performans degerleri

Dogrusal
Analit GL, pg L1 TL, ug L1 %BSS R2
Aralik, pg L1
HPLC-UV 1.72 5.72 9.0 10-500 0.9997
DIC (G) 17.1 56.9 0.3 100-1000 0.9960

4.4.2.1 HPLC-UV Sisteminin Analitik Performansinin Belirlenmesi

Sistem performasinin belirlenmesinden 6nce analite ait alikonma siiresini kisaltmak
amaciyla amonyum format tamponu (50.0 mM, pH 4.0) ve ACN mobil faz karisimi
40:60 oranindan 22:78’e ayarlanarak analit alikonma stiresi 12.0 dk’dan 6.0 dk'ya
kisalmistir. Kalibrasyon grafikleri, standart ¢6zeltiler i¢in tgli 6lgtimlerin ortalama
pik alani kullanilarak g¢izilmistir. Yonteme ait blank calismasindan elde edilen
kromatogramda komplekse ait alikonma siiresinde liganda ait pik elde edilmesi,
dogrusal araliga ait en diisiik derisim ile TL degeri arasindaki farkliliga sebep
olmustur. Standartlara ait tiim pik alani ortalamalarindan blank degeri ¢cikarilmis ve
sistem parametreleri bu degerlere gore hesaplanmistir. HPLC-UV sistemi, 0.9997 R?
degeriyle 10-500 pg L1 derisim araliginda iyi bir dogrusallik sergilemistir. GL ve TL
degerleri sirasiyla 1.72 ve 5.72 pg L-1 olarak bulunmustur. En diisiik derisimin %BSS
degeri, onerilen yontemin tekrarlanabilirliginin iyi oldugunu gostermis ve %9.0

olarak hesaplanmistir.

Il 500 uz/L
200 pg/L
100 pg/fL

B so s
20 ugfL

B 10 e

Sekil 4.49 Optimum kosullar altinda 10-500 pg/L derisim araliginda Cr (VI)-DPC
kompleksine ait kromatogram
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Sekil 4.50 Cr (VI)-DPC kompleksi icin optimum kosullar altinda HPLC-UV sisteminde
elde edilen kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.51 Cr (VI)-DPC kompleksi icin optimum kosullar altinda HPLC-UV sisteminde
elde edilen kalibrasyon egrisi

4.4.2.2 DIC Sisteminin Analitik Performansinin Belirlenmesi

Cr (VI)-DPC kompleks standart c¢ozeltileri i¢in 6l¢iimlerin ortalama G (Green) renk

yogunlugu kullanilarak kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. Artan standart
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derisimiyle birlikte Sekil 4.54’ te gosterildigi gibi olusan mor kompleks renginin de

koyulastig1 gorilmiistiir.

Sekil 4.52 Cr (VI)-DPC kompleksinin artan derisim ile birlikte renk degisimi

Her bir tekrarin ti¢ kez goriintiisi alinmis ve her bir gériintii i¢in secilen bes noktanin
ortalama yogunluklar1 kaydedilmistir. Kolorimetrik yontemde, G renk yogunlugu i¢in R?
degeri 0.9960 olan 100-1000 pg L-1'lik bir dogrusal dinamik aralik sergilemistir.
Gelistirilen yontem icin GL ve TL degerleri sirasiyla 17.1 ve 56.9 pg L1 olarak
bulunmustur. Kalibrasyon dogrusundaki en diistik derisim i¢in elde edilen %BSS degeri
ise %0.3 olup miikemmel bir kesinlik gostermistir. Elde edilen kalibrasyon dogrular: ve

egrileri asagidaki sekillerde verilmistir.
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Sekil 4.53 Cr (VI)-DPC kompleksi i¢cin optimum kosullar altinda DIC sisteminde elde
edilen kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.54 Cr (VI)-DPC kompleksi icin optimum kosullar altinda DIC sisteminde elde
edilen kalibrasyon egrisi
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4.4.3 Geri Kazanim Calismalar

Bazi 6rnek matrikslerinin karmasik yapisi nedeniyle, bir analitin belirlenmesi icin
gelistirilmis bir analitik yontem kolaylikla uygulanamayabilmektedir. Bu nedenle,
0zel bir 6rnek matriksinde saptanabilen analitin ytlizdesini belirlemek i¢in geri
kazanim testinin gerceklestirilmesi énemlidir. Onerilen yéntemin dogrulugunu ve
uygulanabilirligini degerlendirmek i¢in atik su, nehir suyu ve musluk suyu i¢in geri

kazanim deneyleri yapilmistir.

4.4.3.1 HPLC-UV Sisteminde Geri Kazanim Calismalari

ilk olarak oérneklerde Cr (VI)'nin bulunmadigindan emin olmak icin bir blank
calismas1 gerceklestirilerek HPLC-UV sisteminde optimum kompleks olusum
prosediiriic uygulanan ornekler incelenmis ve sonuglar yontemin gozlenebilme
limitine gore su 6rneklerinde Cr (VI) bulunmadigini gostermistir. HPLC-UV i¢in 0.01,
0.02, 0.05, 0.10, 0.20 ve 0.50 mg L-! final derisimlerinde standartlar eklenen atik su,
nehir suyu ve musluk suyu 6rnekleri i¢in belirlenen geri kazanim yiizdeleri standart
esleme ve dis kalibrasyon yontemleri ile hesaplanmis ve sonuglar Tablo 4.40 ve
Tablo 4.41' de sunulmustur. Sonuglara gore, dis kalibrasyon yontemi ile %10'dan
daha diisiik standart sapmalarla %81.5'ten %106.4'e geri kazanimlar elde
edilmistir. Dis kalibrasyon yonteminde, su orneklerinde hazirlanan kalibrasyon
standartlar ile Sekil 4.57" deki kalibrasyon grafigi olusturulmus ve hedef analit
icerikleri belirlenmistir. Elde edilen ytliksek geri kazanim ytizdeleri, Cr (VI)'un, atik
su, nehir suyu ve musluk suyunda mevcutsa, bu yontemin tespit limiti dahilinde

kolaylikla tespit edilebilecegini gostermektedir.

Ayrica Sekil 4.58, Sekil 4.59 ve Sekil 4.60’ ta verilen matriks uyumlu kalibrasyon
grafikleri olusturulmustur. Elde edilen kalibrasyon dogrularinin oldukga iyi bir
lineerlik gosterdigi goriilmiis ve yontemin matriks esleme yontemine de olduk¢a
uyumlu oldugu belirlenmistir. Bu sonuclara ek olarak, Sekil 4.61’ den de goruldigi
gibi 6rnek matriksleri i¢cin komplekse ait alikonma siiresinde matriks etkisinden

kaynakli kayma olmadigi gorilmiistiir.
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Tablo 4.40 Standart esleme yontemi ile su 6rneklerinde spike edilmis farkl Cr
(VI)-DPC kompleks derisimleri icin HPLC sisteminde hesaplanan ytizde geri
kazanim sonuglari

Spike Edilmis Derisim,
Su ornekleri % Geri Kazanim
ug L1
10 95.8+0.9
20 81.5+5.2
Musluk Suyu 50 105.5x0.6
100 99.9+1.0
500 100.8 £ 0.6
10 1029 +5.1
20 99.7+1.0
Nehir suyu 50 106.4 £ 0.4
100 101.5+1.8
500 999+14
10 101.9+3.3
20 95.8+3.1
Atik su 50 100.3 £ 6.3
100 99.4+15
500 1028+ 1.6
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Tablo 4.41 Dis kalibrasyon yontemi ile su 6rneklerinde spike edilmis farkl Cr
(VI)-DPC kompleks derisimleri icin HPLC sisteminde hesaplanan ytizde geri
kazanim sonuglari

Spike Edilmis Derisim,
Su ornekleri % Geri Kazanim
ug L1
20 83.7+0.8
50 1009 £ 6.5
Musluk suyu
100 102.0 £ 0.6
200 104.0 £ 1.0
20 101.7 £ 1.0
50 101.8+0.3
Nehir suyu
100 103.6 £ 1.8
200 103.9+£0.8
20 97.7 £ 3.2
50 96.0 £ 6.0
Atik su
100 101.4+£1.5
200 102.8 £ 2.0
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Sekil 4.55 HPLC-UV sistemi ile elde edilen standart kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.56 Musluk suyunda HPLC-UV sistemi ile elde edilen kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.57 Nehir suyunda HPLC-UV sistemi ile elde edilen kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.58 Atik suda HPLC-UV sistemi ile elde edilen kalibrasyon dogrusu
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(4,000)

Sekil 4.59 100 pg kg1 derisiminde standart ve su 6rnekleri i¢in elde edilen
kromatogram

4.4.3.2 DIC Sisteminde Geri Kazanim Calismalari

Bilinen miktarlarda standart, seyreltilmis su 6rneklerine 100, 200, 500, 750 ve 1000
pg L-1'lik nihai derisimlerde eklenmistir. Daha sonra standart eklenen su 6rnekleri,
gelistirilen yontemin optimum kosullar1 altinda analiz edilmis ve dis kalibrasyon
yontemi ile Tablo 4.42’ deki geri kazanim yiizdeleri elde edilmistir. Sonuglar, bu
yontemle su oOrneklerinde Cr (VI)'nin yiiksek dogrulukla belirlenebilecegini
gostermektedir. Diisiik bagil standart sapma degerleri, yontemin uygun kesinlige
sahip oldugunu dogrulamaktadir. Farkli derisimlerde tiim su érneklerinde olusan
renk farklarinin es derisimlerde ayni oldugu Sekil 4.66’ da goriilmektedir. Dis
kalibrasyon yonteminde, geri kazanim degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan
standart kalibrasyon grafigi ise Sekil 4.62’ de verilmektedir. HPLC-UV sisteminde
oldugu gibi DIC yontemi de matriks eslemeye uyumlu sonuclar vermis kalibrasyon

grafikleri Sekil 4.63, Sekil 4.64 ve Sekil 4.65’ te verildigi gibi olusturulmustur.

Bu calisma, kaynaklarin sinirli oldugu ortamlarda basit bir kolorimetrik yontem ile
kromun yiiksek dogruluk ve duyarhlikta kolayca tayin edilebilecegini ortaya

koymaktadir.
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Tablo 4.42 Dis kalibrasyon yontemi ile su 6rneklerinde spike edilmis farkl Cr
(VI)-DPC kompleks derisimleri i¢in hesaplanan ytzde geri kazanim sonuglar

Spike Edilmis Derisim,
Su ornekleri % Geri Kazanim
ug L1
200 104.7 £+ 1.3
Musluk suyu 500 111.1+£0.5
750 105.3+1.2
200 93.8+0.3
Nehir suyu 500 108.6 + 0.5
750 104.0 £+ 1.2
200 101.6 +1.1
Atik su 500 109.3+£0.5
750 102.4+1.5
200
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Sekil 4.60 DIC sistemi ile elde edilen standart kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.61 Musluk suyunda DIC sistemi ile elde edilen kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.62 Nehir suyunda DIC sistemi ile elde edilen kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.63 Atik suda DIC sistemi ile elde edilen kalibrasyon dogrusu

Sekil 4.64 200, 500 ve 750 pg L1 derisimlerde tiim su érneklerinde olusan renk
gosterimi
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5

SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda, gida, kozmetik ve ¢evresel 6rneklerden organik (parabenler) ve
inorganik (Co, Cu, Cr (VI)) endokrin bozucu bilesiklerin ekstraksiyonu/6n
deristirilmesi ve ayrica karmasik matriks orneklerinde secilmis analitlerin eser
diizeyde belirlenmelerini son derece hassas ancak pahali cihazlara gerek kalmadan

yapabilmek icin farkl analitik stratejiler gelistirilmistir.

Kobaltin eser diizeylerde belirlenmesi insan sagliginin korunmasi agisindan
onemlidir. Bu ¢alismada, OS-CSE-BSFME ile AAAS birlestirilerek ayva érneklerinde
eser diizeyde kobalt tayini icin dogru, ucuz ve hassas bir analitik yontem
gelistirilmistir. Kobalt ile kompleks olusturmak amaciyla laboratuvarda
sentezlenmis olan (Z)-3-bromo-5-((4-hidroksifenil)imino)fenol ligandi
kullanilmistir. Gelistirilen yontem, bir dagitic1 ¢oziici kullanmadan dispersiyon
etkisi olusturmak icin 6zel bir yol saglamistir. Ekstraksiyon ¢6ziiclisiiniin verimli
dagilimin1 saglamak igin yeni bir otomatik karistirma sistemi tasarlanmistir.
Otomatik karistirma sistemi, basit bir pompa ile sabit bir karistirma hizi saglamis
olup manuel karistirmadan kaynaklanan hatalar1 ortadan kaldirarak daha disiik
standart sapma degerleri elde edilmesini saglamistir. Tiim sistem parametreleri,
sistematik olarak optimize edilerek 1.8 pg L-1'lik bir gézlenebilme limiti elde edilmis
ve geleneksel AAAS'a gore hassasiyette yaklasik 33.7 kat artis saglanmistir.
Kompleks olusumundan absorbans dl¢ciimiine kadar tiim siirecin kesinligi, en diisiik
derisimler icin bagil standart sapma degerleri ile dogrulanmistir. Bu yontemin
dogrulugunu ve ayva orneklerine uygulanabilirligini belirlemek icin geri kazanim
testleri kullanilmistir. Elde edilen yiliksek geri kazanim sonuclart (%91.0-98.7),
kobaltin ayva matrisi gibi karmasik matriksler tizerinde dogru bir sekilde miktar

tayininin yliksek hassasiyetle yapilabilecegini gostermistir.

Toksik 0Ozellikleri ve canli organizmalar icin tehlikeleri nedeniyle c¢evresel
orneklerde eser miktarda bakirin belirlenmesi gereklidir. Tezin ikinci b6limiinde

sunulan MEB-CSE-BSFME yontemi, eser miktarda bakirin zenginlestirilmesi i¢in
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yeni, cevre dostu, hizli, basit ve uygun maliyetli bir yaklasimdir. Gelistirilen yontem,
dagitial ¢oziciiler gibi yardima ¢oziiciiler gerektirmemekle birlikte 6n deristirme
prosediirinden sonra kolayca geri kazanilabilen ¢ok diisiik miktarda ¢oziicu
kullanmakta ve bu nedenle yesil kimyaya katkida bulunmaktadir. Tum
enstriimental ve ekstraksiyon parametreleri, ilgili analitin tespit limitlerini
diisirmek amaciyla optimize edilmistir. Gelistirilen sistemin genis bir derisim
araligindaki gozlenebilme limitlerinin geleneksel AAAS ile karsilastirilmasi temel
alinarak yaklasik 20 kat artis kaydedilmistir. Yontem, zeytin yaprag: ekstraktinda
bakir tayini icin basariyla uygulanmis ve elde edilen sonuglar, gelistirilen yontemin

gida matrikslerinde bakir tayini i¢cin dogru ve kesin oldugunu dogrulamistir.

Parabenlerin endokrin bozucu potansiyeli ve kanserle iliskileri nedeniyle kozmetik
uriinlerin analizleri 6zellikle insan saghg1 ve giivenligi acisindan vazgecilmez bir
gerekliliktir. Bu calismada, HPLC ile eser miktarda bes parabenin (MeP, EtP, PrP,
BuP, BeP) tayini icin olduk¢a hassas bir DSSME yontemi gelistirilmistir.
Enstriimental parametreler ve yontemin tiim parametreleri, kisa bir alikonma
suresinde ayrilan keskin pikler elde etmek ve analitlerin ekstraksiyon verimliligini
artirmak icin dikkatlice optimize edilmistir. 50 mM amonyum format ¢ozeltisi (pH
4.0) ve asetonitrilden (60:40, v/v) olusan mobil faz, analitleri izokratik modda 1.2
mL dk-! akis hizinda ayristirmak i¢in kullanilmistir. Ayristirilan analitler, 254 nm'lik
dalga boyunda calisan bir UV detektorii tarafindan tespit edilmistir. MeP, EtP, PrP,
BuP, BeP i¢in yontemin analitik performansi belirlenmis ve sirasiyla 0.78, 0.75, 0.34,
0.33 ve 0.75 pg kgl gozlenebilme limit degerleri elde edilmistir. Gelistirilen
yontemin optimum kosullar1 altinda dort farkli ruj 6rnegi analiz edilmis ve matriks
uyumlu kalibrasyon standartlarn kullanilarak érneklerde 6l¢tilen paraben miktari

%0.11 - %1.03 araliginda bulunmustur.

Cr (VI) cok diisiik konsantrasyonlarda bile insan saghgi icin zararl ve kanserojendir.
Bu sebeple eser seviyelerde tayin edilmesi olduk¢a onemlidir. Burada, DSSME
yontemi kullanilarak Cr (VI) ol¢iimi icin bir cift goriintileme ydntemi
gelistirilmistir. i1k gériintiileme HPLC-UV yontemi kullanilarak, ikinci gériintiileme
ise tim akilli cihazlar icin erisilebilir bir uygulamaya dayali, makul, hizli ve
tasinabilir bir algilama yoéntemi olan DIC ile gerceklestirilmistir. Iki sistem igin

analitik performans degerleri hesaplanmis ve karsilastirilmistir. Dijital goriinti
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tabanli kolorimetrik sistemin kurulum ve isletme maliyeti, HPLC sisteminden
oldukca diisiik olmakla birlikte HPLC-UV sistemine ait gozlenebilme limiti daha
diisiik elde edilmistir. DIC ise kolay erisilebilir imkanlarla yerinde analiz imkani
sundugudan dolay1 kolaylik acisindan daha avantajhidir. Ek olarak, her iki izleme
sistemi i¢in ylksek geri kazanim sonuglari, dogruluklarin1 ve gergek o6rneklere

uygulanabilirligini gdstermistir.
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