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OZET

Doktora Tezi

SU ORNEKLERINDE POLISIKLIK AROMATIK HIDROKARBONLARIN (PAH)
TAYININDE ORNEK HAZIRLAMA VE KROMATOGRAFIK YONTEMLERIN
OPTIMIZASYONUNA INOVATIF YAKLASIMLAR

Selman KANDER

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Belgin iZGi

Bu calismada Amerika Cevre Koruma Ajansi’nin (EPA) oncelikli Kirletici olarak
belirledigi on bes poliaromatik hidrokarbon (Asenaften, Antrasen, Benzo[a]antrasen,
Benzo[b]floranten, Benzo[k]floranten, Benzo[g,h,i]perilen, Benzo[a]piren, Krisen,
Dibenzo[a,h]antrasen, Floranten, Floren, Indeno[1,2,3-cd]piren, Naftalin, Fenantren ve
Piren) i¢in yiiksek hassasiyete sahip bir analiz yontemi gelistirilmesi amaglanmistir.
Ultra yiiksek basingli sivi kromatografisinde on bes poliaromatik hidrokarbonun (PAH)
piklerinin ayrimlart gergeklestirilmis ve literatiirden tespit edilen toplam ii¢ yiiz on iKi
adet dalga boyu g¢iftinin analizleri yapilarak optimum uyarilma ve emisyon dalga boylari
bulunmustur. Olusturulan bu analiz yontemiyle PAH’lar i¢in 2 ile 90 ng/L arasinda
degisen degerlerde gozlenebilme smirlart (LOD) elde edilmistir. PAH analizlerinin 6n
islemi olan kati faz ekstraksiyon (SPE) kisminda da basing, sicaklik, ¢6ziicii ve kartus
degerlerine yonelik analizler gergeklestirilmistir. SPE metodunun, azot gazi basinct 12
psi, buharlastirma sicakligi 35 °C, eliisyon ¢oziiciisii diklorometan ve kartusu HyperSep
C18 optimum kosullar1 olarak belirlenmistir. Altt PAH parametresi (Floranten,
Benzol[b]floranten, Benzo[k]floranten, Benzol[g,h,i]perilen, Benzol[a]piren,
Indeno[1,2,3-cd]piren) igin uluslararasi yeterlilik testine katilim saglanmig tiim
parametrelerde ikinin altinda alinan z skorlar ile hazirlanan yontemin gegerliligi
kanitlanmustir.

Anahtar Kelimeler: PAH, UHPLC, Floresans, SPE, Optimizasyon
2023, x + 93 sayfa.



ABSTRACT

PhD Thesis

INNOVATIVE APPROACHES TO SAMPLE PREPARATION AND
OPTIMIZATION OF CHROMATOGRAPHIC METHODS FOR DETERMINATION
OF POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS (PAH) IN WATER SAMPLES

Selman KANDER

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Belgin iZGi

In this study, it is aimed to develop a highly sensitivity analysis method for fifteen
polyaromatic  hydrocarbons  (Acenaphthene, Anthracene, Benzo[a]anthracene,
Benzo[b]fluoranthene, Benzo[k] fluoranthene, Benzo[g,h,i]perylene, Benzo[a]pyrene,
Chrysene, Dibenzo[a,h]anthracene, Fluoranthene, Fluorene, Indeno[1,2,3-cd]pyrene,
Naphthalene, Phenanthrene and Pyrene) which are determined as priority pollutants by
the American Environmental Protection Agency (EPA). In ultra-high pressure liquid
chromatography, the separation of the peaks of fifteen polyaromatic hydrocarbons
(PAH) was performed and the optimum excitation and emission wavelengths were
found by analyzing three hundred and twelve wavelength pairs determined by the
literature. With this analysis method, the limits of detection (LOD) for PAHs ranging
from 2 to 90 ng/L were obtained. In the solid phase extraction (SPE) part, which is the
pre-processing of the PAH analysis, analyses were performed for pressure, temperature,
solvent, and cartridge values. Nitrogen gas pressure of 12 psi, evaporation temperature
of 35 °C, elution solvent dichloromethane and cartridge HyperSep C18 were determined
as optimum conditions of the SPE method. For six PAH parameters(Fluoranthene,
Benzo[b]fluoranthene, Benzo[k]fluoranthene, Benzo[g,h,i]perylene, Benzo[a]pyrene,
Indeno[1,2,3-cd]pyrene), participation in the international proficiency test was ensured,
and the validity of the method prepared with z scores below two in all parameters was
proven.

Key words: PAH, UHPLC, Fluorescence, SPE, Optimization
2023, x + 93 pages.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklama

A Angstrom

Bar Basing Birimi

R? Belirleme Katsayisi
psi Bir Ingkarelik Alana Uygulanan Kuvvetin Libre Cinsinden Degeri
> Bityiiktiir

dk Dakika

°C Derece

fg Femtogram

g Gram

kg Kilogram

< Kiigtiktiir

L Litre

m? Metrekare

ug Mikrogram

ulL Mikrolitre

pum Mikrometre

mg Miligram

ml Mililitre

mm Milimetre

ppb Milyarda Bir Kismi
ng Nanogram

nm Nanometre

pg Pikogram

sa Saat

cm Santimetre

cm® Santimetrekiip

t Ton

% Yiizde

Kisaltmalar Aciklama

FID Alev Iyonlastirma Dedektérii
LOQ Alt Tayin Sinirt

ABD Amerika Birlesik Devleri
Ant Antrasen

Act Asenaften

Acn Asenaftilen

ACN Asetonitril

RSD Bagil Standart Sapma
BaA Benzo[a]antrasen

BaP Benzo[a]piren

BbF Benzo[b]floranten

BghiP Benzol[g,h,i]perilen

BbK Benzo[k]floranten
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1. GIRIS

Poliaromatik hidrokarbonlar (PAH'lar), yart ugucu organik bilesikler simifinda olup
karbon igeren bilesiklerin eksik yanmasi ile ortaya ¢ikmaktadirlar. Dogada yiizden fazla
cesit PAH bulunmaktadir. Atmosfere salinan PAH'lar kuru ve 1slak ¢6kelme yoluyla
topraklara, su kiitlelerine ve bitkilere ulasirlar. Besin zinciri ve diger yollardan insan
viicuduna girebilirler (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 1995).
Atmosferde sikga karsilagilan birgok PAH tiiriniin mutajenik ve kanserojen etkilere
sahip oldugu bilinmektedir (Lodovici vd., 2003). Bu nedenle siirekli bu toksik etkiye
maruz kalmak dogum anomalileri, canlilarda davranis degisiklikleri gibi 6nemli saglik
sorunlarina neden olabilir. Son zamanlarda endokrin sisteminin bozulmasina da neden
oldugu tespit edilen PAH'lara ilgi artmaktadir (Park vd., 2001).

Insan metabolizmas1 viicuda alman PAH’lar1 uzaklastirmak icin onlar1 okside eder ve
suda ¢ozlinebilir hale getirir. Bu oksidatif metabolizma sayesinde yiiksek verimli diol-
epoksit tiirevleri olusur. Olusan bu diol-epoksit tiirevleri Deoksiribo Niikleik Asit
(DNA) ile kimyasal tepkime verir. DNA ile kimyasal bag yapan PAH’lar kansere sebep
olur. Bilinen en Onemli kanserojen Benzo[a]piren olmasindan dolayr kanser
arastirmalarinda model PAH olarak kabul edilmistir. Ayn1t DNA mutasyonuna sigara

icen insanlarda da bu bilesiklerin neden oldugu goriilmiistiir (Alver vd., 2012).

PAH!'lar hidrofobiktir ve suda ¢ok diislik ¢oziiniirliige sahiptir. Bununla birlikte, olduk¢a
lipofiliktirler. PAH’lar yapilarindaki benzen halkasi sayisina gore hafif ve agir olarak
tamimlanmaktadirlar. Dort ve daha diisiik benzenden olusan PAH’lar hafif, dortten fazla
benzen halkas1 bulunduran PAH’lar ise agir PAH olarak adlandirilmaktadirlar (Danyi
vd., 2009). PAH’larin hafif olanlarinin buhar basinglar1 daha yiiksek ve sudaki
¢ozinirlikleri daha fazladir. PAH’larin sudaki ¢oziniirliikleri molekiil kiitleleri ile ters
orantilidir. Bununla birlikte, molekiil kiitlesine bagli olarak toksisitesi ve kanserojenligi
artmaktadir (Wenzl vd., 2006; Ferrarese vd., 2008). Pratikte ¢ok halkali agir PAH’lar
hakkinda pek ¢ok bilgi saglanabilmektedir. Fakat hafif, buhar fazindaki PAH bilesikleri
icin bu gecerli degildir. Bu hafif bilesikler zayif kanserojenik ve mutajenik 6zelliklere
sahiptirler ve sehirlerde daha fazla bulunurlar. Ayrica diger kirleticilerle reaksiyona

girerek daha toksik tiirevlerine doniismektedirler (Karakas vd., 2004).



PAH’lar belirtilen bu ozellikler agisindan potansiyel tehlikeli kimyasallar olarak
simiflandirilmiglardir. Bazi PAH tiirlerinin  karsinojenik ve mutajenik etkileri
ispatlanmistir. Giiniimilizde insan sagligina etkileri halen arastirilmaya devam edilen
PAH’larin tespiti ve analiz yontemlerinin gelistirilmesi ¢evre ve insan saglig1 agisindan
biiylik 6nem arz etmektedir (Kander, 2014). Cevre, biyolojik ve gida matrikslerinde
PAH'larin veya tiirevlerinin belirlenmesi igin ¢esitli analitik yontemler kullanilmistir.
En sik olarak kullanilan kromatografik yontemler GC (Gaz Kromatografi) ve HPLC'dir
(Yiksek Basingli S1vi Kromatografi). GC ile birlestirilmis kiitle spektrometresi de tercih
edilmektedir. Clinkii ek yapisal bilgilerle birlikte hem alikonma siiresi hem de kiitle
spektrumu ile analit bilesiklerinin giliglii bir sekilde tanimlanmasini saglamaktadir.
HPLC, GC'ye kiyasla, termal olarak kararsiz ve uguculuk 6zelligi diisiik bilesiklerin
kolay analiz edilebildigi bir yontem oldugu i¢in PAH'larin analizine daha uygundur
(Kumar vd., 2014; Adeniji vd., 2017, B6lim 19, s. 412).

PAH'lar floresans 1s1ma yapabilme kabiliyetleri oldukga yiiksek bilesiklerdir. En yiiksek
1sima seviyesi optimum EX (uyarilma) / Em (emisyon) dalga boylarinda meydana
gelmektedir. Pah’lara ait pik boylarimi arttirmak ve daha hassas analiz metodu elde
etmek i¢in Ex/Em dalga boylarimin tespit edilmesi gereklidir (Jing vd., 2017). Bu
calismada EPA’nin Oncelikli kirleticiler listesinde bulunan on bes PAH’1n literatiirde
bulunan Ex/Em degerleri derlenmis olup, tespit edilen EX/Em degerleri ile analizler
gerceklestirilmistir. Yapilan ti¢ yiiz on iki analiz neticesinde her bir PAH igin en yiiksek
pik boyunun elde edildigi dalga boyu optimum dalga boyu degeri olarak kabul
edilmigtir. Pik alanlarmin artmasi ile hassasiyet yiikselmis, daha diisik LOD
(g6zlenebilme sinir1) ve LOQ (alt tayin sinir1) degerleri elde edilmistir. PAH’lar suda
oldukca diisiik diizeyde ¢oziindiikleri i¢in analiz Oncesi mutlaka bir 6n deristirme
isleminine gerek duyulmaktadir. Bu ¢alisma sirasinda o6n islem olarak kati faz
ekstraksiyon (SPE) tercih edilmistir. SPE’de basing, sicaklik, ¢oziicii ve kartus
basliklarinda yapilan analizler ile optimum kosullar tespit edilmeye c¢aligilmistir.
Hazirlanan metot ile gerceklestirilen analizlerin sonucglar1 uluslararasi standart

metotlarin performans parametleri ile karsilastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Poliaromatik Hidrokaronlar

PAH'lar ilk olarak 1775 yilinda Percival Pott tarafindan mesleki maruziyet ve kanser
arasindaki iliskiyi incelerken tespit edilmistir. Londra’da baca temizleyenlerin cilt
kanserine yakalanmalarinin sebebi olarak kurum isinde bulunan benzo[a]pirenin sebep
oldugu tespit edilmistir. 1875 yilinda Alman katran endiistrisindeki is¢ilerde cilt kanseri
goriilmiistiir. Cevredeki yayginliklar1 ve yiliksek saglik riskleri nedeniyle PAH'lar
lizerine aragtirmalar giiniimiize kadar devam etmistir (Yalaki, 2005; ATSDR, 1995).
PAH’lar, dogrusal, kiime veya agisal diizenlemelerde baglanmis, iki veya daha fazla
benzen halkasina sahip sadece hidrojen ve karbon elementlerinden olusan bilesiklerdir
(Crimmins ve Baker, 2006; Hussain ve Shaikh, 2016). PAH’lar ugucu organik bilesikler
grubuna dahil olup, kalic1 toksiteye sahip atmosferik kirleticilerdir (Kamens vd., 1986).
PAH’lar atmosferik uzun mesafeli tasinimlarla farkli ¢evresel ortamlara taginabilmesi,
kanserojenik ve toksik etkileri nedeniyle olusabilecek saglik riskleri dikkate alindiginda
cevreye zararli olarak degerlendirilmektedirler (De Nicola vd., 2017; International

Agency for Research on Cancer, 2010).

PAH’lar organik maddelerin eksik yanmasi sonucu olusan biiyiik ve karmasik bir
organik Kirletici grubudur (Lundstedt, 2003). PAH'lar, oksijen agisindan fakir kosullar
altinda doymus hidrokarbonlardan sentezlenir. PAH'larin ortaya ¢ikisi iki reaksiyon ile
aciklanmaktadir. Bunlar pirosentez ve pirolizdir. PAH'lardan pirosentez ile disiik
hidrokarbonlar elde edilmektedir. Bes yiiz santigrat dereceyi asan sicaklikta, serbest
radikaller agiga c¢ikar bunun nedeni karbon-hidrojen ve karbon-karbon baglarin
kirilmasidir. Bu radikaller, asetilen ile birleserek termal ayrismaya kars1 daha direngli ve
daha yogun aromatik yapilar olusturur (Ravindra vd., 2008). PAH’larin yapisindan
pirosentez ile sirasiyla aromatikler>sikloolefinler>olefinler>parafinler meydana
gelmektedir (Manahan, 1994).

PAH'lar, toksik, genotoksik, mutajenik ve/veya kanserojenik ozellikleri, her yerde
bulunmalar1 ve kalic1 olmalarindan dolay: ¢evresel ve halk saglig1 tizerine kritik etkileri

olan bir grup organik kirleticidir (Ghosal vd., 2016). PAH’larin on alt1 tanesi EPA



tarafindan oncelikli kirleticiler olarak listelemistir. Bu onceliklendirme, Kirleticilerin
insan saglig1 lizerindeki potansiyel risklerine ve ¢evredeki dagilimlarina dayanmaktadir.
EPA tarafindan oncelikli kirletici olarak belirlenen on alti1 PAH sunlardir; Naftalin
(Nap), Asenaftalin (Acn), Asenaften (Act), Piren (Pyr), Floren (FIn), Fenantren (Phe),
Antrasen (Ant), Floranten (FIt), Benzo[g,h,i]perilen (BghiP), Benz[a]antrasen (BaA),
Krisen (Chr), Benzo[b]floranten (BbF), Benzo[k]floranten (BkF), Benzo[a]piren (BaP),
Indeno[1,2,3-cd]piren (lcdP), Dibenzo[a,h]antrasen (DahA) (Environmental Protection
Agency, 1999). Sekil 2.1°de on alt1 6ncelikli PAH’1n molekiil sekilleri verilmektedir.

Naftalen Asenaften Asenaftalen Floren Fenantren Antrasen
Piren Floranten Benzo[a]antrasen Krisen Benzo[k]floranten
=
S
Benzo[b]floranten Benzo[a]piren Dibenzo[a.h]antrasen Indeno[1.2.3-cd]piren Benzo[ghi]perilen

Sekil 2.1. Oncelikli kirleticiler listesindeki 16 PAH"1n molekiil yapisi

2.2. PAH'larin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

PAH’larin ¢ogu yiiksek erime ve kaynama noktalarma sahiptirler. Timi oda
sicakliginda kat1 formda bulunmaktadir (Esen, 2006). Goriiniimleri renksiz ya da beyaz,
sar1 Ve yesil renge dogru degismekte olup, zayif hos kokuya sahiptirler. Iki ila yedi adet
benzen halkasindan olusan PAH'lar hidrofobik bilesiklerdir. Hidrofobik olmalari
nedeniyle sudaki derisimleri oldukca disiiktiir. PAH’larin yiiksek elektrokimyasal
kararliligi ve sudaki diisiik ¢oziiniirlikleri nedeniyle cevresel kaliciliklart oldukga
fazladir (Citak, 2006). Naftalin haricindeki PAH’lar diisiik ugucu 6zellik gostermekte
olup dayanikliklar1 halka sayisindaki artisla dogru orantilidir. Nitrasyon, siilfidasyon ve

foto-oksidasyon gibi kimyasal reaksiyonlar, PAH bilesenlerinin yapisin1 farkli toksik



bilesiklere doniistiirebilir. Ornegin, belirli kosullar altinda bazi PAH bilesikleri, nitrik
asit varhiginda nitro-PAH bilesiklerine doniigsebilmektedir (Gaga, 2004; Crimmins ve
Baker, 2006). Aerobik sedimentte yar1 omiirleri ti¢ haftadan ii¢ yiiz haftaya kadar
degismektedir. Bu nedenle PAH’lar dayanikli organik Kkirleticiler sinifinda
gosterilmektedirler (Gaga, 2004). EPA’nin oOncelikli kirleticiler listesindeki on bes
PAH’a ait fiziksel ve kimyasal 6zellikler Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. PAH'lara ait fiziksel ve kimyasal 6zellikler (Ar1, 2008)

Bilesik Formiil "Mol.ekiil ErimeO Kaynarrga Yogunl3uk Ciizoiiniirliik
Kiitlesi g/mol Noktas1 "C Noktas1 C  g/cm 25°C pg/L
Nap  CioHg 128,2 80,3 218 1,14 31,6x10°
Acn  CypHg 152,2 92-93 265-275 - 3,93x10°
Act  CiHyo 154,2 95 279 1,024 3,93x10°
FIn  CisHio 166,2 115-116 295 1,203 1,98x10°
Phe  CyHo 178,2 216,4 342 1,283 73
Ant  CyHip 178,2 100,5 340 0,98 1,29x10°
FIt  CisHio 202,3 108,8 375 1,252 260
Pyr  CisHio 202,3 150,4 393 1,271 135
BaA CygHiy 228,3 253,8 448 1,274 2
Chr  CigHy, 228,3 160,7 400 1,226 14
BbF  CyoHio 252,3 168,3 481 - 1,2 (20°C)
BKF  CyoHio 252,3 215,7 480 - 0,76
BaP  CyHiy 252,3 178,1 496 1,351 3,8
DahA  CyHiy 276,3 278,3 545 1,329 0,26
BghiP  CxHus 278,4 262 - 1,282 0,5
lcdP  CypHiy 276,3 163,6 536 - 62




Polisiklik halka sistemleri, iist halkanin en distaki karbonundan (bir sonraki halkayla
paylasilan karbona bitisik karbon) baslayarak saat yoniinde numaralandirilir. Bir dnceki
karbonun numarasina harf eklenerek (a,b, vb.) isimlendirilmeye devam edilir. Formiiliin
ortasinda i¢ bolgede kalan ortak karbonlara isimlendirme yapilirken en son numara
verilen karbonun numarasina b, ¢ vb. harfler eklenerek devam edilir. Halkalar
arasindaki ortak karbonlar (bag karbonlar1) numaralandirilmaz. Sekil 2.2’de PAH’larin

isimlendirilmesine 6rnekler verilmistir (Bilgin, 1995).
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Sekil 2.2. PAH’larin nomenklatiirii
2.3. PAH'larin Kaynaklan

PAH’larin olusumlar1 hareketli ve sabit olmak {izere iki kaynaktan beslenmektedir.
Aliiminyum, demir, ¢elik ve kok tiretimi, asfalt tiretimi ve kullanimi, petrol prosesi, 1s1
ve gili¢ liretimi, evsel 1sinma, ¢oplerin yakilmasi, sedimentlerden yayilan dogal petrol
tirlinleri, kirlenmig sehir havasi, volkanik patlamalar, orman ve tarimsal yangnlar sabit
kaynaklar1 olusturmaktadir (Esen, 2006; Ma vd., 2001; Schneider vd., 2001). Kis
mevsiminde evsel 1sitma ve yakit tiiketiminin fazlalagsmasi, PAH derigimlerinin artigina
katkida bulunur (Callen vd., 2014). Kis aylarindaki konsantrasyonun, yaz aylarindaki
konsantrasyondan yaklasik bes ila on kat daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Grimmer
vd., 1981; ATSDR, 1995). Bununla birlikte gelismekte olan tilkelerde yemek pisirmek
icin kullanilan tezek, odun ve bitki artiklarinin da 6nemli dlgiide emisyona sebebiyet
verdigi tespit edilmisti. WHO’nun (Diinya Saghk Orgiitii) hazirladign raporda
Hindistan, Cin, Afrika, Giineydogu Asya iilkeleri ile Giiney Amerika'da niifusun %50-
75'inin  giinliik pisirme islemlerinde kati1 yakit kullandigir aktarilmistir (European
Communities, 2002).

Garaj, mutfak ve bina catilarindaki havada PAH miktarlart karsilastirildiginda en
yiksek PAH seviyelerinin garaj>mutfak>cati oldugu bildirilmistir. Tespit edilen
PAH’larin ise Phe ve Nap oldugu Nap oraninin ise daha yiiksek oldugu ileri siirtilmiistiir
(Martins vd., 2013). PAH’lar ham petrol, katran ruhu, ¢ati ortiisii olarak kullanilan



katranlarda, boya ve plastik yapiminda, ¢ok az miktarda ilaglarda, ve zirai tarim
ilaclarin iiretiminde kullanilmaktadir. Kisisel maruziyet i¢in sigara dumani 6nemli bir
kaynaktir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, ABD’de (Amerika Birlesik Devleri)
satilan otuz sigara markasinin PAH diizeylerini belirlenmistir. Tespit edilen on dort
PAH’mn deney hayvanlarinda ya yeterli ya da sinirli kanserojenik etkisine dair kanit
vardir. Kisisel kullanim ile temas edilen toplam PAH seviyeleri sigara basina 1-1,6 pg
arasinda degismektedir. I¢ mekan havasinda duman maruziyeti de bir PAH kaynagidir;
duman maruziyetindeki BaP seviyelerinin sigara basina 52-95 ng arasinda degistigi
rapor edilmistir. Bu kisisel igilen sigara dumanindan {i¢ katindan fazladir (Vardar vd.,
2004; IARC, 2010). Otomobil, kamyon, motorsiklet, ugak, tren vb. olmak {izere tiim
ulagim araglart PAH’larin kaynagini olusturmaktadir. Hareketli kaynaklardan kaynakl
PAH emisyonlart motor tipine, emisyon kontrol sistemine, yiike, yakita, yasa ve siiriis
moduna gore degismektedir. Ulasim sebepli PAH kirliligi genis bir alanda, yer
seviyesinde ve yerlesim bolgelerinde yogunlastigindan kontrolii oldukg¢a zordur (World
Health Organization, 2002). PAH’lara ait emisyon kaynaklari ve miktarlart WHO’nun
Uluslararas1 Kimyasal Giivenlik Programi (IPCS) tarafindan cevresel saglik kriterleri
cizelgesinde gbzden gegirilmistir. IPCS monogramindaki bazi emisyonlar ¢izelge 2.2’de
verilmistir (World Health Organization, 1998).

Cizelge 2.2. PAH’larin emisyon kaynaklar1 ve yillik miktarlar

Emisyon Kaynagi Tipik Emisyonlar/ Profilleri
Fosil yakit kullanan elektrik santrali Nap: Phe ve tiirevleri PAH'larin %69-92
Nap: PAH'larin %31-25
BaP: 0,02 mg/kg yanmis komiir
BaP: 0,1 t/y1l (Almanya)
PAH: 0,1 t/y1l (Norveg)
PAH: 11 t/y1l (Kanada)

Kati atik yakma BaP: 0,001 t/y1l (Almanya)
PAH: 50 t/y1l (ABD)
PAH: 2.4 t/y1l (Kanada)

Demir ¢elik tiretimi PAH: 34 t/y1l (Norveg)
PAH: 19 t/y1l (Kanada)
Dokiimhane PAH: 1,3 t/y1l (Hollanda)
Sinterleme PAH: 1,3 t/y1l (Hollanda)




Orman yanginlar1 ve volkanik patlamalar PAH’larin dogal kaynaklaridir. Harrison ve
arkadaglar1 (1996) bazi PAH’larin kaynak isaretleyici olduklarini ileri siirmiislerdir;

1. BghiP ve Phe motorlu ara¢ emisyonlari i¢in isaretleyicidir.

2. Chr ve BkF komiir yakimi i¢in isaretleyicidir.

3. Pyr, Flt ve Phe kat1 atik yakilmasina dair isaretleyicilerdir.

4. Phe, Flt ve Pyr ulasim araglarindan kaynaklanan ugucu PAH’larin kis aylarinda
kullanilan tuzlar lizerinde adsorplanmasi ile isaretleyici olmaktadir.

Literatiirde Acn, Flt, Pyr, DahA, BkF, IcdP’nin trafikten kaynaklanan iz PAH’lar
oldugu tespit edilmistir. Benzin ve dizel yanmasinin varligini BghiP gostermektedir.
Act’nin, tanklardan, yanmamus fosil yakitlarin buharlastirilmasi ve/veya rafine edilmesi
yoluyla ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (Fang vd., 2003; Pekey vd., 2007). Hem Act hem
Ant, petrokimya tesislerinde iretilen siyah karbon bilesiklerinin iz PAH’lar1 olarak
bilinmektedir. BbF, Phe ve DahA gibi PAH bilesikleri yaglarin yanma proseslerinden
aciga ¢ikmaktadir. Ayrica DahA LPG (Likit Petrol Gazi) yanma proseslerinden de
olusmaktadir (Pekey vd., 2007).

Sebze ve meyveler, PAH ile kirlenmis toprakta biiyiimeleri ve atmosferik birikme
yoluyla kontamine olabilirler. Diinyanin en popiiler iki igecegi olan ¢ay ve kahve de
ham bitkiler {izerinde atmosferik birikme, endiistriyel kurutma/kavurma islemleri ve
hazirlama asamasindaki 1sitma adimlar1 yoluyla PAH kirliligine maruz kalmaktadirlar.
On sekiz marka ¢ay ve on ii¢ marka kahvede Chr, BaP, BaAn, BbF varligini aragtirilmis
siyah ¢ayda 25-115 pg/kg ve hazir kahvede 2,2-5,1 ug/kg tespit edilmistir. Alman
Cevre Ajansi'nin raporuna gore, oyuncaklar, banyo ayakkabilari, bisiklet saplari, birgok
spor malzemesi vb. lirlinlerin kullaniminda PAH'lar bulunmaktadir. Kauguktan ve
polivinil kloriirden (PVC) yapilan iiriinlerde istenilen yumusaklik ve esneklik PAH'lar1
uzatan katran yaglari, dolgu yaglar1 ve endiistriyel kurumlar kullanilarak elde edilir.
PVC banyo terliklerinde on altt PAH'n toplam miktar1 546 mg/kg tespit edilmistir. FIr
ve Phe seviyeleri sirasiyla 170 ve 120 mg/kg ile en yiiksek seviyedeydir. Gazete
miirekkebinde sirasiyla 52, 553, 778 ve 283 pg/kg seviyelerine kadar BaP, Pyr, Phe ve
Nap tespit edilmistir. Toksik etkileri olmasina ragmen PAH'lar, giinliik olarak

kullanilabilir triinlerde bulunmalart nedeniyle yasam i¢in kacinilmazdirlar (Patel vd.,
2020).



Yapilan ¢esitli izleme c¢alismalar1t incelendiginde, kentsel havadaki PAH
konsantrasyonlarinin kirsal havaya gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Sehir
havasindaki PAH konsantrasyonu, kirsal alandakinden yaklagik {i¢ ila bes kat daha
yiiksektir. Cizelge 2.3’te atmosfer ve sudaki PAH kirliligi kaynaklari ve miktarlari
verilmigtir (Koseler, 2008).

Cizelge 2.3. Atmosfer ve sudaki nemli PAH kaynaklar1 ve miktarlari

Ekosistem ve Kaynaklar Yillik Girdi (metrik ton)
Atmosfer

Toplam PAH
Orman yanginlari 19513
Tarim alan1 yangini 13009
Atik yakma 4769
Kapali yanma 3902
Isinma ve gii¢ 2168

Benzo[a]piren

Isinma ve gii¢

Diinya genelinde 2604
ABD 475
Kok tiretimi
Diinya genelinde 1045
ABD 198
Atik yakma ve agik yanma
Diinya genelinde 1350
ABD 588
Motorlu tasitiar
Diinya genelinde 45
ABD 22
Su
Toplam PAH
Petrol dokiilmesi 170000
Atmosferik birikim 50000
Atiksular 4400
Yiizeysel siiziintii sular 2940
Biyosentez 2700
Toplam Benzo[a]piren 700




2.4. PAH’larin Hava, Su ve Topraktaki Dongiisii

Emisyon sonucu atmosfere ulasan PAH’lar uzun ve kisa mesafe tagmimlarla
kaynaklarindan daha uzak yerlere ulasabilirler. Atmosferden kuru ve yas c¢okelme
mekanizmalar1 ile toprakta, suda ve bitkilerde birikme yaparlar. Yiizey sularinda,
PAH'lar buharlagsma, fotodegradasyon, oksidasyon, biyolojik bozunma, partikiillere
adsorpsiyon ve suda yasayan organizmalarin absorpsiyonu gibi olaylarla giderilirler.
Sedimentlerde biriken PAH’lar yine biyolojik bozunma ve suda yasayan organizmalar
tarafindan absorpsiyon yoluyla giderilirler. PAH’lar topraktada benzer sekilde
buharlasma, fotodegradasyon, oksidasyon, biyolojik bozunma ve bitkilerde birikme
olaylariyla giderilirler. Bunlara ek olarak topraktaki PAH’lar yeralti sularina sizarak
akiferler yoluyla gesitli mesafelere tagiabilir (Ari, 2008).

PAH’larin kimyasal, fotokimyasal ve biyolojik pargalanmalari sonucunda ketonlar,
kinonlar, dikarboksillik asit anhidritler, fenoller, karboksilik asitler ve kumarinler gibi
bilesikler son iiriin olarak ortaya ¢ikmaktadir (Kilig, 2012). Karbonil bilesikleri yiiksek
kararliliklarindan dolay1 hidroksil veya karboksil bilesiklerine oranla ¢evre 6rneklerinde
daha yaygin olarak bulunmaktadirlar (Lundstedt, 2003). PAH’larin karbonil tiirevleri
genellikle oksi-PAH’lar olarak da adlandirilirlar ve birgogu toksik ve mutajenik 6zellik
gostermektedirler (Pilar vd., 1992, Brooks vd., 1998). PAH’larin bir diger bozunma
irtinii ise nitro-PAH’lardir ve 6zellikle atmosferde gaz fazinda ve partikiillerde yaygin
olarak bulunurlar. Nitro-PAH’lar tasit egzozlariyla dogrudan atmosfere taginabildikleri
gibi PAH’lardan fotokimyasal reaksiyonlar sonucunda da olusurlar. Ozellikle PAH’larin
giindiizleri hidroksil radikalleri, geceleri ise nitrat radikalleri ile reaksiyonlari sonucunda
meydana gelirler. 9-nitroantrasen ve 2-nitrofloranten atmosferde bulunan en yaygin ve
en yiiksek derigme sahip nitro-PAH’lardir. Nitro-PAH’lar yiiksek kanserojen ve
mutajenik etkiye sahiptirler (Cabuk, 2009).

Tiim PAH kaynaklarindan sucul ortama giren toplam PAH ve BaP miktari, atmosfere
girenden 6nemli 6l¢iide daha azdir. PAH'lar diinyadaki mevcut tiim tatli su ve tuzlu su
ortamlarina esit olarak dagilmis olsaydi, konsantrasyonlari belirlenemeyecek kadar
diisiik seviyede olurdu. PAH’lara ait yiikiin ¢ogu PAH’larin ortaya ¢ikis kaynaginin

yakininda bulunurlar. Konsantrasyonlar1 kaynaktan uzaklastikca logaritmik olarak
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azaldigindan PAH’lar sucul ortamda esit dagilamamaktadir. Bu sebeple PAH’larin sucul
ortama girisi koylar, deniz ve yiizeysel sular ile smirlidir. PAH'lar, suda yasayan
organizmalarin viicudunda kolayca birikerek canli biinyesinde sucul ortamdan daha
yiiksek derisimlere ulasirlar. Sucul ortamda PAH’lar miktar olarak, en ¢ok
sedimentlerde daha sonra su canlilarinda ve en diisiik su kiitlesinde bulunurlar. Birgok
calisma suda yasayan organizmalarin dokularinda PAH'larin &zellikle de BaP’in

bulundugunu ortaya koymustur (Kurnaz ve Biiyiikgiing6r, 2007).

2.5. PAH’larin insan Saghg Uzerine Etkileri

PAH'lar viicuttaki c¢esitli organlara, ozellikle deri, akcigerler ve mesaneye zarar
verebilir. Hayvanlar iizerinde yapilan bilimsel c¢aligmalar, mutajenik ve kanserojenik
ozelliklerinin yan1 sira cesitli toksik etkilerini de ortaya ¢ikarmistir. PAH’larin
hayvanlara solunum yoluyla, besinlerle ya da uzun siireli derilerine temas ettirildiginde

viicutlarinda tiimor olustugu belirlenmistir (Castellano vd., 2003).

Insanlar birgok sebeple PAH’lara maruz kalabilmektedirler. Endiistriyel faaliyetlerin ve
evsel 1smmmanin yogun oldugu bolgelerdeki ortam havasinin solunmasi, sigara
kullanimi, tasit egzozlarmin solunmasi, kizartilan ve 1zgarada pisirilen etlerin yenmesi,
yogun tasit trafiginin olan bdlgelerde yetistirilen meyve ve sebzelerin tiiketilmesi,
kurum, zift ve katran gibi petrol ve komiir kaynakli iiriinlerin cilde temas etmesi baglica
maruz kalma yollaridir. Maruz kalinan PAH’larla insan viicudundaki olusan tiimorlerin
iliskisinin oldugu bilinmektedir (Boffetta vd., 1997; Bostrom vd., 2002; Armstrong vd.,
2004). Cizelge 2.4’te PAH’larin EPA, WHO ve Ulusalarasi Kanser Ajansina gore
siniflandirilmasi verilmistir. Cizelgede 2.4’te belirtilen Ulusalarasi Kanser Ajansina
gore PAH’larin hayvanlarda kanserojen olduklarina dair yeterli kanit olmayanlar (1),
limitli kanit olanlar (L), yeterli kanit bulunanlar (S) ile gosterilmistir. 3 numara ile
gosterilen PAH’lar kanserojen siniflandirilmayan, 2A ve 2B grubu PAH’lar ise
muhtemel ve siipheli kanserojen etkiye sahip PAH’lar olarak tanimlanmaktadir.
WHO’ya gore (+/-) ile gosterilen PAH’lar kanserojenlik agisindan siipheli (-) ile
gosterilenler negatif, (+) gosterilenler ile pozitiftir. EPA’ya gére kanserojen PAH’lar
(V) isareti ile gosterilmistir (Cabuk, 2009).
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Cizelge 2.4. PAH’larin kansorejen 6zelliklerine gore siniflandirilmasi

Bilesik Halka sayim  EPA  Hayvanlar insanlar WHO
Naftalin 2 v S 2B (+-)
Asenaftalin 3
Asenaften 3 % (+5-)
Floren 3 % | 3 Q)
Antrasen 3 % | 3 Q)
Fenantren 3 / I 3 (+/-)
Floranten 4 % | 3 (+)
Piren 4 / I 3 (+/-)
Krisen 4 % L 3 (+)
Benzo[a]antrasen 4 % S 2A (+)
Benzo[b]florenten 5 % S 2B (+)
Benzo[k]florenten 5 % S 2B (+)
Benzo[a]piren 5 % S 2A (+)
Benzo[g,h,i]perilen 6 % | 3 )
Dibenzo[a,h]antrasen 5 % S 2A (+)
Indeno[1,2,3-cd]piren 6 v S 2B (+)

PAH’lar timér baslatma, gelistirme ve ilerletme Ozelliklerine sahip bilesiklerdir.
Hamile farelerin yiiksek seviyede BaP’a maruziyeti sonucu doguma dair zorluklar
goriilmiis, fare yavrularinda dogum anomolileri, diisiik kiloda dogum gibi problemler
tespit edilmistir. BaP’a maruz kalan hayvanlarda kisa siire sonrasinda i¢ organlarinda
tespit edilebilir diizeyde BaP konsantrasyonu goriilmiistiir. Karaciger en yiiksek BaP
derisimin goriildigi organdir. Adipoz doku PAH’lar igin énemli bir depolama alanidir,
ancak hizli metabolizmalari nedeniyle depolanma o6zellikleri goriilmemistir (Gtiler,
2020). Diger PAH'larin ¢ogu icin daha az bilgi bulunmasina ragmen, BaP toksikolojik
olarak iyi karakterize edilmis ve solunum sagligi tehlikeleri genellikle BaP’a gore

hesaplanarak bulunmustur (Lodovici vd., 2003).
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2.6. PAH’larin Karsinojenik Potansiyelleri

PAH’lar kanserojenik olarak yiiksek bir potansiyele sahip olan bilesik grubudur. Gruba
dahil her PAH farkli potansiyele sahiptir. Laboratuvar hayvanlari iizerinde yapilan
calismalar ve kanser testlerinden elde edilen sonuglar esas alinarak PAH’lar i¢in toksik
esdegerlik  faktorii (TEF) degerleri  hesaplanmistir.  Hesaplama  yapilirken
benzo[a]pirenin TEF degeri bir kabul edilmis ve diger PAH’larin TEF degerleri
benzo[a]pirene kiyaslama yapilarak hesaplanmistir. PAH’lar i¢in farkli bilim insanlart
ve EPA tarafindan hesaplanan TEF degerleri Cizelge 2.5’te verilmistir.

Cizelge 2.5. PAH’larin hesaplanan TEF degerleri

Nisbet ve Lagoy (1992) Larsen ve Larsen (1998) EPA (1993)

Nap 0,001 -
Ace 0,001 - -
Fln 0,001 0,0005 -
Phe 0,001 0,0005 -
Ant 0,01 0,0005 -
Pyr 0,001 0,001 -
Flt 0,001 0,005 -
BaA 0,1 0,005 -
Chr 0,01 0,03 0,1
BbF 0,1 0,1 0,001
BkF 0,1 0,05 0,1
BaP 1 1 1
DahA 5 1,1 1
IcdP 0,1 0,1 0,1
BghiP 0,01 0,02 -

Genellikle PAH’larin kanserojenik potansiyelleri, 6lgiilen PAH derisimlerinin TEF
degerleri ile ¢arpilmasiyla hesaplanmakta olup Benzo(a)piren ekivalent (BaPE)
konsantrasyonlar olarak ifade edilmektedir. TEF degerleri ozellikle atmosferdeki
PAH’larin  kanserojen  potansiyellerinin ~ hesaplanmasinda  yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Atmosferdeki PAH’larin toplam kanserojen potansiyeline en biiyiik
katkiyr yiiksek TEF degerinden dolayr BaP yapmaktadir. Diisiik TEF degerlerinden
dolay1, BbF ve IcdP gibi atmosferde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan PAH’larin,
toplam kanserojen potansiyeline katkilar1 distiktir. Atmosferde ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bulunmasina ragmen DahA’nin, yiiksek TEF degerine sahip

olmasindan dolay1 toplam kanserojen potansiyele katkis yiiksektir (Cabuk, 2009).
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2.7. PAR’larm Analiz Yontemleri

PAH'lar bugiin hemen hemen her yerde bulunmaktadirlar. Bu nedenle, bu kirleticileri
tanimlamak i¢in uygun analitik yontemler kullanilmali ve bunlar1 ortamdan
uzaklastirmak i¢in adimlar atilmalidir (Quiroz vd., 2005). Cevre, gida ve biyolojik
orneklerde bulunan PAH’larin miktarlar1 gaz kromatografi (GC), yiiksek basingli sivi
kromatografi (HPLC) ve misel elektrokinetik kromatografi gibi yiiksek hassasiyete
sahip analitik cihazlarla tayin edilebilmektedir. PAH’larin GC ile tespitinde detektor
olarak alev iyonlasmali dedektor (FID) ya da kiitle spektrometresi (MS)
kullanilmaktadir. HPLC ile analizlerinde ise genelde ultraviyole (UV), foto diyot dizisi
(PDA), floresans dedektorii (FL) ve MS detektorler kullanilmaktadir (Aygiin ve
Ozcimder, 1996).

Gaz kromatografisi, yiiksek ayirma giiciine, genis konsantrasyon araliginda analiz,
yiiksek hassasiyet ve dogru sonuglar elde etme gibi avantajlara sahip gelistirilen ilk
kromatografik ayirma tekniklerinden biridir ve halen genis bir kullanim alan1 mevcuttur
(Poster vd., 2006). GC teknolojisi 1960'larin basinda PAH'larin analizi i¢in kullanilmis
olup hizla gelisen teknoloji sayesinde bu bilesikler igin standart analiz teknigi olarak
kabul edilmistir (Lee, 2001). HPLC teknigi GC’ye alternatif olarak, gaz faza gegmesi
icin yiiksek sicaklik gerektiren ve yiiksek sicaklikla degradasyona ugrayan PAH’larin
analizleri i¢in kullanilmaktadir ( De Boer ve Law, 2003). Sivi kromatografide PAH'lar
analiz etmek i¢in en ¢ok kullanilan dedektorler UV ve FL dedektorlerdir. PAH’larin
absorpsiyon yapabilme oOzellikleri ¢ok genis dalga boyu araliginda oldugundan,
programlanabilir dalga boylarina sahip UV dedektorleri bu bilesiklerin analizi igin daha
uygundur (Cabuk, 2009). Fakat literatiirdeki ¢alismalar, FL dedektorlerinin PAH'larin
belirlenmesindeki hassasiyet ve seciciliginin UV dedektorlerinden ¢ok daha yiiksek
oldugunu gostermistir (Chen vd., 1996; Villar vd., 2004, Moreno vd., 2007).

Kromatografik analizde, analiz edilecek numunedeki analitler genellikle dogrudan
cihaza yiliklenemeyecek kadar kiigliktiir ve ©On saflastirma, zenginlestirme veya
yogunlagtirma gibi On isleme tabi tutulmalari gerekmektedir. Analitik performansi

tyilestirmek i¢in yapilan 6n hazirlhik yontemleri arasinda SPE, sivi sivi ekstraksiyon
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(LLE), iyon degistirme ve birlikte ¢oktiirme gibi yontemler yaygm sekilde
kullanilmaktadirlar (Y1lmaz, 2017).

PAH'lar o6zellikle sularda eser miktarda bulundugundan, numune alma ve numune
calismasinda kullanilacak tiim cam esyalarda olasi hidrokarbon kontaminasyonunu
engellemek icin kullanimdan oOnce sterilize edilmesi gerekmektedir. PAH'lar hem
gilinesten gelen UV 15181 ile hem de mikroorganizmalar tarafindan bozunabilirler. Bu
nedenle hedef bilesiklerin dogru bir sekilde analizde PAH'larin kaybini 6nlemek igin
bazi 6nlemler alinmalidir. Giinesten gelen UV 15181min bir sonucu olarak analit kaybin
onlemek i¢in amber renkli numune siselerinin kullanilmas1 veya seffaf siseler
kullanilacaksa aliminyum folyo ile kaplanmasi tavsiye edilmektedir. Analitlerin
mikrobiyal bozunmasinin 6nlenmesi de i¢in, toplama noktasinda asitlenmesi ve analiz

stiresine kadar diisiik bir sicaklikta saklanmasiyla saglanabilir (Nollet, 2007).

2.8. Ekstraksiyon

Son yillarda hizli, dogru, kesin ve hassas analiz metotlarinin gelistirilmesi énemli bir
konu haline gelmistir. Biyolojik, ¢evre ve farmasotik numunelerin analitlerinin son
nokta tespiti i¢in yiiksek verimli analitik cihazlar gelistirilmesine ragmen, karmagsik
matrikslerden analitlerini ekstrakte etmek, izole etmek ve konsantre hale getirmek igin
genellikle numune 6n islemi gerekli olmaktadir. Ciinkii ¢ogu analitik cihaz, matriksi

dogrudan isleyememektedir (Sarafraz-Yazdi ve Amiri, 2010).

Mikrokirleticiler asitler, bazlar, tuzlar, proteinler ve analitlere benzer 6zelliklere sahip
diger organik bilesikleri de icerebilirler. Ek olarak, bu karmasik matrikslerdeki analitler
genellikle diisiik konsantrasyonlarda var olmaktadirlar. Bu nedenle, numune hazirlig
yapilirken, analitin iyi bir verimle geri kazanilmasi, numune kaybmin minimumda
tutulmasi, kromatografi ve elektroforez sistemlerde problem olusmamasi, prosediiriin
rahat ve hizli bir sekilde gerceklestirilmesi ve analiz maliyetinin minimumda tutulmasi
gerekmektedir. Numune hazirlamadaki son egilimler arasinda minyatiirlestirme,
otomasyon, yiiksek verimli performans, analitik cihazlarla ¢evrimigi eslestirme gibi son
derece az solvent tiiketimi olan veya hi¢ solvent tiiketimi olmayan diisiik maliyetli

caligmalar bulunmaktadir (Kataoka, 2010).
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2.8.1. Siv1 siv1 ekstraksiyon

LLE karmasik matriks kompozisyonlu sulu numunelerde en yaygin kullanilan en eski
tekniklerinden biridir. Teknik, ayni numunenin bir ¢dziiciiniin taze kisimlariyla veya
artan polariteye sahip bir dizi ¢oziiciiyle ardisik olarak islenmesine dayanir. Son
basamakta hedef analit veya bir grup analit ile zenginlestirilmis ¢esitli ekstrakt
fraksiyonlar1 elde edilir. Bununla birlikte, ¢ok asamali analitik prosediirler oldukca
zaman alic1 ve yogun emek gerektirir. Bunun sonucunda analiz sorumlusunun toksik
inhalasyonlara maruz kalmasina neden olur. Ayrica ayni numune tizerinde
gerceklestirilen islemlerin  sayisinin  artmasiyla analit kayb1 veya numune
kontaminasyonu riski de artar. LLE teknigi otomasyona kolay kolay uyum
saglamamaktadir. Bu nedenle, alternatif pro-ekolojik, otomatiklestirilmis, solvent
icermeyen ekstraksiyon teknikleri veya minimum miktarda solvent kullanan teknikler
giivenli ve toksik olmayan ekstraktantlar (iyonik sivilar, stiperkritik sivilar, yiizey aktif
madde ¢ozeltiler, supramolekiiler ¢oziiciiler) son yillarda analitik kimyada en popiiler
arastirma konularindan biri haline gelmistir (Akgelik, 2021).

2.8.2. Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE)

Kati faz ekstraksiyon (SPE) 1970'lerin ortalarinda LLE’ye alternatif olarak kullanilmaya
baglanmistir. Bu teknigin esasi, farkli adsorban maddelerin kii¢iik, tek kullanimlik
ekstraksiyon kolonlarina doldurularak pratik bir sekilde numunenin hazirlanmasidir.
SPE giliniimiizde etkili bir numune hazirlama yontemi olarak laboratuvarlarda hali
hazirda kullanilmaktadir. SPE metodu, klasik LLE ile kiyaslandiginda daha hizli, az
kimyasal kullanilan ve maliyet agisindan daha uygun bir tekniktir. Bununla birlikte SPE
ile daha temiz ekstrakt ve daha yiiksek geri kazanimlar elde edilebilmektedir (Yavuz ve
Aksoy, 2006). SPE yonteminin esasi sivi numunenin hedef analitini tutan bir adsorban
madde iceren kartus, kolon veya diskin i¢inden gegirilmesidir. Numunenin tamami
adsorban igerisinden gegirildikten sonra kartusta ya da kolonda tutunan analit uygun bir
¢oziicli ile s1yrilir ve analizi gergeklestirilir (Altundag, 2007).

SPE teknigi dort basamaktan olugmaktadir;

1) Sartlandirma: Bu asamada sartlandirma yapilmadan once adsorbent, kolonda
baslangigta bulunabilecek safsizliklar1 uzaklastirmak ve hava bosluklarimi doldurmak

icin uygun bir ¢oziicli ile yikama islemine tabi tutulmaktadir. Daha sonra sartlandirma
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yapilmaktadir. Bu islemde, kolon ya da kartustan uygun ¢oziiciiler gegirilerek adsorbent
aktif hale getirilir. Boylece matriksteki analitler ile etkilesim igin gerekli ortam saglanir.
Apolar adsorbentler, polar ¢oziiciiler ile polar adsorbentler ise apolar ¢oziiciilerle
sartlandirilmaktadir (Yavuz ve Aksoy, 2006).

2) Yiikleme: Bu asamada ise numune kati fazdan gegirilerek, analitin kati faz {izerine
adsorpsiyonu saglanir. Numune, yer c¢ekimi kuvvetiyle ya da peristaltik pompa ile
kartustan gecirilebilmektedir. Baz1 durumlarda, kat1 faza adsorbe olan analit ile birlikte
istenmeyen matriks bilesenleri de tutunabilir (Cakir, 2015). Yiikleme ¢ozeltisinin
kartustan gegis hizi, analitlerin adsorbente tutunmasmi saglayacak ancak analiz
stiresinin uzamasina sebep olmayacak sekilde ayarlanmalidir.

3) Yikama: Analitin kolona yerlesmesini ve matriks bilesenlerinden ayrilmasini
saglamak i¢in yapilan islemdir. Burada dikkat edilmesi gereken en O6nemli nokta
kullanilan ¢oziicti, analiti etkilememeli ve matriks bilesenlerini 6nemli 6l¢iide kolondan
uzaklagtirllmalidir (Sahinbas, 2011).

4) Geri Alma: Kat1 faz ilizerine adsorplanan analitin, uygun bir eliient ile kartustan
styrilip daha kii¢iikk hacme alinmasidir. Analitin miktarina gore yiiksek kazanim verimi
elde etmek ic¢in eliientin hacmi ve akis hizi da ayarlanmalidir. Sekilde 2.3°te SPE

basamaklari verilmistir.

Yikama/ Ornegin Analit Yikama Eldasyon
Sartlandirma gegirilmesi
o
AQ - .ﬁ-oOA
*eo e
A O @O
Adsorban
Analit
® = - ® a o © (o]
= - = N o o °
@ @ - - o o (=]

Sekil 2.3. SPE Basamaklar1 (Camel, 2003)
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2.9. SPE’nin Siniflandirilmasi

SPE metodu numuneye ve amaca bagli olarak ii¢ farkl sekilde siniflandirilabilir;
a) Calkalama (batch) yontemi
b) Siizme (membran) yontemi

¢) Kolon yontemi (Mihaljevcic vd., 2004).

2.9.1 Calkalama (batch) teknigi

Analizi yapilacak analitin i¢inde bulundugu ornege adsorban madde eklenerek,
sorpsiyon dengesine ulasana kadar belirli bir siire, hizli bir sekilde birlikte ¢alkalama
yontemidir. Calkalama islemi mekanik olarak ya da ultrasonik sistemler ile de
yapilabilir. Tutunmaya ait denge saglandiktan sonra adsorban ornekten siizme veya
dekantasyon yontemleri ile ayrimi saglanir. Adsorban madde iizerinde tutulan hedef
analit az miktarda organik ya da inorganik ¢oziicii ile geri alinarak analiz gergeklestirilir
(Karatepe, 2006).

2.9.2. Siizme teknigi

Yiiksek tutunma hizina ve biiyiik dagilma katsayisina sahip elementlerde uygulanabilen
bu metotta analite ait numune tutucu 6zelligi olan bir diskten siiziiliir ve daha sonra
diskte tutunmus olan elementler uygun bir eliient ile siyrilarak analiz gerceklestirilir
(Soylak vd., 2010).

2.9.3. Kolon Teknigi

SPE tekniginde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontemin esasinda 10-15 cm
uzunlugunda, 0.5-1 c¢cm ¢apinda iizerinde huni seklinde musluk bulunan mini kolonlar
kullanilir. Bu kolonlara 0.1-0.8 g adsorban doldurularak analitlerin tutulmasi beklenir.
Kolondan numune gecirilmeden once, uygun miktarda numune matriksine benzer
Ozellikte bir ¢oziiciiniin gegirilerek kolon sartlandirilmasi gerekmektedir. Adsorban
lizerinde tutunmus girisim yapabilecek ya da kirlilik olusturacak maddeler mevcutsa
yalmiz bu kirlilikleri ¢dzecek bir ¢oziicii kullanilarak, yikama yapilir ve ortamdan
uzaklastirilmas: saglanir. Kati faz {izerinde tutunan analit, kolondan uygun bir
¢Oziiciinlin gecirilmesi ile siyrilir boylece numune hacminden daha kii¢iik bir hacime

deristirildikten sonra analiz edilir (Kaya, 2014). SPE prosediirlerinde, adsorban se¢imi,
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analitlerin daha yiiksek zenginlestirme verimliligi elde etmek i¢in énemli bir faktordiir
(Zhou vd., 2006). Cizelge 2.6.’da SPE adsorban ¢esitleri verilmistir.
Cizelge 2.6. SPE adsorbanlari

Kolon dolgu maddeler Formiil
Karboksilik Asit -COOH
Silika Jel SiOH
Aromatik Siilfonik Asit -CsHsSOzH
Aliimina Al,O3
Kuarternet Amin N*(CHs)3
Florisil MgSiO;
Diol -COHCOH
Oktadesil (Cyg) -(CH2)17CH3
Amino -NH2
OKktil (Cg) -(CH2);CH3
Siklohekzil -CeHu1
Etil -CH,CHj3
Fenil -CeHs
Siyano -CN

SPE metodundaki adsorban maddelerin gelistirilmesi ile olduk¢a genis bir polarite
araligindaki maddelerin ayrimi kolaylikla yapilabilmektedir. Yeni adsorbanlar arasinda
bulunan C 18 (Karbon 18) silika ve tiirevlerinde, silika yiizeyindeki modifiye olmamis
silanol gruplar1 artirillmistir. Bunun sayesinde numune ile olusabilecek ikincil
etkilesimlerin azaltilmas1 ve hedef analite dair segiciligin arttirilmasi saglanmistir. Su
numunelerine ait analizlerde karsilasilan polaritenin neden oldugu ekstraksiyon
problemleri ise karbon temelli ve stiren divinil benzen (SDVB) gibi yeni adsorbanlar
kullanilarak azaltilmasi hedeflenmistir. Yeni adsorbanlarla ilgili en 6nemli sorun,
sartlandirma  gerekliligi ve sartlandirma ¢06zeltisiyle tam olarak yikamanin
gerceklesmemesidir.  Yeni  teknoloji  polimerik  tutucularin  sartlandirilmasi
gerekmemektedir. Bu adsorbanlar ile ayni tip kolon yardimiyla asidik, bazik, nétral,
lipofilik ve hidrofilik 6zellikteki bir¢ok maddenin ekstraksiyonu yapilabilmektedir.

Cizelge 2.7°de Onemli SPE adsorbanlarinin kullanildig analiz uygulamalar1 verilmistir.
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Cizelge 2.7. Onemli SPE adsorbanlar1 ve analiz uygulamalar1 (Yavuz ve Aksoy, 2006)

Dolgu maddesi Uygulama

Polar olmayan bilesiklerin ters faz
ekstraksiyonu: asetaminofen, aminler,
analjezikler, antiaritmikler,
antikonviilzanlar, antiepileptikler,
antibiyotikler, aromatikler, barbitiiratlar,
benzodiazepinler, kafein, karbonhidratlar,
karboksilik asit, karotenoidler, kolesterol

Oktadesil (C1g) esterleri, esansiyel yaglar, yag asitleri,
gida koruyucular, fungisitler,
hidrokarbonlar,  hipnotikler, lidokain,

yaglar, suda eriyen vitaminler, fenoller,
fitalat  esterleri, pestisitler, PAH'ar,
sedatifler, steroidler, siilfonamidler, ylizey
gerilim diisiiriiciiler, tetrasiklinler, teofilin,
trisiklik antidepresanlar, trigliseridler

Orta derece polarbilesiklerin ters faz
Oktil (Cg) ekstraksiyonu: PAH'lar, pestisitler ve
oktadesil tarafinda giiglii tutulan bilesikler
Polar olmayan bilesiklerin ters faz
Fenil (-CgHs) ekstraksiyonu: az tutulan hidrofobik
bileskler.

Polar bilesiklerin normal faz
ekstraksiyonu: Aminler, benzil alkol,
suda eriyen  vitaminler, PAH'lar,
pestisitler, fenoller, seker alkolleri
Polar bilesiklerin adsorbsiyonu:
Aflotoksinler, amfetaminler,
Silika Jel antibiyotikler, antioksidanlar, aromatikler,
vitaminler,  barbitiiratlar,  flavinoidler,
herbisitler, insektisitler ve diger pestisitler

Siyano

Zayif anyon degisim ekstraksiyonu:
Karbonhidratlar, = gida  koruyuculari,
niikleotidler, peptidler, sakkaridler,
steroidler, sekerler, vitaminler

Amino (-NH>)

Giicli katyon degisim ekstraksiyonu:
Amino asitler, katekolaminler, hormonlar,
niikleik asit bazlari, niikleosidler, piirinler,
vitaminler

Aromatik siilfonik asit (-CgHsSO3H)

20



2.10. Kromatografi

Yunanca chroma (renk) ve graphein (yazma) kelimelerinin birlesiminden olusan
kromatografi, ilk olarak 1903 yilinda Rus botanik¢i Michael Tsvet tarafindan renkli
bitki pigmentlerini ayirmak amaciyla kullanilmistir (Milli Egitim Bakanligi, 2013).
Kuhn ve Lederer 1931 yilinda, Tswett’e ait teknigi Kkarotenlerin ve ksantofillerin
preparatif 6l¢iide ayrilmasi i¢in basar1 ile kullanmislardir. Ingiliz biyokimyacilar Archer
John Porter Martin ve Richard Laurence Millington Synge tarafindan 1952'de gaz
kromatografisinin (GC) icadi ve ugucu yag asitleri karisimlarin analizlerinde basarili
uygulamalari, sivi kromatografisinin (LC) gelisimi igin teorik temeli ve tesviki
saglamigtir (Baltaci ve Giindogdu, 2012; Dong, 2019). 1960 yilinin sonlarinda sivi
kromatografisi, yliksek basingli pompalar gerektiren kiiclik partikiillii kolonlarin
kullanimiyla yiiksek performansa doniigmiistiir. Yiiksek basingli sivi kromatografilerin
(HPLC) ilk nesli 1960 yilinda, Avrupa'da Joseph Huber ve Amerika Birlesik
Devletleri'nde Csaba Horvath ve Jack Kirkland isimli arastirmacilar tarafindan
gelistirilmistir. Sirali dedektorlerin ve giivenilir enjektorlerin ticari gelisimi, HPLC'nin
uygulamalarin1 ¢ok hizli bir sekilde biiylimesine yol agmis, hassas ve nicel bir teknik
haline gelmesine sebep olmustur. 1980'lerde, HPLC ¢ok yonliilik ve hassasiyet
ozellikleri, onu ila¢ ve birgok farkli endiistride vazge¢ilmez hale getirmistir. HPLC
sistemleri ve aksesuarlarinin diinya ¢apindaki yillik satiglar1 2016 yilinda yaklasik dort
milyar ABD dolaridir (Dong, 2019).

Giiniimiizde kromatografi, bir ¢ozeltinin igerigindeki analitlerin (kalitatif) ve bu
analitlerin miktarlarmnin belirlenmesi (kantitatif) siirecini uygulayan en yaygin
kullanilan enstriimantal analitik yontemlerden biri haline gelmistir. Bu yontem
sayesinde birbirinden ayrilmalari olduk¢a zor olan maddeleri saf olarak ayirmak
mimkiin hale gelmistir. Hareketli fazin sabit faz {lizerinden gecirilerek, dagilim ve
adsorpsiyon gibi mekanizmalarla numune igindeki bilesenleri tasiyan ve ayristiran bir
islemdir. Tiim kromatografik yontemler, bir numunedeki maddelerin sabit ve hareketli
fazlarin etkilesimi yoluyla ayrilmasina dayanir. Bu ayrimin nedeni, maddelerin hareketli

veya sabit faza farkli ilgilerinin olmasidir (MEB, 2013).
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Hareketli faz: Numunenin sabit fazdan (kolon) gecmesini saglayan, farkli
fizikokimyasal ozelliklere sahip ¢ozgen karigimlaridir. Hangi mobil  fazin
kullanilacagin1 secerken, analiz edilecek numune bilesenlerinin 6zellikleri, kullanilan

sabit faz ve dedektoriin 6zellikleri gibi parametreler dikkate alinmalidir.

Sabit faz: Mobil faz ile tasinan numuneye ait analitlerin etkilesime girerek ayristiklari
ve belli bir zaman 6lgiisiinde alikoyulduklari fazdir. Sabit faz, kullanilacak kromatografi
teknigine gore ¢esit, Ol¢ii, tasarim ve igerik materyali olarak farklilik gostermekte olup

kolon olarak adlandirilmiglardir (Eser ve Dingel, 2018).

2.10.1. Yiiksek basin¢h sivi kromatografisi (HPLC)

Temelde bir HPLC sistemi; bilgisayar, enjektor, pompa, dedektér ve kolon
ekipmanlarindan olusmaktadir. Analiz sirasinda numune siringa vasitasiyla sisteme
dahil edilir. Numune mobil faz yardimiyla sabit faz boyunca ilerler. Sabit faz igerisinde
bilesenlerine ayrilir. Dedektor bu ayrilan bilesenlere ait sinyalleri kaydeder. Dedekt6riin
kaydedip bilgisayara ilettigi bu sinyallerin tiimiine kromatogram adi verilir (Celebi,
2010). HPLC, c¢ok bilesenli karmasik karigimlarin analizini yapabilen bir ayirma
teknigidir. <%0,1-0,5 bagil standart sapma (RSD) kesinligine ve ¢ok yonliiliige sahip
cok az analitik teknik bulunmaktadir. HPLC, gelismis otomatik 6rnekleyiciler ve veri
sistemleri  kullanilarak gozetimsiz analizleri gercgeklestirip, raporlama imkani
sunmaktadir. Bir dizi son derece hassas ve spesifik dedektorii sayesinde tespit sinirlari
ng, pg ve hatta fg seviyelerine kadar inebilmektedir. Hazirlayic1 bir teknik olarak,
birgok kararsiz bilesenin miligramdan kilograma kadar niceliksel olarak geri kazanimini
saglar. En 6nemlisi, HPLC mevcut tiim bilesiklerin analizlerinin %60-80'ine uygun iken
GC igin bu oran yaklasik %15’tir (Dong, 2019).

2.10.2. Ultra yiiksek basin¢h sivi kromatografisi (UHPLC)

HPLC uzun siiredir laboratuvarlarda en yaygin kullanilan yontemlerden biri olmustur
ancak yeni dedektor tasarimlari, veri isleme ve kolon teknolojisindeki gelismeler, ultra
performansl sivi kromatografisinin (UHPLC) gelistirilmesini saglamistir. UHPLC hiz,
yiiksek ayirim giicli ve hassasiyet gibi avantajlart nedeniyle son zamanlarda genis bir

uygulama alani1 bulmustur (Wu ve Thompson, 2006). UHPLC sisteminin temel prensibi
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HPLC ile aymidir, sadece ekipman ve donanim farklhidir. Kiiglik partikiillii kolonlari
nedeniyle yiiksek basing gerekir ve pompa buna gore tasarlanmistir. UHPLC, yiiksek
hiz, kisa analiz siireleri ve azaltilmis mobil faz tiikketimi agisindan geleneksel HPLC'ye
gore avantajlara sahiptir. Partikiil teknolojisindeki ilerlemelerle, kolonlarda kullanilan 2
um'nin altindaki partikiil boyutu, ayirma verimliligini iyilestirmis ve analiz stirelerini
onemli dl¢lide azaltmistir. Yonteme dair hassasiyet kullanilan dedektorlere gore 3-5 kat
daha fazla olabilmektedir (Dong ve Zhang, 2014).

Mevcut HPLC sistemleri tarafindan desteklenen basing limitleri 350-400 bar'dir (5000-
6000 psi). HPLC sistemleri, kiiciik partikiil boyutlu kolonlarin kullanimiyla olusan
yiiksek basinglar1 kaldiramaz, bu nedenle kolon uzunlugu veya hareketli faz akis hizlar
siirlandirilmalidir. Yiiksek basing sinirina (1030 bar = 15000 psi) sahip bir UHPLC
sistemi artik kiigiik partikiil igeren kolonlar ile ¢alisilabilir. UHPLC'nin kullanimi, yeni
yontemlerin optimizasyonu ve dogrulanmasi i¢in gereken siireyi Onemli Olclide
diisiirmiistiir. Kullanilan mobil fazdaki organik solvent tiiketimi de diisiik akis hizlar1 ve

kisa analiz siireleri nedeniyle 6nemli 6lgiide diismiistiir (Taleuzzaman vd., 2015).

UHPLC ytiksek ticari kar, yliksek hassasiyet, ¢oziiniirliik, hiz ve 6rnek verimi goz
Oonline alindiginda artitk  geleneksel HPLC'nin  yerini almaya basladig:
gozlemlenmektedir (Gerber vd., 2004). Geleneksel HPLC ile karsilastirildiginda,
UHPLC daha fazla numuneyi daha kisa siirede analiz ederek, daha hizli yontem
gelistirme ve 3 ila 10 kat verimlilik artig1 saglamaktadir. Metot optimizasyonu igin
kolon ve mobil faz taramasinin hizli bir sekilde yapilmasi ve kisa kolonlar sayesinde
analizlerin daha kisa siirede yapilabilir olmast UHPLC’nin klasik HPLC’ye dair iistiin
yanlaridir. Ayrica kisa ve kiiciik i¢ capli kolonlarin kullanilmasiyla kullanilan numune
hacimleri de azalmistir (Swartz, 2005). Bu istiinliik Sekil 2.4’te ortaya konmustur. A ve
B kromatogramlar1 sirasiyla, standart C 18 HPLC kolonunun (150 mm x 4,6 mm X 5
pum) ve bir UHPLC kolonunun (50 mm x 2,1 mm x 1,7 pm) ayrimlarin1 gosterir.
UHPLC ayrimi yaklasik dokuz kat daha hizli olmasina ragmen, ayrimlar olduk¢a benzer
goriinmektedir (Dong ve Zhang, 2014).
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Sekil 2.4. HPLC ve UHPLC analiz siiresi farkini gosteren kromatogramlar

UHPLC'de hem analiz siiresi hem de pik alani i¢in hassasiyet performansi, klasik
HPLC'ye kiyasla 2-3 kat artar. HPLC numune 6rnekleyicisi, >5 pL enjeksiyon hacimleri
icin %0,2-0,5 RSD ile kesinlik seviyelerine sahiptir. Bu hassas performans, 1 pL'ye
kadar olan enjeksiyon hacimleri i¢in bile UHPLC'de %0,1-0,2 RSD seviyesindedir.
Cizelge 2.8’de UHPLC’nin avantajlar1 verilmistir.
Cizelge 2.8. UHPLC’nin avantajlar1 (Dong, 2019)

UHPLC Avantajlan

Aciklamalar

Iyi ¢dziiniirliik ile hizli ayrim

Yiiksek ¢oziiniirliik ile
kompleks bilesiklerin ayrimi

Hizli metot gelistirme

Coziicii kazanimi

Yiiksek hassasiyet

Yiiksek kesinlik

Benzer c¢oziniirligii koruyarak, HPLC'ye
kiyasla verimi 3-5 kat arttirir.

HPLC'ye kiyasla ¢oziiniirliigii 3 kata kadar
arttirir.

Kisa kolonlar ile mobil faz belirlenmesi ve
metot optimizasyonuna saglar.

Daha kisa analiz siiresi ve kiiciik partikiillii
kolonlarin kullanim1 nedeniyle HPLC'ye gore
5-15 kat daha az ¢oziicii kullanilir.

Enjekte edilen numune miktarlarin1 3-10 kat
azalir. Uzun yola sahip UV akis hiicrelerinin
(25-60 mm) kullanilmasi, konsantrasyon
hassasiyetini 6 kata kadar arttirabilir.
Alikonma stiresinin 2-3 kat azalmasi ile pik
alanin kesinligini arttirr (>1 pL enjeksiyon
hacimlerinde elde edilebilen <%0,1 bagil
standart sapma)
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2.11. HPLC Bilesenleri

HPLC cihazlar genellikle alti boliimden olusmaktadir. Hareketli faz (¢oziicii) siseleri,
gaz-baloncuk giderici, pompalar, enjektor, kolon, dedektér bu pargalardan bazilari

calisilacak 6rnek ve cihaz modeline gore degisiklik gosterebilmektedir.

2.11.1 Mobil faz siseleri

HPLC cihazinda bir ya da birden fazla mobil fazlarin konuldugu cam veya paslanmaz
celik kaplar bulunmaktadir. Analizde sulu tamponlardan hidrokarbonlara kadar farkli

polaritede ¢oziiciiler kullanilabildigi i¢in bu kaplarin kalitesi 6nemlidir.

2.11.2. Degasser (Gaz giderici)

Mobil faz icerisinde bulunan eriyik gazlarin giderilmesi i¢in kullanilan bir sistemdir.
Tim ¢ozicilerin gazinin ¢6ziiciiden uzaklastirilmasi gereklidir. Mobil fazda gaz
kabarciklarmin bulunmasi pompa ve kolonda sorunlara neden olabilmektedir. Ornegin;
kolonda kabarcik olusmasi pik geniglemesine veya alikonma zamanin kaymasina yol
acabilmektedir. Mobil fazlarda gazin giderilmesi c¢esitli sekillerde gerceklestirilebilir;
¢oziiciilerin 1sitilmasi, vakum altinda karigtirma, ultra sonikasyon veya solvent sisesine
helyum gazi verilmesidir. Ancak gelisen teknoloji ile beraber HPLC cihazinda degasser

standart olarak bulunan bir modiil haline gelmistir (Eser ve Dingel, 2018).
2.11.3. Pompa

HPLC, kolon girisi ve ¢ikis1 arasinda saglanmasi gereken yiiksek basing nedeni ile diger
stv1 kromatografisi cihazlarindan farklilik gosterir. Bu basing farki, kolon girigine bir
pompa vasitasiyla uygulanan basing ile saglanmaktadir. Mobil faz pompa sistemi belki
de HPLC cihazinin en 6nemli pargasidir. Pompaya ait performans, analiz sonuglarinin
tekrarlanabilirligine, nicel degere, tayin smirina vb. degerlere biyiik Olgiide etki

etmektedir (Hanai, 1999).

HPLC cihazinda analiz sirasinda iki farkli akis secenegi kullanilmaktadir. Bunlar;
fazlarin yilizde oranlarina gore ayarlanan izokratik ve gradyan (basamakli) akistir.
Izokratik akis, tek pompa kullanilarak oransal olarak fazlarin analiz basindan sonuna

dek degismedigi akis tiirtidiir. Gradyan ise iki ya da daha fazla pompa kullanildig
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polariteleri farkli mobil fazlarin analiz basindan sonuna kadar oransal olarak farklilik
gosterdigi akis tiiridiir (Ranade, 2010).

Gradyan analizinin avantajlar1 sunlardir:

» Kompleks ve karmasik numuneler i¢in daha uygundur.

* Erken ve geg eliisyon pikleri daha iyi ¢oziintirliige sahiptir.

* Pikler, tiim ¢alisma boyunca benzer pik genisliklerine sahiptir.

* Daha yiiksek pik kapasitesi elde edilir.

Dezavantajlar asagidaki gibidir:

* Dortlii pompa ihtiyacindan dolayr daha karmasik HPLC yapasi.

* Optimizasyon gradyan yontemlerinde daha zor ve zaman alicidir.
 Laboratuvarlar aras1 gradyan yontemlerin transferi daha zordur.

+ Kolon dengelemesi nedeniyle daha uzun ¢alisma siireleri gerekmektedir (Dong, 2019).
2.11.4. Enjektor

HPLC’de analizlerin kesinligini etkileyen en 6nemli faktorlerden biri, 6rnegin kolona
enjeksiyonunun tekrarlanabilirligidir. Ideal enjektor, drnegi kolonun giris kismima mobil
faz akigina zarar vermeden iletebilmelidir. Bu septum enjektorii kullanimi ile
gerceklestirilebilir fakat yiiksek basing altinda sizint1 sorunu bu enjektoriin kullaniminm
siirlamaktadir. Valf ve siringa enjektor olmak tizere iki gesit enjeksiyon sistemi vardir.

Oto enjeksiyon yeni nesil HPLC sistemlerinde mevcuttur.
2.11.5. Kolon

Bileseni fazla numunelerde analitlerin ayirimi sabit faz sayesinde gergeklesmektedir.
Bir kolonun ayirma verimlili§i ve performansini, kolonun i¢ yiizeyini kaplayan
dolgunun fiziksel ve kimyasal o&zellikleri belirler. Farkli tip dolgu malzemeleri
mevcuttur bunlar1 secerken mobil fazlarin, HPLC yonteminin ayrica analiz edilen
numunenin fiziksel ve kimyasal ozelliklerine dikkat edilmelidir. Tercih edilecek
kolonun analizde kullanilacak akis hizi ve bu hiz sonucu ortaya ¢ikacak basinca karsi

dayanikli olmas1 gerekmektedir (Hanai, 1999).
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HPLC’de bazen diisiik basingli uygulamalar (<600 psi) i¢in kalin cidarli cam boru
kullanilmasina ragmen, kromatografi kolonlarinin ¢ogu 4-10 mm i¢ ¢aplar1 ve 10-30
cm uzunluklar1 olan paslanmaz ¢elikten yapilmaktadir. Kolonlar genellikle 5 ila 10 pm
araliginda degisen partikiil boyutlarindaki silika dolgu maddeleri ile doldurulmustur.
Son zamanlarda iiretilen yiiksek performanslt mikro kolonlarin i¢ ¢aplart 1 mm'den 4,6
mm'ye ve uzunluklart 3 cm'den 7,5 cm'ye kadar genis bir araliktadir. 3 um veya 5 pm
partikiillerle doldurulmus bu kolonlar, hiz ve diisiik mobil faz kullanimi avantajlari

sunar (Ranade, 2010; Thammana, 2016).

Her analizde oldugu gibi PAH analizlerinde de kolon se¢imi 6nem arz etmektedir.
Secimin dnemine dair yapilan bir ¢alismada monomerik ve polimerik C 18 kolonlar
kullanilmistir. 11 farkli PAH 1 ayrilmasina yonelik bu calismada polimerik C 18
kolonu tiim PAH’larin ayrimini saglamistir. Fakat ayn1 mobil faz ve akista monomerik
kolonda diisiik ayrim gergeklesmistir. Sekil 2.5’te monomerik ve polimerik C 18

kolonlarindaki ~ PAH’larin ayrimma  dair  kromatogramlart  verilmistir.

R

175 5)
e

o2 1.2

Sekil 2.5. PAH’larn iki tip C 18 kolonda ayrim kromatogrami (Neilson, 1998)

Analizin kaliteli olarak gergeklestirilebilmesi i¢in kolonun bulundugu ortamin sabit bir
sicaklikta olmas1 gerekmektedir. Bu sebeple kolon firim1 HPLC cihazlarinda biiyiik
onem tagimaktadir. Hava sirkiilasyonlu ve blok 1siticili olmak iizere iki tiirii vardir (Eser

ve Dingel, 2018).
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2.11.6. Dedektor

Bir LC sistemine ¢ok cesitli dedektor tiirleri entegre edilebilir. Dedektor tipleri
hassasiyet, secicilik ve dogrusal aralik agisindan farklilik gosterir. Duyarlilik, bir
bilesigin tespit edilebilecek en diisilk konsantrasyonunu tanimlar. Segcicilik, bir
dedektoriin belirli bir bilesik i¢in ne kadar spesifik olabilecegini belirler. Dogrusal
aralik, dedektoriin dogrusal bir yanit sinyali verdigi bir bilesigin konsantrasyon araligini

tanimlamaktadir (Agilent Technologies, 2016).

HPLC cihazlarinda kullanilan baslica dedektorler sunlardir;
-Ultraviyole/goriiniir bolge (UV)

-Fotodiyot dizi (PDA)

-Floresans (FL)

-Kirilma indisi (RI)

-Elektrokimyasal (ECD)

-Kiitle spektrometresi (MS)

-Evaporatif 151k sa¢ilimi (ELS)

-Niikleer manyetik rezonans (NMR)

-Infrared spektrometresi (IR)

Bu dedektorlerden bazilart detayh sekilde asagida agiklanmistir (Novakova ve Vickova,
2009; Dong ve Zhang, 2014).

2.12. HPLC’de Kullanilan Bashca Dedektorler
2.12.1. Ultraviyole/goriiniir bolge (UV)

Organik bilesiklerin 15181 190-800 nm araliginda absorbe edenlerinin analizlerinde
Ultraviyole/goriiniir bolge dedektor kullanilir. Bu dedektor, UV veya goriiniir araliktaki
farkli dalga boylarinda tarama yaparak farmasotik, cevre, gida ve petrokimya
analizlerinde avantaj saglamaktadir (Hussain ve Shaikh, 2016).

2.12.2. Fotodiyot dizi (PDA) dedektorii

PDA dedektorleri, 190-800 nm araliginda iki ve {i¢c boyutta ayn1 anda dogru bilesik
tanimlama ve gelismis optik algilama saglar. Bu dedektor ilag analizlerinde yogun

olarak kullanilmaktadir (Malejko vd., 2016).
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2.12.3. Kirilma indisi (RI) dedektorii

UV absorbansi olmayan ya da sinirlt olan bilesikler i¢cin kullanilan dedektordiir. RI
dedektorleri ile alkoller, sekerler, yag asitleri, eksipiyanlar, ham maddeler ve
farmasotikler analiz  edilebilmektedir. Molekiil kiitlesi  diisiik  polimerlerin
karakterizasyonuna ek olarak, UHPLC'de de kullanilmaktadir. Bu dedektoriin

dezavantaji diisiik hassasiyetidir.

2.12.4. Elektrokimyasal (ECD) dedektor

Amperometrik, kulometrik ve voltametrik olarak ii¢ farkli c¢alisma prensibi olan
elektroaktif bilesiklerin analizinde kullanilan dedektor ¢esididir. Yapisinda elmas,
giimiis ve altin gibi ¢aligma elektrotlar1 bulunmasi sebebiyle maliyeti yiiksek bir
detektordiir. Ayrica siirli sayida madde ile galisilabilmesi gibi nedenlerden dolay: daha
az tercih edilmektedir (Hussain ve Shaikh, 2016).

2.12.5. Floresan (FL) dedektorii

Floresan dedektorler, floresans 6zellige sahip maddelerin yiiksek hassasiyet ve segicilik
ile Ol¢iilmesine olanak saglar. Hassasiyet, UV algilamaya gore 1000 kata kadar daha
fazla olabilir. PAH’lar, ilaglar ve bazi vitaminler ile floresans veya fosforesans gibi
kemiliiminesans  Ozelliklere sahip bilesiklerin  analizi i¢in  kullanilmaktadir

(Stragierowicz vd., 2017; Ranade, 2010).

Isik kaynagi genellikle, UV dedektorlerinde kullanilan doteryum lambasi veya bir
ksenon flag lambas1 gibi genis spektrumlu bir UV lambasidir. Uyarma dalga boyu bir
filtre veya monokromatdr tarafindan secilir ve numuneyi akis hiicresinden gegerken
aydinlatir. Bir bilesik floresan yaydiginda, istenen emisyon dalga boyu bir filtre veya
monokromator ile izole edilir ve bir fotodedektore yonlendirilir, burada izlenir ve veri
isleme i¢in elektronik bir sinyale doniistiiriiliir. Floresan her yone yayildigindan, yayilan
15181 gelen 1s18a dik agilarda izlenmesi yaygindir. Bu optigi basitlestirir ve arka plan
giirtiltiistiini azaltir. Floresans siireci %100 verimli degildir, bu nedenle enerji kaybolur.
Bu, emisyon dalga boyunun her zaman uyarma dalga boyundan daha diisiik enerjide
(daha yiiksek dalga boyu) olmasi gerektigi anlamina gelir. Diger algilama teknikleri ile

karsilagtirildiginda, floresan genellikle daha az sorun ¢ikarak bir tekniktir. Floresan
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dedektoriiniin en biiylik dezavantaji, tim bilesiklerin floresans yapabilme kabiliyetine
sahip olmamasidir (Snyder, 2010). Cizelge 2.9°’da HPLC’de kullanilan detektorler
Ozellikleriyle beraber verilmistir.

Cizelge 2.9. HPLC detektorlerinin bazi performans 6zellikleri (Giiler, 2020)

Detektor Ticari Detektorler Kiitle LOD D"gr‘ggl)(‘?rallk
Uv-PDA Var 10 pg 3-4
FL Var 10 fg 5
ECD Var 100 pg 45
RI Var 1 ng 3
Iletkenlik Var 100 pg-1ng 5
MS Var < 1pg 5
R var I ng 3
ELS Var 1 ng 5

2.13. HPLC’de Metot Optimizasyon

Literatiirden uyarlanmis veya tamamen yeni uygulanan her yontem, iyilestirme
amaciyla cesitli modifikasyonlara tabi tutulur. Bu iyilestirme siirecinin kapsami, ¢ok
sinirli degisikliklerden tam bir optimizasyon siirecine kadar degisebilir. Siire¢ zaman
alic1 ve pahali olabileceginden ve yalnizca kiigiik iyilestirmeler saglayabileceginden,
tam bir optimizasyon ihtiyact her zaman kritik bir sekilde degerlendirilmelidir. Ote
yandan, iyilestirme siireci, yontem analizin amaci i¢in tamamen yeterli hale gelene

kadar devam etmelidir.

Kromatografik ayirmanin optimizasyonu, bir yontemi gelistirmenin Onemli bir
parcasidir, ancak yontemin diger boliimleri, iyilestirme amaciyla degisikliklere tabi
tutulabilir. Enjeksiyon hacmi, detektor ayarlar1 ve kromatografik ¢alismanin uzunluguna
dair iyilestirme calismalar1 da yapilabilir. lyilestirme siireci, deneme yanilma yoluyla
veya ¢ok degiskenli istatistiksel tekniklerle gerceklestirilebilmektedir.

Optimizasyon siireci, bir kalibrasyon tipi se¢cimine genisletilebilir. Bir kantitatif yontem
icin standartlarla basit kalibrasyonlarin yani sira gesitli prosediirler kullanilabilir. Bunlar
arasinda harici, dahili normallestirme, matriks uyumlu, standart ekleme ve sinyal-oran

kalibrasyonlaridir (Moldoveanu ve David, 2022).
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Yeni analitik yontemlere genellikle asagidaki nedenler sebebiyle ihtiya¢ duyulur:

+ Standart analiz yonteminin olmamast

* Mevcut yontemlerin giivenilir, dogru, hassas, saglam veya mevzuata uygun olmamasi
* Yeni analiz cihazinin veya tekniginin daha yiiksek performansa sahip olmasi (UHPLC
ve LC-MS/MS gibi)

HPLC’de yontem gelistirmek i¢in bes adiml1 bir strateji tanimlanmustir:

1. Yontemin ve ayirma hedeflerinin tanimlanmasi

2. Numune ve analit bilgilerinin toplanmasi

3. flk yontem gelistirme: kesif calismalar1 ve ilk kromatogramlarin alinmasi

4. Yontemin ince ayar1 ve optimizasyonu

5. Yontemin 6n yeterliligi

HPLC yontemi gelistirme sirasinda, dncelikli olarak dedektor, kolon ve mobil fazlarin
seciminin yapilmast gerekmektedir. Sonrasinda optimize edilebilecek parametreler
asagidaki gibidir:

- Mobil faz parametreleri: Organik solvent ytizdesi, tampon tipi ve konsantrasyonu, pH,
solvent tipi (6rn. asetonitril veya metanol), tuz eklenmesi

- HPLC calisma parametreleri: Akis hizi, sicaklik, gradyan araligi ve oranlari

- Kolon parametreleri: Bagl faz tipi, uzunluk, kolon ¢ap1 ve partikiil boyutu

- Digerleri: Detektor dalga boyu, enjeksiyon hacmi ve seyreltilmesi

2.13.1. Mobil faz parametreleri

HPLC'de mobil faz, sabit faz i¢in ayirmanin tutulmasini1 ve segiciligini kontrol eder ve
yontem gelistirme sirasinda ayarlanabilir olmalidir. Mobil fazlarin polarite farklarinin
giiclii olmas1 tutunmayi artirir ve tipik olarak izokratik ayirmalarda ¢oziintirligl artirir
(Dong, 2019). Sekil 2.6’da mobil faz oranlarinin analize etkisini gosteren
kromatogramlar verilmistir. Ug sabit faz tipinde (diol, amino ve siilfobetain) 1-
hidroksibenzoik asit ve 4-hidroksibenzoik asit igin yapilan arastirmada su yiizdesinin

degismesiyle alikonma zamanlarinin ve pik yapilarinin degisimleri gozlemlenmistir.
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Sekil 2.6. Mobil faz degisiminin alikonma zamanina ve pik yapisina etkisi

Yikli analitler ile sabit faz arasindaki elektrostatik etkilesimleri kontrol etmek i¢in
mobil faza tipik tuzlar eklenmektedir. Bu ekleme islemi ile kuyruklanma yapan
analitlerin pik seklinde bir iyilesme s6z konusudur. Amonyum asetat, amonyum format
ve amonyum bikarbonat gibi tuzlar kullanilmaktadir. Sekil 2.7’de tuz miktarinin analize
etkisini gdsteren kromatogramlar verilmistir. Ug sabit faz tipinde (diol, amino ve

stilfobetain) 1-hidroksibenzoik asit ve 4-hidroksibenzoik asit i¢in yapilan aragtirmada

faz icerisindeki amonyum asetat tuzunun miktarsal artisinin analize etkisi verilmistir.

Diol Amino Sulfobetaine
mAUT | mAU 1 COO- mAU 1
1204 OH L
60
E 1004
10 mM 807 > L00:
Ammonium | 40 3
acetate 7 2
f 50 -
404 20 \ 2
3 \ ’L OH , \. 1 /K
04 | ¥ S ) v~ 04
T 3§ T T 3 v T L
0 5 min 0 10 20 min 0 5 min
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80
804
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404 2
404
/\ 50 12 2
15mM ] / \ }1 /\
Ammonium | | \
acetate =~ T T OF T T —_ ; T T
0 5 min 0 10 20 min 0 5 min

Sekil 2.7.
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2.13.2. HPLC calisma parametreleri

Akis hizi, bir izokratik analizde analitin tutulmasini veya segiciligini etkilemez, ancak
gradyan eliisyon i¢inde hem ortalama tutulmay: hem de segiciligi etkileyen 6nemli bir
faktor olabilir. Artan kolon sicakliklari, ters fazli kromatografide tutulmayi ve ¢oziicii
viskozitesini azaltir ve se¢icilik tizerinde onemli etkileri olabilir.

Ana bilesen etrafindaki analitlerin ¢oziiniirliiglinli artirmak i¢in daha dar bir gradyan
aralig1 yararlidir. Gradyan siiresindeki bir artis genellikle karmasik numunelerin genel

¢Ozilinlirliginii artirir.

2.13.3. Kolon parametreleri

Kolon uzunlugu, ¢ap1 ve partikiil boyutlar1 verimliligi, hiz1 veya hassasiyeti artirmak
i¢cin optimize edilebilir. Hizl1 kolon ve hareketli faz taramasi i¢in kisa UHPLC kolonlar1
kullanmak ve ardindan secilen bagli fazi kullanarak daha uzun kolonlarla (¢oziintirliigii
maksimize etmek igin) optimizasyon yapmak daha uygun olacaktir. Sekilde 2.8’de tiim
Ozellikleri ayni1 sadece uzunluklar1 farkli bes tip kolonda Asetaminofen, Kafein, 2-
Asetamidfenol, Asetanilid, Aspirin (asetosalisiklik asit), Salisilik asit, Fenasetin
(asetofenetidin) maddelerinin  kolon uzunliguna bagli degisen ayrimlarina dair

kromatogram verilmistir.

4.6 =< 15 mm

1lLLUU L eexeermm
N\

n n 4.6 > 50 mm

. Acetaminophen

. Caffeine

. 2-Acetamidophenol

. Acetanilide

. Aspirin (acetosalicyclic acid)
. Salicylic acid

3 . Phenacetin (acetophenetidin)
I I I n 4.6 x 75 mm

NOORWON =

2
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2
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o
-

Sekil 2.8. Kolon uzunlugunun piklerin ayrimina etkisi
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Partikiil boyutu, boyut dagilimi ve mekanik giicii, kolonun veriminin ve de i¢ basincin
en Onemli belirleyicisidir. Sekil 2.9’da boylar1 ayni partikiil boyutlar1 farkli dort

kolonun dort maddeyi ayrima kapasitesini gostermektedir.
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Sekil 2.9. Partikiil boyutunun piklerin ayrimina etkisi
2.13.4. Dedektor ayar: ve numune miktari

Son olarak, dedektor ayar (algilama dalga boyu, yanit siiresi ve 6rnekleme orani) ve
numune yiikleme parametreleri optimize edilir. UV algilama duyarliligi optimizasyonu
sirasinda amag, sinyal/giiriiltii oranin1 maksimize ederken, yontem dogrusalligini ve iyi
pik sekillerini korumaktir. Bu iyilestirme genellikle numune konsantrasyonunu ve/veya

enjeksiyon hacmini artirarak elde edilir (Dong, 2019).

Sekil 2.10°da 5 pL ve 1000 pL enjeksiyon hacmi kullanilarak dort adet antineoplastik
ilaglarn  ayrimina dair kromatogram gosterilmektedir. Tutulma siirelerindeki
farkliliklar, uygulanan numune spirallerinin farkli hacimleriyle agiklanabilir. Yaklasik
iki dakikalik zaman farki, 1000 pL numune spiralinin yikanmasindan kaynakl

gecikmedir.
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Sekil 2.10. Enjeksiyon hacimin pik boylarina etkisi (Kromidas, 2017)
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2.14. Tez Calismasina Yonelik Kaynak Arastirmasi

Sargenti ve Mcnair (1998) kat1 faz ekstraksiyon ve siiperkritik akiskan ekstraksiyonun
icme suyu matriksinde PAH analizlerindeki ozelliklerini karsilastirmislardir. C 18,
siyano ve fenil kartuslarinda DCM ve ACN c¢oziiciilerinin eliisyon basamaginda geri
kazanim degerleri incelenmistir. EPA’nin Oncelikli kirleticiler listesinde olan on alt1
PAH i¢in C18 kartusta elde edilen yiizde geri kazanim ortalamast DCM ile %68,81,
ACN ile %56,25°tir. Siyano kartusta elde edilen yiizde geri kazanim ortalamas1t DCM
ile %61,87, ACN ile %39,12°dir. Fenil kartusta elde edilen yiizde geri kazanim
ortalamas1t DCM ile %74,94, ACN ile %46,94 olarak verilmistir.

Marce ve Borrull (2000) EPA’nin oncelikli kirleticiler listesinde olan on alti PAH’in
kat1 faz ekstraksiyonunu farkli basliklarda karsilagtirmiglardir. 2-propanoliin geri
kazanima etkisini C18 ve SDVB kartuglarinda incelemislerdir. 2-propanol eklenmeden
kartuslarin yiizde geri kazanmimlart C 18 i¢in %72,8, SDVB igin % 63,4 olarak
verilmistir. Numuneye %10 oraninda 2-propanol eklenmesiyle C 18’ten clde edilen
ortalama geri kazanim %82,4, SDVB kartustan ise %77,6 olmustur. Numuneye eklenen
2-propanol %15 oldugunda elde edilen geri kazanimlar C 18 kartusta %91,7, SDVB
kartusta %77,3 olarak verilmistir. Yiizey aktif madde olan Brij-35’in farkli derisimlerde
numuneye eklenmesinin geri kazanima etkileri aragtirtlmigtir. 0,5, 1,1, 3,0 ve 6,0 x 10*
molar eklenmis numunelerin yiizde geri kazanim ortalamalar1 karsilastirilmistir. Brij-35
yiizey aktif maddesi eklenmemis numunede yapilan analizler sonucu ortalama yilizde
geri kazanim %24,4’tir. 0,5x10™ molar eklenmis numunenin ortalama yiizde geri
kazanimi %30,7"dir. 1,1x10™ molar eklenmis numunenin ortalama yiizde geri kazanimi
%47,1°dir. 3,010 molar eklenmis numunenin ortalama yiizde geri kazanimi %70,2 ve
6,0x10* molar eklenmis numunenin ortalama yiizde geri kazammi %351,8 olarak

verilmistir.

Bruzzoniti vd. (2010), EPA’nin 6ncelikli kirleticiler listesinde olan PAH'larin igme
suyunda SPE 6n islemi kullanilarak HPLC analizine yonelik calisma yiiriitmiislerdir.
SPE 6n isleminde numuneye %1 oraninda metanol eklenmis, metanollii ve metanolsiiz
numunelerin yiizde geri kazanim oranlar1 karsilastirilmistir. Nap, Acn, Fln, Phe ve Ant

parametrelerinin metanolsiiz numunede diger, on PAH’1n metanol eklenmis numunede
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daha yiiksek geri kazanim oranlarina sahip oldugu gorilmistiir. Numune hacmi 1000
mL ve son konsantrasyon hacmi 1 mL olan 6rnek ile 500 mL numune ve 0,5 mL son
konsantrasyon hacmi olan 6rnegin karsilastirilmasinda Act, Fln, BKF ve BaP’ta yari
yariya azaltilmig numune ve son konsantrasyon hacmine sahip 6rnekte daha yiiksek geri
kazanim degerleri elde edilmistir. Diger on bir PAH’in geri kazanim degerlerinin
numune hacmil000 mL ve son konsantrasyon hacmi 1 mL 6rnekte daha yiiksek oldugu

belirtilmistir.

Sibiya vd. (2012), Nap, Act, Phe, Pyr ve Chr PAH’lar1 i¢in kat1 faz ekstraksiyonda
kartustan gegirilen numune miktarinin geri kazanima etkisini incelemistir. 100, 150 ve
200 mL’lik numune hacimleri kartustan gegirilerek ortalama geri kazanim degerleri
grafik ile karsilastirilmistir. Altt PAH iginde en yiiksek geri kazanim degeri 200 mL’lik
numune hacminde elde edilmistir. Numune hacminin artmasiyla geri kazanimin da

arttig1 belirtilmistir.

Limam ve Driss (2013) tarafindan sulu matrikslerde SPE 6n islemi kullanarak yapilan
PAH analizlerinde Nap, Acn, Act, Pyr, Chr, DahA ve IcdP i¢in CI18 kartusta alinan
verimler sirasiyla %88,08, %87,95, %82,68, %48,58, %26,38, %9,37 ve %12,44 tiir.
Asetonitril (ACN) ile numune sisesinin yikanip eliisyona katilmasiyla elde edilmis yeni
geri kazanim ylizdeleri %88,40, %88,48, %84,10, %53,96, %40,11, %20,60 ve %34,85
olarak verilmistir. Yine ayni ¢alismada numuneye %0,5 metanol eklenerek elde edilmis
geri kazanim ylizdeleri %95,67, %101,48, %97,19, %79,13, %71,83, %50,72 ve
%61,17°dir. Daha sonra %10 metanol eklenerek tekrarlanan ¢alismada ise geri kazanim
degerleri sirasiyla %26,04, %53,41, %50,51, %84,60, %80,40, %62,04 ve %67,48

olarak verilmistir.

Huang vd. (2013), tarafindan toprakta bulunan PAH’larin analizi i¢cin HPLC’de PDA ve
FL dedektorlerin dedeksiyon limitleri incelemistir. EPA’nin 6ncelikli on bes PAH' i¢in
yapilan analizler sonucunda FL dedektor en diisiik Nap parametresinde 15 kat, en
yiiksek BaP parametresinde 820 kat daha hassas analiz yaptigi belirtilmistir. On bes
parametrenin dedeksiyon limitlerinin ortalamalar1 alindiginda FL dedektorin PDA

detektorden 225 kat daha hassas analiz yaptig1 goriilmiistiir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullamilan Cihaz ve Malzemeler
3.1.1. UHPLC cihaz

Bu calismada Perkin Elmer marka Flexar UHPLC cihazi kullanilmistir. Cihaz pompa,
kolon firin1, dedektdrler, otomatik 6rnekleyici ve degasser sistemi olmak {izere toplam
bes bolimden olusmaktadir. Dortli pompa sistemi 18000 psi’a kadar basing
olusturabilmektedir. Otomatik ornekleyici 1 pL’ye kadar enjeksiyon yapabilmektedir.
Otomatik 6rnekleyici i¢erisinde buluna peltier firin sayesinde numunlerin 4 °C ile 40 °C
arasinda sicaklig1 degistirilebilmektedir. Kolon firmn1 5 °C ile 90 °C arasinda 1sitma ve
sogutma Ozelligine sahiptir. Yapisinda bulunan FL ve PDA dedektorleri ile ayr1 ayri
veya bitliinlesik olarak analiz yapilabilmektedir. Analiz prosesinin takibini ve
kontrolinii saglayan Chromera isimli program ile kromatogramlar anlik olarak
goriintiilenebilmektedir. Farkli analizlere ait kromatogramlar st tste cakistirilarak
sonuglar arasi karsilastirma yapilabilmesine olanak saglamaktadir. Cihaza ait gorsel

Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. UHPLC cihaz1
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3.1.2. Kat1 faz ekstraksiyon cihaz (SPE)

Dionex marka AutoTrace 280 model SPE cihazi kullanilmistir. Cihaz ayni anda alti
numune caligabilir kapasitede olup, bilgisayar desteginde sundugu program sayesinde
tiim ekstraksiyon kosullarinda degisiklik yapilabilmesine imkan saglamaktadir. Coziicii
hatlar1 ile numune hatlarinin farkli olmasi ¢apraz kontaminasyonu engellemektedir.
Cihazin gaz girisi bulunmakta olup bu sayede Kkartuslar azot gaz1 ile
kurutulabilmektedir. Cihazin on iki yollu valf sisteminin olmasi ayni anda alti numune
caligabilmesini saglamaktadir. Eliisyon basamaginda kartusa uygulanan pozitif basing
sayesinde vakum pompasina gerek kalmadan ¢alismaktadir. Calismada kullanilan SPE

cihazi Sekil 3.2°de verilmektedir.

Sekil 3.2. SPE cihaz
3.1.3. Evaporator cihazi

SPE sonrasi yapilan ¢oziicii ugurma isleminde Biotage marka TurboVap LV model
evaporator  kullamlmistir.  Sekil 3.3’te  gorillecegi iizere 45 °C’lik aciyla
konumlandirilmis hava kanallar1 azot gazinin direkt numune ile temasini keserek analit
kaybimi onlemektedir. Cihazda bulunan su banyosunda sicaklik ve azot gazi igin de
basing ayar1 yapilabilmektedir. Ugurma isleminin gergeklestirildigi cihaz Sekilde 3.3’te

verilmistir.
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Sekil 3.3.Evaporator cihazi

3.1.4. Azot jeneratorii

Cland Brezza marka Nigen LC MS 40-1 model azot jeneratoriinden elde edilen saf azot
gaz1 edilmistir. Elde edilen azot gazi ile SPE kartuslar1 kurutulmus ve buharlastirma
islemi gerceklestirilmistir.

3.1.5. Ultra saf su cihaz1

Spike ¢ozeltiler Merck Milli-Q 1Q 7000 Ultrapure cihazinda temin edilen ultra saf su ile
hazirlanmustir.

3.1.6. Vortex karistirici

Tam kuruma yapilan ugurma igleminden sonrasi ¢oziicii degisimi i¢in eklenen ACN’in
SPE vialine daha iyi temasi i¢in Velp marka ZX3 model vortex karistirici kullanilmistir.
3.2. Kullanilan Kimyasal ve Cozeltiler

3.2.1. Kimyasallar

Dr. Ehrenstorfer GmbH PAH-Mix 9 (10 ug/mL)

Dr. Ehrenstorfer GmbH tekli PAH standartlar

Merck acetonitrile gradient grade for liquid chromatography
Merck methanol gradient grade for liquid chromatography
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Merck water for liquid chromatography

Merck dicholoromethane for liquid chromatography

Dionex C 18 PAH SPE kartus 1 g 6 mL

Supelco Supelclean ENVI-18 SPE kartus 1 g 6 mL

Supelco Supelclean LC-18 SPE kartus 1 g 6 mL

Oasis HLB (Hidrofilik Lipofilik Dengeli) SPE kartus 1 g 6 mL
Isolute C 18 SPE kartus 1 g 6 mL

Thermo Scientific HyperSep C 18 SPE kartus 1 g 6 mL

Attract DVB (Divinilbenzen) SPE kartus 1 g 6 mL

Thermo Scientific HyperSep CN (Siyano) SPE kartus 1 g 6 mL
Thermo Scientific HyperSep Phenyl SPE kartus 1 g 6 mL
Brownlee Analytical PAH Kolon (150 mm x 3,2 mm x 5,0 um, por boyutu: 110 A)

3.2.2. Stok ¢ozeltiler

10 ug/mL Dr. Ehrenstorfer GmbH PAH-Mix 9 standart ¢6zeltisinden 100 mL, 100 ppb
(milyarda bir kismi1) ana stok ve bu ana stok ¢ozeltiden 100 mL 0,1, 1, 2, 5, 7 ve 10

ppb’lik ara stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.

3.3. Yontem
3.3.1. Kromatografik kosullar

UHPLC’de yapilan tiim analizlerde Brownlee Analytical PAH (150 x 3.2 mm, 5 pm
partikiil boyutu) kolonu kullanilmistir. Analizler sirasinda kolon firm 25 °C'ye
ayarlanmstir. Izokratik akis (30/70 v/v, mobil faz A ve mobil faz B) kullanilmis olup
mobil faz A su ve mobil faz B ise asetonitrildir. Dalga boyu optimizasyonu i¢in yapilan
tiim analizler 0.8 mL/dk'lik akis hizinda ve 20 pL enjeksiyon hacminde calisilmistir.
Siiper dusiik, diisiik, orta, yiiksek ve siiper yiiksek olarak bes kademeli dedektor
hassasiyetine sahip dedektorde dalga boyu calismalar1 ig¢in “orta” seviye dedektor
hassasiyeti ile gerceklestirilmistir. Yiiksek derisimde analiz yapildiginda pik boylarinda
kesilme olmamasi i¢in orta seviye tercih edilmistir. Metot tamamlandiktan sonra yapilan
LOD ve LOQ galismalari igin "sliper yiiksek" seviye tercih edilmistir. Buradaki amag
cihazin tam performansini goérebilmektir. Dalga boyu analizlerinde kullanilan 6rnek

HPLC metodu Sekil 3.4’te verilmistir.
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Chr 270-384

Device In Usze Channel Mame Slit "wiidth Offzet Sampling R ate [ptz/z) End Tirme [min]
FXFLDet-1 | | FFLDet1 1 Standard |0 5 |60
Elapzed Time [min] E =citation ‘W avelength [nim)] E mizzion "W avelength [nm)] S ensitivity Bazeline Mode
0o 270 384 b edium e | Autozero P
E.0 270 384 b edium e | Autozero P
#* - ~
Device InUsze | Injection Wolume [pl] Tray Temperature [*C] Tolerance [+/- ] Advanced...
[Fx10asco-2 | [200 [ o B EX [ @] |
Device In Usze Transzition Iritial Equil Time Total timne [min] Fun Time Reconciliation Advanced...
=P -
| FX15Pump-3 | tlzocratic 105 | E.0 | L} | F
Step Step Type Step Time [min] Flows [ml/rmir] 2 =B
Flo Equil w00 0.800 300 700
1 Run w B0 0.800
#* b
Step Type TE TE Tirme [min)
*| vl > |
Device In Usze Peltier Owen Temp [*C) Tolerance [+4- *C] E quil Tirme [min]
| FXPOven4 | |250 |20 |oo |
Device In Usze Colurmn Dezcription
| sCSV-5 | | Column 1 & | Coluuror 1 |

Sekil 3.4. Dalga boyu analizlerinde kullanilan 6rnek HPLC metodu
3.3.2. Dalga boyu optimizasyon ¢alismalari

Poliaromatik hidrokarbonlarin pik boylarini ve alanlarini gelistirmek igin en uygun
uyarilma (ex) ve emisyon (em) dalga boylarini tespit etmek gerekmektedir. Literatiirde
HPLC’de FL dedektorde yapilmis analizler taranarak kromatografik kosullari tespit
edilmistir. Tiim deneysel caligmalarda pik ayrimlari ve alikonma zamanlarinin
bulunmasinda sertifikali referans malzemeler kullanildigindan, ex/em ¢iftlerinin
tespitinde matriks farki g6z ardi edilmistir. Bu sayede hemen hemen her matrikse ait
ex/em ciftleri tespit edilmis, ¢akisan dalga boyu ciftleri elenerek analiz listeleri
olusturulmustur. Bu baglamda i¢ yiiz on iki adet farkli dalga boyu ciftleri tespit edilmis
ve analizleri gergeklestirilmistir. Her PAH’mm analizlerinde elde edilen tim
kromatogramlar1 st iiste cakistirilarak en yiiksek pik boyuna ulastigi dalga boyu
degerleri belirlenmistir. Tespit edilen ex ve em degerlerine gore kalibrasyon grafigi
olusturulmus ve tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. Bu calismalar
sonucunda elde edilen standart sapmalara gore LOD ve LOQ degerleri hesaplanmustir.

Analizleri gerceklestirilen dalga boyu ciftleri Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Literatiirde tespit edilen ex/em dalga boylar1 (Jing vd., 2014; Jing vd.,
2017; Bruzzoniti vd., 2010; Williamson vd., 2002; Delhomme vd., 2007; Kayali-Sayadi
vd., 1996; Silva vd., 2017; Berset vd., 1999; Pagliuca vd., 2003; Okuda vd., 2006;
Pensado vd., 2004; Zhang vd., 2010; Ishizaki vd., 2010; Ishizaki vd., 2011 Fernandez
vd., 2015; Yang vd., 2008; Veiga vd., 2014; Denis vd., 2012; Huang vd., 2013; Windal
vd., 2008; Sikalos vd., 2002; Janska vd., 2006; Varian, 2009; Wegrzyn vd., 2006;
Williams vd., 1994; Gerstel, 2002; Waters, 2019; Dionex, 1994; Wang ve Campiglia,
2008; International Organization for Standardization, 2002)

Nap Act Fin Phe Ant Flt Pyr BaA

215/330 220/325 263/310 247/364 247/401 280/460 236/389 275/389
219/330 224/320 265/310 250/365 248/405 280/450 237/385 281/391
220/330 220/320 275/315 250/366 250/402 281/453 238/398 277/393
217/338 276/330 270/323 247/357 250/406 232/445 270/390 284/390
221/337 275/330 279/306 250/368 250/380 237/460 240/386 270/390
222/329 280/324 280/324 246/370 252/402 270/450 332/378 270/410
224/330 280/330 275/330 244/370 252/400 270/440 254/390 270/384
224/320 225/315 276/330 252/365 250/408 270/470 240/400 270/385
267/330 227/315 234/320 240/360 251/378 284/467 246/375 268/398
275/330 235/332 280/330 252/370 248/375 237/440 334/371 267/385
277/330 290/337 225/315 252/372 250/375 285/465 252/400 287/386
270/323 270/323 250/341 246/375 254/402 280/420 248/375 260/390
277/337 292/322 227/315 248/375 250/420 288/450 276/391 290/395
276/323 234/320 224/320 250/380 255/380 238/418 238/418 254/390
280/330 275/350 220/325 254/375 238/418 290/447 250/420 290/404
278/322 280/355 290/337 275/350 240/430 337/440 237/440 265/380
280/324 275/315 275/350 280/355 244/370 260/420 270/440 260/420

275/350 265/360 265/360 240/400 252/372 250/420 - 240/400
280/355 250/341 280/355 252/400 250/368 365/462 - 2771376
248/375 248/375 240/368 294/347 260/420 240/400 - 238/398

- - 248/375 297/367 - 252/402 - -

- - - - 252/400 - -

- - - - - 248/375 - -
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Cizelge 3.1. Literatiirde tespit edilen ex/em dalga boylar1 (devam)

Chr BbF BkF BaP DahA BghiP IcdP
260/381  256/446  295/410  260/408  290/398  290/415  248/484
264/381  258/442  290/412  288/406  285/396  290/410  290/499
265/380  254/451  290/410  281/407  294/398  290/418  290/500
260/370  249/443  296/426  290/410  285/404  292/415  250/470
267/385  280/438  243/412  280/410  290/418  290/420  293/498
260/390  255/420  302/431  295/405  290/420  294/425  300/500
270/384  266/425  294/425  295/410  290/415  295/410  302/500
270/385  290/430  303/432  266/415  289/422 285/416  274/507
270/367  260/420  290/430  290/430  290/410  289/422  293/493
269/361  294/425  300/440  266/425  298/398  295/425  302/510
254/390  298/436  288/406  297/405  295/405  295/405  300/470
270/390  300/440  307/413  260/420  296/404  290/430  305/480
268/398  300/445  255/420  298/407  295/410  296/406  300/466
277/376  302/452  266/415  250/400  295/425  285/404  300/464
270/410  290/410  260/420  255/420  300/400  296/404  300/465
260/420  250/400  266/425  298/404  268/398  300/415  268/398
277/393  268/398  250/400  268/398  300/415  260/420  296/404
240/400 - 256/446  294/425  290/430  302/419  300/440
238/398 - 260/460  296/406 ~ 260/420  300/440  250/495
290/404 - 268/398  256/446 ~ 300/440  268/398  245/500

- - - 260/460  234/420  305/420  250/500
- - - 300/440  300/469  234/420  246/503
- - - 300/470  300/465  251/510
- - - - - 300/470 -
- - - - - 302/500 -
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3.3.3. Piklerin ayrim ¢alismasi

On bes PAH’mn piklerinin ayrimi ve reziilasyonu miktar analizleri igin biiyiikk dnem
tasimaktadir. Kalibrasyon egrilerinin ¢izilip kantitatif analize baslamadan 6nce pik
ayrimlariin tam olarak gergeklestirilmesi gerekmektedir. Bu dogrultuda tiim piklerin
ayriminin saglanmasi i¢in gradyan (basamakli) calisma yapilmistir. Mobil fazlarin
polarite farklarindan yararlanarak piklerin ayrimi gergeklestirilmistir. Cizelge 3.2’de

akig basamaklari faz oranlari ile birlikte verilmistir.

Cizelge 3.2. PAH'larin ayriminda kullanilan UHPLC metodu

Zaman(dk) Su ACN Akis(mL/dk)
0 60 40 0.8
6 25 75 0.7
15 10 90 0.8
24 0 100 1.0
35 60 40 0.8

Yukarida akis ve faz oranlari verilen gradyan ¢alisma sonucu PAH piklerinin ayrimlari
tam olarak saglanmig olup kantitatif analizler bu metot kullanilarak yapilmistir. On bes

PAH’1n piklerinin ayrimina dair kromatogram Sekil 3.5’te verilmistir.
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Sekil 3.5. PAH piklerinin ayrimimi gdsteren 6rnek kromatogram
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3.3.4. SPE optimizasyon calismalari

SPE optimizasyonlar1 kartus secimi, ¢Oziicii se¢cimi ve SPE sonrasi azot altinda
ucurmada kullanilan sicaklik ve basing basliklart altinda gerceklestirilmistir. Tim
analizler Ui¢ tekrarli yapilmis elde edilen sonuglarin ortalamalar1 ve standart sapmalari
kullanilmistir. SPE 6n islemine dair her optimizasyon asamasinda 1000 mL’lik ultra saf
suya 10 ppb’lik standart eklenerek spike ¢ozeltiler hazirlanmis ve ayn1 SPE metodu ile
analizler gergeklestirilmistir. Bu analizlere ait geri kazanim degerleri ile karsilastirmalar

yapilmistir.

SPE metodunda ilk olarak kartus ile matriks arasindaki polarite farkinin ortadan
kaldirmak i¢in sartlandirma yapilmistir. 10’ar mL diklorometan (DCM), metanol ve
ultra saf su kartuglardan gegirilerek sartlandirma tamamlanmis boylece kartus ile 6rnek
ayni polariteye sahip olmustur. 30 mL/dk akis hiz1 ile 1000 mL spike ¢ozelti kartustan
gecirilerek icerisindeki PAH’larin kartusa tutunmasi saglanmistir. DCM ile yapilacak
eliisyon islemi sonrasi eliientte faz farki olusmamasi adina kartuslar 7 dakika boyunca
azot gazi ile kurutulmustur. Sonrasinda 5 mL DCM ile kartuslar islatilarak yavas
elisyon baglatilmistir. Daha sonra 9 mL DCM ile hizli siyirma yapilarak eliisyon islemi
tamamlanmistir. Azot altinda gergeklestirilen tam kurutma islemi sonrasi viale 2 mL
ACN eklenmis, vortex cihazi yardimiyla cam c¢eperine tutunan PAH’lar ACN’ye

alinmis ve analize hazir hale getirilmistir.

Kartus se¢imi sirasinda dort farkli C18, fenil, CN ve SDVB kartuslarinin analizleri
gerceklestirilmistir. Kartus dolgu maddelerin farkliliklarinin geri kazanima etkisi tespit
edilmeye c¢alisilmigtir. Ugurma islemi sirasinda kullanilacak sicaklik degerinin tespiti
icin literatiirde karsilasilan 30, 33, 35, 37 ve 40 °C degerleri ¢alisma arali§1 olarak
belirlenmistir. Coziiciilerin karsilastirilmasi sirasinda kullanilan 13 mL’lik eliisyon
hacimi i¢in 14 psi iizeri denemelerde basingtan dolayr tagsma olusmustur. Bu yiizden en
yiikksek basing olarak 14 psi, ucurma siiresinin uzamamasi iginde en diisiik 10 psi
belirlenmistir. Bu sekilde 10, 11, 12, 13, 14 psi’likk caligma araligi belirlenmistir.
Coziicli secimi i¢imi literatiirde ve uygulama notlarinda karsilasilan coziiciiler ve

bunlarin karigimlar1 kullanilmistir.
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3.3.5. Sonuglarin standart metotlarla karsilastirilmasi

UHPLC ve SPE kisimlarinda yapilan optimizasyonlar sonrasi hazirlanan inovatif metot
uluslararasi iki standart metot ile karsilastirilmistir. Standart metotlar secilirken Tiirkiye
Akreditasyon Kurumu’nun g¢evre laboratuvarlari i¢in akredite edilecek kapsam beyani
rehberi dikkate alinmistir. Bu rehberde sularda HPLC ile yapilan PAH analizleri i¢in
tavsiye edilen EPA 550.1 ve Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii (1SO) 17993:2002

metotlar1 se¢ilmigtir.

EPA 550.1 metodu 6n islem olarak kati faz ekstrasyonu (disk yontemi), analiz yontemi
olarak olarak HPLC’yi kullanmistir. HPLC’de on altt PAH’in analizleri igin Uv ve FL
dedektdrleri biitlinlesik olarak kullanilmistir. Nap, Act ve Fln analizler uv’de diger on
tic PAH FL dedeltérde analiz edilmistir. Uv’de analizler 254 nm’de gergeklestirilirken
FL dedektorde uyarilma dalga boyu 280 nm, emisyon dalga boyu olarak 389 nm
kullanilmistir. 1ISO 17993 metodu 6n islem olarak siv1 siv1 ekstraksiyon, analiz yontemi
olarak HPLC’yi kullanmaktadir. HPLC’de on altt PAH 1n analizleri i¢in FL dedektorii
kullanilmistir. On bes PAH EPA’nin oncelikli kirliteciler listesinde olup ek olarak 6-
Metilkrisen’in de analizi gergeklestirilmistir. Metotta kullanilan uyarilma ve emisyon
dalga boylar1 Nap, Act, FIn ve Phe i¢in 275/350 nm, Ant, BaA ve Chr i¢in 260/420 nm,
Flt, Pyr 260/420 nm, BbF, BKkF, BaP, DahA ve BghiP i¢in 290/430 nm, IcdP i¢in
250/500 nm olarak kullanilmastir.

EPA 550.1°de disk yontemi kat1 faz ekstraksiyonda DCM, metanol, su ile sartlandirma
gerceklestikten sonra 1 L numune diskten gegirilmektedir. Vakum sistemi ile 10 dk
kurutulan diskten 12 mL DCM gegirilerek eliisyon tamamlanmaktadir. Olusabilecek faz
farkin1 6nlemek i¢in eliisyon sodyum siilfattan gegirilerek siiziilmektedir. Azot gazi
altinda ugurulmaya alinan ekstrakt 1 mL hacme kadar deristirilir. Daha sonra 3 mL
ACN eklenir ve son hacim 0,5 mL oluncaya ugurmaya devam edilmektedir. 1SO
17993’te 1 L numuneye 25 mL hekzan eklenerek bir saat boyunca manyetik
kanigtiricida  karistirilmaktadir. Hekzan sulu kisimdan ayrildiktan sonra sodyum
siilfattan gercirilerek kurutulmaktadir. Ekstrakt 30 °C ve 2,9 psi basing altinda son

hacim 2 mL oluncaya kadar ugurulmaktadir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. UHPLC Dalga Boyu Optimizayonu

Her PAH parametresi i¢in Cizelge 3.1°de verilen dalga boyu giftlerine ait analizler
gerceklestirilmistir. Tim analizler tamamlandiktan sonra optimum dalga boyu
degerlerini pik boylarinin en yiiksek oldugu flu (Floresans Birimi) cinsinden tespit
edilmistir. “Flu” UHPLC cihazina ait analiz programinin bize verdigi floresan
absorbansinin pik boyu cinsinden degeridir. Tiim PAH parametreleri igin
gerceklestirilen dalga boyu analizleri ve onlara ait sonuglarin flu cinsinden degeri
Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Dalga boyu optimizasyon analiz sonuglari

PAH analiz sonuglari

Nap Flu Act Flu Fin Flu Phe Flu Ant Flu
215/330 185 220/325 518 263/310 930 247/364 191 247/401 745
219/330 176 224/320 400 265/310 886 250/365 180 248/405 663
220/330 166 220/320 385 275/315 443 250/366 178 250/402 653
217/338 164 276/330 210 270/323 415 247/357 176 250/406 580
221/337 139 275/330 205 279/306 391 250/368 173 250/380 544
222/329 137 280/324 198 280/324 207 246/370 172 252/402 524
224/330 110 280/330 185 275/330 200 244/370 168 252/400 520
224/320 82 225/315 183 276/330 168 252/365 166 250/408 518
267/330 73 227/315 162 234/320 135 240/360 155 251/378 468
275/330 71 235/332 155 280/330 134 252/370 149 248/375 462
277/330 66  290/337 155 225/315 115 252/372 139 250/375 415
270/323 65 270/323 142 250/341 113 246/375 138 254/402 410
277/337 60 292/322 140 227/315 105 248/375 138 250/420 326
276/323 59 234/320 128 224/320 92 250/380 110 255/380 297
280/330 56 275/350 109 220/325 85 254/375 110 238/418 267
278/322 53 280/355 95 290/337 66 275/350 50 240/430 255
280/324 50 275/315 63 275/350 34 280/355 47 244/370 229
275/350 36 265/360 40 265/360 24 240/400 37 252/372 228
280/355 22 250/341 34 280/355 16 252/400 37 250/368 120
248/375 3 248/375 4  240/368 7  294/347 17 260/420 61

- - - - 248/375 5  297/367 14 - -
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Cizelge 4.1. Dalga boyu optimizasyon analiz sonuglar1 (devam)

PAH analiz sonuclar

Flt
280/450
281/453
232/445
237/460
270/450
270/440
270/470
284/467
237/440
285/465
280/420
288/450
238/418
290/447
337/440
260/420
250/420
365/462
240/400
252/402
252/400
248/375

BkF

295/410
290/412
290/410
296/426
243/412
302/431
294/425
303/432
290/430
300/440
288/406
307/413
255/420
266/415
260/420
266/425
250/400
256/446
260/460
268/398

Flu
50
48
44
43
43
41
41
38
36
35
25
25
18
18
15
14
13
8

4
4
3

T.E.

Pyr
237/385
238/398
270/390
240/386
332/378
254/390
240/400
246/375
334/371
252/400
248/375
276/391
238/418
250/420
237/440
270/440

BaP

260/408
288/406
281/407
290/410
280/410
295/405
295/410
266/415
290/430
266/425
297/405
260/420
298/407
250/400
255/420
298/404
268/398
294/425
296/406
256/446
260/460
300/440

Flu
126
113
109
108
97
89
88
62
61
59
58
57
a7
23
12
10

BaA
281/391
277/393
284/390
270/390
270/410
270/384
270/385
268/398
267/385
287/386
260/390
290/395
254/390
290/404
265/380
260/420
240/400
277/376
238/398

DahA

290/398
285/396
294/398
285/404
290/418
290/420
290/415
289/422
290/410
298/398
295/405
296/404
295/410
295/425
300/400
268/398
300/415
290/430
260/420
300/440
234/420
300/469
300/470

Flu
240
235
211
199
194
173
170
155
154
152
120
108
105
101
77
75
46
43
42

Flu

137
136
124
109
106
106
105
102
95
92
88
87
82
74
74
59
59
58
24

NG NN

Chr
264/381
265/380
260/370
267/385
260/390
270/384
270/385
270/367
269/361
254/390
270/390
268/398
277/376
270/410
260/420
277/393
240/400
238/398
290/404

BghiP

290/415
290/410
290/418
292/415
290/420
294/425
295/410
285/416
289/422
295/425
295/405
290/430
296/406
285/404
296/404
300/415
260/420
302/419
300/440
268/398
305/420
234/420
300/465
300/470
302/500

Flu
163
155
148
130
118
104
101
100
95
87
77
64
40
35
27
26
16
15
10

Flu

76
74
73
73
72
64
64
61
59
59
54
52
50
49
45
38
34
31
23
21
21
12
8
5
1

BbF
258/442
254/451
249/443
280/438
255/420
266/425
290/430
260/420
294/425
298/436
300/440
300/445
302/452
290/410
250/400
268/398

lcdP

248/484
290/499
290/500
250/470
293/498
300/500
302/500
274/507
293/493
302/510
300/470
305/480
300/466
300/464
300/465
268/398
296/404
300/440
250/495
245/500
250/500
246/503
251/510

Flu
138
127
125
111
106
106
102

16
13
13
12
12
12
12
12
11
11
10
10

T.E.
T.E.
T.E.
T.E.
T.E.
T.E.
T.E.
T.E.
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Dalga boyu caligmalarinda dokuz dalga boyu ¢iftinde pik tespit edilmemistir. Bu dalga
boyu ciftleri Flt ve IcdP'ye aittir. BaA ve BaP flu sonuglari a¢isindan dengeli bir dagilim
saglarken, en yiliksek flu degeri Fln'de goézlemlenmistir. Tiim dalga boyu ciftleri
incelendiginde en diisiik flu degerlerinin IcdP'ye ait oldugu goriilmiistiir. Cok yakin
ex/em dalga boyu ciftlerinde farkli floresans ozellikler gosterildigi tespit edilmistir.
FIn'nin 275/330 nm ve 276/330 nm dalga boylarinda yapilan analizlerinin sonuglari
incelendiginde, uyarilma dalga boyu degerindeki 1 nm'lik bir degisikligin 32 flu
birimlik bir farka neden oldugu goriilmistiir. BaA'nin 270/384 nm ve 270/385 nm dalga
boylarinda yapilan analiz sonuglarinda, emisyon degerindeki 1 nm'lik bir degisikligin 3
flu birimlik bir farka neden oldugu goériilmiistiir. BKF, Ant ve BaP'nin tespit edilen tim
dalga boyu ciftlerinde iyi floresans ozellik gosteren PAH’lar oldugu anlasilmistir.
Ayrica diiz zincirli yapida olan PAH'lar, dallanmis yapidaki PAH'lardan daha iyi

floresans 6zellik gostermistir.

Tespit edilen optimum dalga boyu ciftleri kullanilarak kalibrasyon egrileri
hazirlanmistir. Kalibrasyon i¢in alt1 nokta se¢ilmis olup, bu noktalar 0,1, 1, 3,5, 7 ve 10
ng L' olacak sekilde ayarlanmustir. Kalibrasyon egri ¢iziminin tamamlanmasindan
sonra 2 ug L' spike ¢ozeltiler hazirlanarak tiim analitik proses takip edilerek analizler
gerceklestirilmis ve bu analizler sonucunda elde edilen standart sapmadan LOD ve LOQ
degerleri elde edilmistir. LOD degeri standart sapmanin ii¢ kati, LOQ degeri standart
sapmanin on kati1 olarak hesaplanmistir. Hesap yontemi ile elde edilen LOD degerlerinin
dogrulamas1 da yapilmistir. Bos bir numuneye, 6nceden tespit edilen LOD derisim
seviyesinde analit eklenmistir. Bos numune ve analit eklenmis numune ara kesinlik
kosullarinda tiim Olglim prosediirii izlenerek analiz edilmistir. Analit eklenmis
numunelere cithazin verdigi yanitin ortalamasi, bos numunelere cihazin verdigi en
yiiksek yanittan biiyiik ise hesaplanan/onceden tespit edilen LOD degerinin dogrulugu
bu sekilde kanitlanmistir. Ayrica her LOD degeri i¢in gergeklestirilen analiz sonucu bu
seviyeye ait pikler gozlemlenlenerek dogrulama saglanmigtir. PAH'larin optimum ex/em
dalga boyu ciftleri, optimum pik yiikseklikleri, kalibrasyon egrisi denklemleri, lineer
araliklari, R? (belirleme katsayis1) degerleri, LOD ve LOQ konsantrasyonlar1 Cizelge

4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Regresyon denklemi, R?, LOD, LOQ ve lineer aralik

Dogrusal
ExXEm Flu R’ Regresyon Arahk LOD - LOQ
Denklemi (ng L—l) (ngL™) (ugL)

Nap 215/330 185 0,99986 y=13,28x+28,16 0,1-10 0,003 0,010
Act  222/329 593 0,99980 y=16,34x+45,11 0,1-10 0,002 0,007
FIn  263/310 930 0,99992 y=5,32x+17,07 0,1-10 0,002 0,007
Phe 247/364 191 0,99973 y=12,5x+29,10 0,1-10 0,009 0,030
Ant  247/401 617 0,99994 y=31,45x+124,4 0,1-10 0,005 0,007
FIt 280/460 51 0,99987 y=7,1x+14,30 0,1-10 0,009 0,030
Pyr 236/389 135 0,99989 y=3,112x+6,98 0,1-10 0,015 0,050
BaA 275/389 241 0,99991 y=7,45x+14,20 0,1-10 0,015 0,050
Chr 260/381 167 0,99995 y=11,35x+28,15 0,1-10 0,015 0,050
BbF 256/446 139 0,99988 y=17,10x+37,11 0,1-10 0,015 0,050
BKF 295/410 617 0,99992 y=5,31+10,55 0,1-10 0,006 0,020
BaP 260/408 317 0,99989 y=3,35x+6,55 0,1-10 0,009 0,030
DahA 290/398 137 0,99994 y=6,06x+8,35 0,1-10 0,020 0,007
BghiP 290/415 76 0,99901 y=12,2x+10,56 0,1-10 0,025 0,083
lcdP 248/484 16 0,99980 y=7,28x+14,30 0,1-10 0,090 0,297

Cizelge 4.3. Literatiirde tespit edilen LOD degerleri (Kumar vd., 2014, Bruzzoniti vd.,
2010, Yusty vd., 2005, Waters, 2019, Sikalos vd., 2002, Perkin Elmer, 2015, Ishizaki
vd., 2010)

Nap 0,12 0,072 - 0,14 4,10 5 1,75
Act 0,31 0,060 0,10 0,01 0,60 1 0,84
Fin 0,12 0,061 0,92 0,03 1,05 3 1,16
Phe 0,03 0,060 29,4 0,02 0,45 11 1,18
Ant 0,02 0,010 0,77 0,01 0,01 68 0,86
Flt 0,01 0,150 0,65 0,02 0,25 - 1,47
Pyr 0,04 0,079 0,41 0,02 0,20 2 1,12
BaA 0,03 0,094 0,12 0,02 0,08 1 0,9
Chr 0,02 0,077 2,48 0,04 0,10 3 0,86
BbF 0,02 0,017 0,71 0,09 0,50 19 0,84
BkF 0,04 0,010 0,14 0,01 0,13 13 0,21
BaP 0,02 0,010 0,41 0,03 0,10 5 0,35
DahA 0,07 0,055 0,10 0,02 0,26 2 0,31
BghiP 0,03 0,170 - 0,03 0,70 8 0,33
IcdP 0,14 0,043 0,10 0,49 0,94 - 3,08
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Cizelge 4.2°de bulunan inovatif metota ait LOD degerleri ile gizelge 4.3’te literatiirde
tespit edilen LOD degerleri ppb cinsinden olup inovatif metot karsilastirildiginda IcdP
parametresi hari¢ tamaminda literatiirden daha diistik oldugu goriilmiistiir. LOD verileri
SPE 6n islemine tabi tutulmadan yani 6n derisim yapilmadan hesaplanip dogrulanmastir.

SPE 6n islemi ile birlikte ¢ok daha diistik degerler elde edilebilecektir.

4.1.1. Naftalin

Naftalin i¢in toplam yirrmi farkli dalga boyunda ¢alisma yapilmis olup 215-330 nm'de
en yiksek pik boyu elde edilmistir. Sekil 4.1°de Naftalin i¢in optimum dalga boyu

analiz kromatogramlar1 verilmistir.
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Sekil 4.1. Naftalin i¢in optimum dalga boyu analiz kromatogramlari

2 ppb'lik standart hazirlanarak analiz yapilmis ve bu analiz sonucu elde edilen standart
sapmadan yararlanarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. 215-330 nm'de analizi
gergeklestirilmis olup 0.003 ppb LOD degeri tespit edilmistir. Naftaline ait 2 ppb’lik
crm  (Sertifikali Referans Malzeme) analizi kromatogrami Sekil 4.2’de, LOD

dogrulamasi kromatogrami Sekil 4.3°te verilmistir.
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Nap : FXFLDet-1 1 : 1
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Sekil 4.2. Naftaline ait 2 ppb’lik crm analizi kromatogrami

Nap : FXFLDet-11: 1
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4.1.2. Asenaften

Asenaften i¢in toplam yirmi farkli dalga boyunda ¢alisma yapilmis olup 222-329 nm'de
en yiiksek pik boyu elde edilmistir. Sekil 4.4’te asenaften i¢in optimum dalga boyu

analiz kromatogramlar1 verilmistir.
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Sekil 4.4. Asenaften i¢in optimum dalga boyu analiz kromatogramlari

2 ppb'lik standart hazirlanarak analiz yapilmig ve bu analiz sonucu elde edilen standart
sapmadan yararlanarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. 222-329 nm'de analizi
gercgeklestirilmis olup 0.002 ppb LOD degeri tespit edilmistir. Asenaftene ait 2 ppb’lik
crm analizi kromatogrami Sekil 4.5’te, LOD dogrulamasi kromatogrami Sekil 4.6’da
verilmistir.
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Sekil 4.5. Asenaften ait 2 ppb’lik crm analizi kromatogrami
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Ace : FXFLDet-11 : 1
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Sekil 4.6. Asenaftene ait LOD dogrulamasi kromatogrami
4.1.3. Floren

Floren i¢in toplam yirmibir farkli dalga boyunda ¢alisma yapilmis olup 263-310 nm'de
en yliksek pik boyu elde edilmistir. Sekil 4.7°de floren i¢in optimum dalga boyu analiz

kromatogramlari verilmistir.
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Sekil 4.7. Floren i¢in optimum dalga boyu analiz kromatogramlari

2 ppb'lik standart hazirlanarak analiz yapilmig ve bu analiz sonucu elde edilen standart
sapmadan yararlanarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. 263-310 nm'de analizi
gergeklestirilmis olup 0.002 ppb LOD degeri tespit edilmistir. Florene ait 2 ppb’lik crm
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analizi kromatogrami Sekil 4.8’de, LOD dogrulamasi1 kromatogrami Sekil 4.9’da
verilmigtir.
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Sekil 4.8. Florene ait 2 ppb’lik crm analizi kromatogrami
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Sekil 4.9. Florene ait LOD dogrulamasi kromatogrami
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4.1.4. Fenantren

Fenantren i¢in toplam yirmi bir farkli dalga boyunda ¢alisma yapilmis olup 247-364
nm'de en yiiksek pik boyu elde edilmistir. Sekil 4.10°da fenantren i¢in optimum dalga

boyu analiz kromatogramlari verilmistir.
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Sekil 4.10. Fenantren i¢in optimum dalga boyu analiz kromatogramlari

2 ppb'lik standart hazirlanarak analiz yapilmis ve bu analiz sonucu elde edilen standart
sapmadan yararlanarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. 247-364 nm'de analizi
gerceklestirilmis olup 0.009 ppb LOD degeri tespit edilmistir. Fenantrene ait 2 ppb’lik
crm analizi kromatogrami Sekil 4.11°de, LOD dogrulamasi kromatogrami Sekil 4.12°de

verilmistir.
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Sekil 4.11. Fenantren ait 2 ppb’lik crm analizi kromatogrami
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Pht : FXFLDet-11: 1
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Sekil 4.12. Fenantrene ait LOD dogrulamasi kromatogrami

4.1.5. Antrasen

Antrasen igin toplam yirmi farkli dalga boyunda ¢alisma yapilmis olup 247-401 nm'de
en yiikksek pik boyu elde edilmistir. Sekil 4.13’te antrasen i¢in optimum dalga boyu

analiz kromatogramlar1 verilmistir.
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Sekil 4.13. Antrasen i¢in optimum dalga boyu analiz kromatogramlari
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2 ppb'lik standart hazirlanarak analiz yapilmis ve bu analiz sonucu elde edilen standart
sapmadan yararlanarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. 247-401 nm'de analizi
gergeklestirilmis olup 0.005 ppb LOD degeri tespit edilmistir. Antrasene ait 2 ppb’lik
crm analizi kromatogrami Sekil 4.14’te, LOD dogrulamasi kromatogrami Sekil 4.15’te

verilmistir.
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Sekil 4.14. Antrasene ait 2 ppb’lik crm analizi kromatogrami
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Sekil 4.15. Antrasene ait LOD dogrulamasi kromatogrami
4.1.6. Floranten

Floranten icin toplam yirmi ii¢ farkli dalga boyunda c¢aligma yapilmis olup 280-460
nm'de en yiiksek pik boyu elde edilmistir. Sekil 4.16’da floranten i¢in optimum dalga

boyu analiz kromatogramlari verilmistir.
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Sekil 4.16. Floranten i¢in optimum dalga boyu analiz kromatogramlari

2 ppb'lik standart hazirlanarak analiz yapilmig ve bu analiz sonucu elde edilen standart
sapmadan yararlanarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. 247-364 nm'de analizi
gercgeklestirilmis olup 0.009 ppb LOD degeri tespit edilmistir. Florantene ait 2 ppb’lik
crm analizi kromatogrami Sekil 4.17°de, LOD dogrulamast kromatogrami Sekil 4.18de
verilmigtir.
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Sekil 4.17. Florenten ait 2 ppb’lik crm analizi kromatogrami
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Flt : FXFLDet-1 1 : 1
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Sekil 4.18. Florentene ait LOD dogrulamasi kromatogrami
4.1.7. Piren

Piren i¢in toplam on yedi farkli dalga boyunda ¢aligma yapilmis olup 236-389 nm'de en
yiiksek pik boyu elde edilmistir. Sekil 4.19°da piren i¢in optimum dalga boyu analiz

kromatogramlari verilmistir.
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Sekil 4.19. Piren i¢in optimum dalga boyu analiz kromatogramlari
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2 ppb'lik standart hazirlanarak analiz yapilmis ve bu analiz sonucu elde edilen standart
sapmadan yararlanarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. 239-389 nm'de analizi
gergeklestirilmis olup 0.015 ppb LOD degeri tespit edilmistir. Pirene ait 2 ppb’lik crm
analizi kromatogrami Sekil 4.20°de, LOD dogrulamasi kromatogrami Sekil 4.21°de

verilmistir.
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Sekil 4.20. Pirene ait 2 ppb’lik crm analizi kromatogrami
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Sekil 4.21. Pirene ait LOD dogrulamasi kromatogrami
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4.1.8. Benzo[a]antrasen

Benzo[a]antrasen i¢in toplam yirmi farkli dalga boyunda calisma yapilmis olup 275-389
nm'de en yliksek pik boyu elde edilmistir. Sekil 4.22°de Benzo[a]antrasen i¢in optimum

dalga boyu analiz kromatogramlar1 verilmistir.
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Sekil 4.22. Benzo[a]antrasen igin optimum dalga boyu analiz kromatogramlari

2 ppb'lik standart hazirlanarak analiz yapilmis ve bu analiz sonucu elde edilen standart
sapmadan yararlanarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. 275-389 nm'de analizi
gerceklestirilmis olup 0.015 ppb LOD degeri tespit edilmistir. Benzo[a]antrasene ait 2
ppb’lik crm analizi kromatogrami Sekil 4.23’te, LOD dogrulamasi kromatogrami Sekil
4.24°te verilmistir.
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Sekil 4.23. Benzo[a]antrasene ait 2 ppb’lik crm analizi kromatogrami
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Sekil 4.24. Benzo[a]antrasene ait LOD dogrulamasi kromatogrami
4.1.9. Krisen

Krisen i¢in toplam yirmi farkli dalga boyunda ¢aligsma yapilmis olup 260-381 nm'de en
yiiksek pik boyu elde edilmistir. Sekil 4.25’te Krisen i¢in optimum dalga boyu analiz

kromatogramlari verilmistir.
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Sekil 4.25. Krisen i¢in optimum dalga boyu analiz kromatogramlari

2 ppb'lik standart hazirlanarak analiz yapilmis ve bu analiz sonucu elde edilen standart

sapmadan yararlanarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. 260-381 nm'de analizi
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gerceklestirilmis olup 0.015 ppb LOD degeri tespit edilmistir. Krisene ait 2 ppb’lik crm
analizi kromatogrami Sekil 4.26’da, LOD dogrulamasi kromatogrami Sekil 4.27’de
verilmistir.
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Sekil 4.26. Krisen’e ait 2 ppb’lik crm analizi kromatogrami
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Sekil 4.27. Krisen’e ait LOD dogrulamasi kromatogrami
4.1.10. Benzo[b]floranten

Benzo[b]floranten igin toplam on yedi farkli dalga boyunda ¢alisma yapilmis olup 256-
446 nm'de en yiiksek pik boyu elde edilmistir. Sekil 4.28’de Benzo[b]floranten i¢in

optimum dalga boyu analiz kromatogramlar1 verilmistir.
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Sekil 4.28. Benzo[b]floranten i¢in optimum dalga boyu analiz kromatogramlar1

2 ppb'lik standart hazirlanarak analiz yapilmig ve bu analiz sonucu elde edilen standart

sapmadan yararlanarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. 256-446 nm'de analizi

gergeklestirilmis olup 0.015 ppb LOD degeri tespit edilmistir. Benzo[b]florantene ait 2

ppb’lik crm analizi kromatogrami Sekil 4.29°da, LOD dogrulamasi kromatogrami Sekil

4.30’da verilmistir.
BbF : FXFLDet-1 1: 1
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Sekil 4.29. Benzo[b]florantene ait 2 ppb’lik crm analizi kromatogrami

65



BbF : FXFLDet-11 : 1

Sekil 4.30. Benzo[b]florantene ait LOD dogrulamasi kromatogrami
4.1.11. Benzo[K]floranten

Benzo(k)floranten i¢in toplam yirmi farkli dalga boyunda ¢alisma yapilmig olup 295-
410 nm'de en yiiksek pik boyu elde edilmistir. Sekil 4.31°de Benzo[k]floranten i¢in

optimum dalga boyu analiz kromatogramlar1 verilmistir.
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Sekil 4.31. Benzo[k]floranten i¢in optimum dalga boyu analiz kromatogramlari

2 ppb'lik standart hazirlanarak analiz yapilmis ve bu analiz sonucu elde edilen standart
sapmadan yararlanarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. 295-410 nm'de analizi
gerceklestirilmis olup 0.006 ppb LOD degeri tespit edilmistir. Benzo[k]florantene ait 2
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ppb’lik crm analizi kromatogrami Sekil 4.32°de, LOD dogrulamasi kromatogrami Sekil

4.33’te verilmistir.
BbK : FXFLDet-11:1
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Sekil 4.32. Benzo[k]florantene ait 2 ppb’lik crm analizi kromatogrami

BbK: FXFLDet-11: 1
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Sekil 4.33. Benzo[k]florantene ait LOD dogrulamasi kromatogrami
4.1.12. Benzo[a]piren

Benzo[a]piren i¢in toplam yirmi iki farkli dalga boyunda ¢alisma yapilmis olup 260-408
nm'de en yliksek pik boyu elde edilmistir. Sekil 4.34’te Benzo[a]piren i¢in optimum

dalga boyu analiz kromatogramlari verilmistir.
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Sekil 4.34. Benzo[a]piren i¢in optimum dalga boyu analiz kromatogramlari

2 ppb'lik standart hazirlanarak analiz yapilmig ve bu analiz sonucu elde edilen standart
sapmadan yararlanarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. 260-408 nm'de analizi
gerceklestirilmis olup 0.009 ppb LOD degeri tespit edilmistir. Benzo[a]pirene ait 2
ppb’lik crm analizi kromatogrami Sekil 4.35’te, LOD dogrulamasi kromatogrami Sekil
4.36’de verilmistir.

BaP : FXFLDet-1 1 : 1
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Sekil 4.35. Benzo[a]pirene ait 2 ppb’lik crm analizi kromatogrami
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BaP: FXFLDet-1 1 : 1
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Sekil 4.36. Benzo[a]pirene ait LOD dogrulamasi kromatogrami
4.1.13. Dibenz[a,h]antrasen

Dibenz[a,h]antrasen igin toplam yirmi ti¢ farkli dalga boyunda calisma yapilmig olup
290-398 nm'de en yiiksek pik boyu elde edilmistir. Sekil 4.37°te Dibenz[a,h]antrasen

icin optimum dalga boyu analiz kromatogramlari verilmistir.
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Sekil 4.37. Dibenz[a,h]antrasen i¢in optimum dalga boyu analiz kromatogramlari

2 ppb'lik standart hazirlanarak analiz yapilmis ve bu analiz sonucu elde edilen standart
sapmadan yararlanarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. 290-398 nm'de analizi
gerceklestirilmis olup 0.020 ppb LOD degeri tespit edilmistir. Dibenz[a,h]antrasene ait
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2 ppb’lik crm analizi kromatogrami Sekil 4.38’de, LOD dogrulamasi1 kromatogrami
Sekil 4.39°da verilmistir.
D(ah)A : FXFLDet-1 1 : 1
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Sekil 4.38. Dibenz[a,h]antrasene ait 2 ppb’lik crm analizi kromatogrami

DahA: FXFLDet-11 : 1
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Sekil 4.39. Dibenz[a,h]antrasene ait LOD dogrulamasi kromatogrami
4.1.14. Benzo[g,h,i]perilen

Benzo[g,h,i]perilen i¢in toplam yirmi bes farkli dalga boyunda ¢alisma yapilmis olup
290-415 nm'de en yiiksek pik boyu elde edilmistir. Sekil 4.40°ta Benzo[g,h,i]perilen i¢in

optimum dalga boyu analiz kromatogramlar1 verilmistir.
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Sekil 4.40. Benzo[g,h,i]perilen i¢in optimum dalga boyu analiz kromatogramlari

2 ppb'lik standart hazirlanarak analiz yapilmis ve bu analiz sonucu elde edilen standart
sapmadan yararlanarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. 290-415 nm'de analizi
gerceklestirilmis olup 0.025 ppb LOD degeri tespit edilmistir. Benzo[g,h,i]perilene ait 2
ppb’lik crm analizi kromatogrami Sekil 4.41°de, LOD dogrulamasi kromatogrami Sekil
4.42°de verilmistir.

ghi: FXFLDet-11:1
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Sekil 4.41. Benzo[g,h,i)perilene ait 2 ppb’lik crm analizi kromatogrami
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Bghi: FXFLDet-11: 1

-
N
|

55 B BUE 2UE &

T

T

o
1
I

R L

M
LY

A g bl
) L ;’ﬁ”‘wr“ H'\l \w{' JM"‘N"I‘ i
h A “‘, U )» “'%
\ “)"" “ﬁi“w_‘g‘% | |‘ V. "‘l_‘ M
| | ! U A 1L Y
M,J ¥ r‘ ] U‘J"‘ 4)/)

T

| 751 B |

N
|
1

0- RWN
ik Wby

§ o
\ I iy

"MJ; | —-—

REL B |

1 e e s
! ! l 1 ! ! T ! T 1

0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 35 4.0 4.5 5.0

Sekil 4.42. Benzo[g,h,i)perilene ait LOD dogrulamasi kromatogrami
4.1.15. indeno[1,2,3-cd]piren

Indeno[1,2,3-cd]piren igin toplam yirm ii¢ farkli dalga boyunda calisma yapilmis olup
248-484 nm'de en yiiksek pik boyu elde edilmistir. Sekil 4.43. Indeno[1,2,3c,d]piren

icin optimum dalga boyu analiz kromatogramlar1 verilmistir.
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Sekil 4.43. Indeno[1,2,3-cd]piren i¢in optimum dalga boyu analiz kromatogramlari

2 ppb'lik standart hazirlanarak analiz yapilmis ve bu analiz sonucu elde edilen standart

sapmadan yararlanarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. 248-484 nm'de analizi
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gerceklestirilmis olup 0.090 ppb LOD degeri tespit edilmistir. Indeno[1,2,3-cd]pirene
ait 2 ppb’lik crm analizi kromatogrami Sekil 4.44’te, LOD dogrulamasi kromatogrami
Sekil 4.45’te verilmistir.
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Sekil 4.44. indeno[1,2,3-cd]piren e ait 2 ppb’lik crm analizi kromatogrami

IP: FXFLDet-11: 1
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Sekil 4.45. Indeno[1,2,3-cd]piren e ait LOD dogrulamasi kromatogrami
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4.2. SPE Optimizasyonu

Kat1 faz ekstraksiyon 6n islemine dair optimizasyonlar kartus, ¢oziicii, sicaklik ve azot
basinct bagliklart altinda gergeklestirilmistir. C 18, HLB, SDVB, fenil ve siyano
kartuglarina ait analiz sonuglar1 karsilastirllmistir. Eliisyon basamaginda ¢oziicii
karsilastirilmas: siklohekzan, hekzan, kloroform, metanol, asetonitril, diklorometan ve
belirli oranda karistirilmig ¢oziiciiler arasinda gergeklestirilmistir. SPE sonrasi en
onemli basamak olan tam kurutmanin yapildig1 azot altinda ugurma isleminde farkli
sicaklik ve basing degerlerinde geri kazanim oranlari karsilastirilarak optimum degerler

tespit edilmistir.

4.2.1. Kartus Karsilastirilmasi

PAH’larin kat1 faz ekstraksiyonda kullanilacak olan kartus secimi i¢cin C 18, HLB,
SDVB, fenil ve siyano kartuslarinin analiz yapilmistir. Ortalama yiizde geri kazanim
degerlerine bakildiginda %80 geri kazanim yiizdesi ile en uygun kartusun Thermo
markasina ait HyperSep C 18 kartus oldugu tespit edilmistir. Cizelge 4.4’te SPE kartus
karsilastirmasi analiz sonuclar1 verilmistir.

Cizelge 4.4. Cesitli SPE kartuslari ile yapilan analizlerin sonuglari

Supelco Supelco Oasis Isolute HyperSep SDVB HyperSep HyperSep

ENV-18 LC-18 HLB C18 C18 CN Phenyl
Nap 60 33 70 41 89 80 33 72
Act 56 30 74 82 88 87 81 71
FIn 69 31 69 67 87 85 97 77
Phe 76 43 67 70 84 88 90 80
At 71 35 69 67 81 81 85 75
Flt 78 49 63 65 85 70 70 90
Pyr 79 48 61 64 83 0 7 90
BaA 72 49 59 51 82 52 48 63
Chr 84 58 48 53 77 53 44 61
BoF 89 96 45 48 75 45 45 62
BKF 80 90 39 43 74 50 45 58
BaP 99 01 48 45 78 44 47 59
DahA 81 83 40 44 75 39 53 57
BghiP 89 53 40 40 73 37 50 52
IcdP 68 31 27 33 70 40 44 49
Geri 47 55 55 54 80 62 60 68
Kaz.
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Supelco ENV-18 ve Supelco LC-18 ayni marka ve igerige sahip C 18 kartuslar olup
yiizde geri kazanim verimlerinin aym olmasi beklenmistir. Igerik incelemelerine
bakildiginda temel farkin karbon yiizdesinde kaynakli oldugu diistilmiistiir. Supelco
ENV-18 % 17, Supelco LC-18 ise % 11,5 karbon yiizdesine sahiptir. Karbon ylizdesinin
yiiksek olmasi tutunma oranimni arttirmis bu sayede geri kazanim arasinda fark ortaya
¢ikmistir. En yiiksek yiizde geri kazanim oranina sahip iki kartus olan Supelco ENV-18
ve HyperSep C18’in igerikleri incelendiginde karbon yiizdelerinin ayni oldugu (%17)
burada farki olusturan unsurlarin partikiill boyutu ve yiizey alani olduklar tespit
edilmistir. Supelco ENV-18 45um partikiil boyutu ve 475 m?/g yiizey alanina sahipken,
HyperSep C18 50um partikiil boyutu ve 500 m?g yiizey alanina sahiptir. Partikiil
boyutunun ve yiizey alanin biiyiikliigii maddenin kartusla temasini arttirirmis bundan

dolay1 geri kazanim oranlarinda fark olusmustur.
4.2.2. Coziicii karsilastirmasi

PAH’larin kati faz ekstraksiyonda eliisyon basamaginda kullanilacak olan c¢oziicii
secimi i¢in siklohekzan, hekzan, kloroform, metanol, asetonitril, DCM ¢6ziiciilerinin
analizleri gergeklestirilmistir. Cizelge 4.5’te SPE ¢6ziicii karsilastirmasi analiz sonuglari
verilmistir.

Cizelge 4.5. SPE ¢oziicii karsilagtirmasi analiz sonuglari

Siklohekzan DCM  Hekzan Kloroform ACN Metanol

Nap 37 88 82 55 71 103
Act 51 88 101 61 71 101
Fin 53 87 99 59 68 102
Phe 61 85 102 57 62 82
Ant 66 80 89 52 55 80
Flt 71 84 111 o1 59 67
Pyr 68 86 106 56 45 62
BaA 71 81 101 58 46 61
Chr 70 76 88 59 54 60
BbF 84 75 89 60 50 63
BkF 81 74 95 57 55 59
BaP 65 77 87 61 57 57
DahA 69 79 91 58 61 52
BghiP 81 73 88 54 53 51
IcdP 63 71 87 o1 56 49
% Geri Kaz. 66 80 94 57 58 70

75



Cizelge 4.5. SPE ¢oziicii karsilastirmasi analiz sonuglar1 (devam)

1:1 DCM + 1:1 DCM 1:2DCM 1:1:1 DCM + Hekzan

Siklohekzan + Hekzan +Hekzan + Siklohekzan

Nap 25 65 66 87
Act 38 59 78 94
Fln 35 74 80 94
Phe 44 81 91 96
Ant 38 90 90 96
Flt 56 98 99 95
Pyr 52 101 97 98
BaA 59 90 92 94
Chr 58 89 87 95
BbF 62 93 81 96
BkF 64 85 78 91
BaP 66 84 73 92
DahA 60 91 72 89
BghiP 73 99 74 93
IcdP 61 83 70 85
% Geri Kaz. 53 85 82 93

Ortalama yiizde geri kazanim degerlerine bakildiginda %94 geri kazanim yiizdesi en
uygun ¢oziicliniin hekzan oldugu tespit edilmistir. Ayrica DCM, hekzan ve siklohekzan
karigimininda ytiksek bir geri kazanim yiizdesine sahip oldugu gézlemlenmistir. Hekzan
ve karisim ¢oziiciilerle daha yiiksek verim elde edilse dahi bu ¢oziiciilerin kaynama
noktalar1 yliksektir. Bundan dolay1 bu ¢oziiciilerin ugurma siireleri de fazladir bu da
analiz siirelerini uzamasma neden olmaktadir. 13 mL eliisyon hacmi baz alinarak
yapilan ugurma ¢alismasinda en kisa siire 45 dakika ile diklorometana aittir. Ugurmasi
stiresinin ylikseligi 6zellikle molekiil kiitlesi diisiik PAH’lar i¢in geri kazanimda sorun
yaratabilmektedir. Bu agidan degerlendirildiginde PAH’lar i¢in en uygun ¢6ziiciiniin
dikolorometan oldugu tespit edilmistir. Cizelge 4.5’te SPE ¢oziiciilerinin kaynama
noktalar1 ve buharlasma siireleri verilmistir.

Cizelge 4.6. Coziiciilerin kaynama noktalar1 ve buharlagma siireleri

Kaynama noktasi Ucurma Siiresi
Hekzan 69 °C 2 sa5dk
Siklohekzan 80,8°C 2 sa 35 dk
Diklorometan 39,6 °C 45 dk
Kloroform 61,2 °C 1 sa 10 dk
Asetonitril 82 °C 2 sa 50 dk
Metanol 64,7 °C 1 sa 35 dk
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4.2.3. Azot altinda ugurma sicakhik karsilagtirmasi

SPE sonrasi ¢oziicii degisimi (solvent exchange) basamagindan once azot altinda tam
kurutma yapilmaktadir. Sicak su banyolu evaporatérde gergeklestirilen buharlastirma
isleminde eliient alttan 1sitilirken tstten 45 derecelik agiyla azot gazi yardimiyla
sogutulmaktadir. Buharlasan ¢oziicii soguk azot gazi ile viale geri donmektedir. Olusan
bu gaz girdap: sayesinde ¢oziiciiniin igerisindeki PAH’lar cam vial ¢eperine tutunarak
analit kaybi1 azaltilmis olur. Geri kazanimi etkileyen bu 1sitma islemi ic¢in bes farkli
sicaklikta ¢alisma gergeklestirilmis yiizde geri kazanim degerleri karsilastirilarak en
uygun sicakligin 35 °C oldugu tespit edilmistir. Cizelge 4.7°de ¢oziicii buharlastirmada
kullanilan sicakliklarin yilizde geri kazanim degerleri verilmistir.

Cizelge 4.7. Buharlastirma iglemi sicaklik karsilagtirmasi analiz sonuglari

30°C 33°%c  35°% 37%¢c  40°C

Nap 66 75 87 79 69
Act 68 79 85 77 71
FIn 69 75 86 73 71
Phe 70 75 82 73 70
Ant 71 78 81 75 71
Flt 74 80 86 81 75
Pyr 70 81 83 79 73
BaA 75 82 84 80 77
Chr 71 77 78 77 73
BbF 70 75 75 75 70
BkF 73 76 77 76 71
BaP 67 75 78 74 67
DahA 64 73 75 73 66
BghiP 60 72 73 72 60
lcdP 55 69 72 68 58
% Geri Kaz. 68 76 80 75 69
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4.2.4. Coziicii buharlastirmada kullanilan azot gazi1 basincinin karsilastirilmasi

SPE sonrasi azot altinda tam kurutma yapilmasi i¢in bes farkli azot basincinda
caligmalar gerceklestirilmis olup en uygun basing degerinin 12 psi oldugu tespit
edilmistir. Cizelge 4.8’de azot altinda ugurma basing karsilastirmasi analiz sonuglari
verilmistir.

Cizelge 4.8. Buharlastirma islemi basing karsilastirmasi analiz sonuglari

10 psi 11 psi 12 psi 13 psi 14 psi

Nap 67 69 79 77 75
Act 69 71 81 80 77
Fin 63 71 83 84 77
Phe 70 69 80 82 79
Ant 69 72 82 80 81
Flt 68 71 83 80 80
Pyr 72 77 83 81 79
BaA 75 75 87 80 81
Chr 71 73 81 83 82
BbF 73 75 77 75 77
BkF 73 75 79 81 80
BaP 77 75 78 80 80
DahA 75 79 75 73 75
BghiP 77 80 74 70 73
IcdP 71 75 75 73 73
% Geri Kaz. 71 74 80 79 78

Azot basinct analit kaybini etkileyen bir parametredir. Yiiksek basingta vialde tagirma
yapacaginda geri kazanim yiizdesinin diismesine neden olabilmektedir. Diisiik basing
gaz fazindaki analitlerin viale doniip tutunmasina yeterli olmayip yiizde geri kazanim

degerlerini azaltirken analiz siiresininde uzamasina neden olabilmektedir.
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4.3. Sonuclarin Uluslararas1 Standart Metotlar ile Karsilastirilmasi

HPLC ve SPE tekniklerinde gelistirilen metot uluslararas1 standartlar ile yiizde geri
kazanim ve yiizde bagil standart sapma (%RSD) parametreleri bazinda karsilastirilarak
degerlendirme yapilmistir. Cizelge 4.9’da inovatif metot ile EPA 550.1 ve ISO 17993
standart metotlarinin hazirlanan inovatif metot ylizde geri kazanim karsilastirmalari
verilmistir.

Cizelge 4.9. Metotlarin % geri kazanim degerlerinin karsilagtirilmasi

EPA 550.1 1SO 17993 Inovatif Metot
Nap 72,8 88,1 90,2
Act 67,1 82,1 90,0
Fin 72,5 85,0 96,6
Phe 59,5 108 94,1
Ant 63,3 89,5 97,6
Flt 80,7 96,8 98,9
Pyr 80,7 94,7 97,6
BaA 78,1 96,1 98,1
Chr 73,1 92,5 95,5
BbF 65,9 91,3 94,7
BkF 74,9 90,6 93,3
BaP 70,0 85,1 95,2
DahA 64,7 82,3 92,6
BghiP 67,3 84,0 92,2
IcdP 74,0 87,7 90,1

Her iki standart metoda ait performans parametreleri incelenmis analizi yapilan spike
cOzelti miktarlarina esdeger miktarda ¢ozeltiler ile karsilastirmalar gergeklestirilmistir.
Iki standart metot igin yapilan analizlerin yiizde geri kazanim ortalamalari alinarak tek
deger ile karsilagtirma yapilmistir. On bes PAH 1n ortalama geri kazanim degeri %94,4
olarak elde edilmistir. Bu yiizde EPA 550.1 igin 70,9, ISO 17993 %90,2’dir. Tim PAH
parametrelerinde iki standart metottan daha yiiksek yiizde geri kazanim degerleri elde

edilmistir.
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Her iki standart metoda ait performans parametreleri incelenmis analizi yapilan spike
¢Ozelti miktarlarina esdeger miktarda ¢ozeltiler ile karsilagtirmalar gergeklestirilmistir.
Iki standart metot icin yapilan analizlerin standart sapmalarinin ortalamasi alinarak tek
deger ile karsilastirma yapilmistir. Cizelge 4.10°da inovatif metot ile EPA 550.1 ve ISO
17993 standartlarinin tekrarlanabilirlik %RSD karsilagtirmalari verilmistir.

Cizelge 4.10. Metotlarin % RSD degerlerinin karsilastirilmasi

EPA 550.1 I1SO 17993 Inovatif Metot
Nap 10,7 14,0 4,6
Act 7,6 9,2 4,2
Fln 7.1 10,1 3,2
Phe 43 9,0 2,5
Ant 9,1 7,0 4,4
Flt 6,7 4,7 4,1
Pyr 13,3 8,7 5,1
BaA 6,5 9,5 4,7
Chr 10,2 9,3 4,6
BbF 5,6 8,9 4,0
BkF 10,8 10,6 3,9
BaP 75 9,4 4,0
DahA 75 7.9 5,7
BghiP 8,0 11,0 5,9
lcdP 10,2 10,2 7,7

On bes PAH’in ortalama %RSD degeri 4,6 olarak elde edilmistir. Bu deger EPA
550.1°de 8,3, I1ISO 17993’te 9,3’tiir. ISO metodunda LLE yo6nteminin kullanilmasi
tekrarlanabilirlikten kaynakli standart sapmay1 arttirmistir. Tiim PAH parametrelerinde
iki standart metottan daha diisiik % RSD degerlerine erisilmistir.

Gelistirilen analiz metodu dogrulugunu kontrol edebilmek adina igme suyu matriksinde
Fit, BaP, BbF, BkF, IcdIP ve BghiP parametrelerinde uluslararasi yeterlilik testine
katilim saglanmistir. Yeterlilik testi Aquacheck adiyla LGC firmasi tarafindan organize
edilmistir. Sonuclarin kabul edilebilirligi z-skorlarinin mutlak degerleri ile su sekilde
degerlendirilir; |z|< 2 kabul edilebilir sonug, 2<|z|<3 siipheli sonug, |z|>3 kabul edilemez
sonuctur. Laboratuvarlar arasi karsilastirma/yeterlilik testlerine katilim yoluyla

(Y1)

gerceklik c¢alismasi yapildiginda, “z” skoru ile raporlanan karsilastirma sonucunda
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laboratuvarin

arasinda

bir skor

almasi, o laboratuvara ait

gerikazanim/sapmanin  kabul edilebilir oldugunu gostermektedir. Cizelge 4.11°de

verilen z-skor degerleri 0,05 ile 1,60 arasinda olup gelistirilen yontemin dogrulamasi bu

sekilde saglanmustir.

Cizelge 4.11. Yeterlilik testi sonuglari

Analit Sonu¢ Birim Z Skor Atanmis Deger Katilimci1 Lab. Sayis1  SD
Flt 20,7 ng/L 0,05 20,6 39 3,370
BbF 8,60 ng/L 0,52 7,55 49 1,232
BkF 8,21 ng/L 0,14 7,93 49 1,633
BaP 3,81 ng/L 0,18 3,72 49 0,786
BghiP 20,80 ng/L 1,60 17,60 48 3,076
lcdP 11,24 ng/L 0,79 9,67 49 1,816
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5. SONUC

Bu ¢alisma ile PAH’larin analizinde ¢ok kullanilan yontemlerden olan HPLC ve SPE
metotlarinda optimizasyon c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. HPLC kisminda tiim
PAH’larin floresan dedektérde maksimum absorbans verdigi dalga boyu c¢ifleri tespit
edilmistir. Tespit edilen dalga boylar1 (Nap 215/330 nm, Act 222/329 nm, FIn 263/310
nm, Phe 247/364 nm, Ant 247/401 nm, FI 2840/460 nm, Pyr 236/389 nm, BaA 275/389
nm, Chr 260/381 nm, BbF 256/446 nm, BKF 295/410 nm, BaP 260/408 nm, DahA
290/398 nm, BghiP 290/415 nm ve IcdP 248/484 nm) ile analiz hassasiyeti arttirtlmistir.
Ozellikle su gibi yasal limitlerin ¢ok diisiik oldugu matrikslerde analiz Kkabiliyeti
yiikseltilmistir. Sertifikali referans malzeme ile yapilan ¢alismalarda ng/L seviyesinde
analizler gergeklestirilmistir. On islem ile yapilacak deristirme sonrasi metot pg/L

seviyesinde analiz sonucu elde edilebilir hale getirilmistir.

SPE kisminda geri kazanim verimini en g¢ok etkileyen basamaklarda optimizasyon
calismalar1 gergeklestirilmistir. Kartus, ¢oziicii, evaporasyon islemindeki sicaklik ve
basing basliklarinda optimum sartlar saglanmistir. Kartus i¢in en yiiksek geri kazanim
HyperSep C 18°de elde edilmistir. Coziicii i¢in hekzan ile daha yiiksek geri kazanim
verimi elde edilmesine ragmen buharlasma siiresinin daha az olmasindan dolay1
dikolormetan tercih edilmistir. Céziicii buharlastirma islemindeki sicaklik icin 35 °C ve
azot gazmin basinci i¢in 12 psi optimum kosullar olarak belirlenmistir. Hazirlanan
analitik metodu takip edilerek yapilan PAH analizlerinde %94,4 geri kazanim

ortalamasi elde edilmistir.

Inovatif metot, EPA 550.1 ve ISO 17993 gibi uluslararas: standart metotlar ile
karsilastirildiginda geri kazanim yiizdesi ve tekrarlanabilirlik %RSD’si gibi performans
parametrelerinde ¢ok daha etkin oldugu gézlemlenmistir. Olusturulmus metodun sadece
deneysel olmayip laboratuvar pratiginde de etkinligi ve dogrulugu girilen uluslararasi
yeterlilik testi ile de kanitlanmistir. igme suyu analize yonelik alti PAH (Flt, BaP, BbF,
BKF, IcdIP ve BghiP) parametresinde yeterlilik testinden ikinin altinda alinan z skorlar

ile metodun gegerliligi saglanmustir.
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