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OZET

SIGARA IZMARIT ZIFIRINDE PAH'LARIN HPLC/UV SISTEMDE
TAYINI: ZENGINLESTIRME VE ON TEMIZLEMEDE OYUK (HOLLOW)
FIBER SIVI FAZ MIKROEKSTRAKSIYON'UN (HF-LPME) KULLANILMASI

ALVER, Erol
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Kimya Anabilim Dali, Doktora tezi
Danisman: Prof. Dr. Mustafa OZCIMDER
Ortak Danigman: Yrd. Dog. Dr. Ayla DEMIRCI
Nisan 2011, 126 sayfa

Bu calismada, sigara izmarit zifirindeki polisiklik aromatik hidrokarbonlarin
(PAH) tayini icin ylksek basin¢g sivi kromatografik (HPLC) yontem
geligtirilmigtir. Yontem, zenginlestirme ve 6n temizleme icin oyuk (hollow)
fiber swvi faz  mikroekstraksiyonun  (HF-LPME)  uygulanmasina
dayanmaktadir. Sigara filtresi ve filtre zifiri asetonitriide ¢oézildia. HF-
LPME’de verici faz asetonitril/su karigimi kullanildidi icin gercek sigara
ornekleri ile calismadan o6nce model PAH cozeltileri ile verici fazdaki
asetonitril/su orani, pH, alici faz tirt, karistirma hizi, karigtirma zamani gibi
parametreler optimize edilmigtir. Alici fazin kromatografik analizi C18 ters faz
kolon ve UV detektor sistemi ile yapiimistir. Belirlenen optimum kosullarda
model 6rnekler ile ekstraksiyon sonrasinda geri alinabilirlik yizdeleri 63 ile 97
arasinda, zenginlestirme faktorleri ise 208 (BaP) ile 319 (An) arasinda
bulunmustur. Gergek drneklerden geri alinabilirlikler % 8 ile % 71 arasinda,
zenginlestirme faktorleri 27 (BbF) ile 234 (An) arasinda bulunmustur.

Calismada farkli marka sigara izmaritlerindeki alti polisiklik aromatik



hidrokarbon tayin edilmistir. Alti PAHIn en kiguk tayin sinirlari (LOD) 1.65

ng/sigara ile 14.15 ng/sigara arasinda bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Sigara, PAH, HPLC, Mikroekstraksiyon



ABSTRACT

DETERMINATION OF PAHs IN CIGARETTE FILTER TAR BY MEANS OF
HPLC/UV SYSTEM: USE OF HOLLOW FIBER LIQUID PHASE
MICROEXTRACTION (HF-LPME) FOR ENRICHMENT
AND CLEAN-UP PROCESSES

ALVER, Erol
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry, Ph. D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa OZCIMDER
Co-Supervisor: Assist. Dr. Ayla DEMIRCI
April 2011, 126 pages

In this work, a high pressure liquid chromatographic (HPLC) method has
been developed to determine polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) in
cigarette filter tar. The method is based on the application of hollow fiber
liquid phase microextraction (HF-LPME) as clean-up and enrichment steps.
Cigarette filter and filter tar were dissolved in acetonitrile. The donor phase
for HF—LPME is a mixture of acetonitrile and water. Therefore, before
working with real cigarette samples, some preliminary experiments were to
be carried out to find the optimum starting HF—LPME conditions such as,
donor phase composition (acetonitrile/water), pH, type acceptor phase,
mixing rate and extraction time. These experiments were carried out with
model PAHs solutions. The chromatographic analysis of acceptor solution
was performed using C18 reversed phase column, and UV detector system.
Under optimum conditions, percent recoveries and enrichment factors ranged
from 63 to 97 and from 208 (BaP) to 319 (An) respectively for model PAHs



solutions. The recoveries from real samples were between 8 and 71%, whilst
the enrichment factors ranged from 27 (BbF) to 234 (An). The concentrations
of the six polycyclic aromatic hydrocarbons in real samples (various types of
cigarettes) were determined. The LODs of the six PAHs were found between
1.65 and 14.15 ng/cigarette filter.

Key Words: Cigarette, PAH, HPLC, Microextraction
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1. GIRIiS

Endustriyel atiklar, tarim ilaglari, ¢opler, sigara dumani ve sanayi baca gaz-
lar gibi zararli maddelerden g¢evreye gelen kimyasallar, hava, su, toprak ve
gidalara karistiklarindan dolayi insan sagligini tehdit eden 6nemli gevresel
kirleticilerdendir. Bu maddelerin igerisinde bulunan kukurt dioksit, azot oksit-
ler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), pestisitler, insektisitler, metaller

gibi bircok kirletici, insan saghgi icin toksik ve kanserojen etkiye sahiptir.

1.1. Tutin

Tatin (Nicotiana), patlicangiller (solanaceae) familyasindan Nicotiana cin-
sinden, yillik, otsu bitki turlerine verilen addir. Haziran—Agustos aylari ara-
sinda pembemsi renkli gicekler agan, 0,75—-1,5 m boylarinda, bir yillik kulttr
bitkisidir. Govdeleri dik, silindir seklinde, taylu ve yapiskanhdir. Yapraklari
sapsiz veya kisa sapli, bayuk oval, tayll, yapiskan, 6zel kokulu ve aci lez-
zetlidir. Cicekler tepede salkim durumunda bulunurlar. Tap seklinde, pem-

bemsi—kirmizi renkli, tiylU ve bes sivri disli giceklere sahiptir [1].

1.1.1. Tutunun Tarihgesi

M.O. 1000 yillarina ait Orta Amerika’daki antik tapinaklarin duvarlarinda
Maya rahiplerinin gubukla titun ictigini tasvir eden figurlerin bulundugu oy-
malar gorulmastur. Kristof Kolomb’un Amerika’yl kesfine kadar, Avrupa’nin
tutinden haberi olmamigtir. Kolomb ve arkadaglari, Amerikan yerlilerinin
(kizil derili) kuru bir otu misir koganina sararak igtiklerini, agiz ve burunla-
rindan duman c¢ikardiklarini ve yerlilerin buna “tabaco” veya “tombac” adini
verdiklerini gérmuslerdir. Tutin 1500’14 yillarda ispanyol gemicileri vasita-
siyla ispanya'ya ve oradan Avrupa'ya yayllmistir. Anadolu'ya ise Osmanli
imparatorlugu zamaninda (1605) Venedikli tiiccarlar tarafindan sokulmus ve

kisa bir zamanda yayilmistir [1,2].



Avrupa, tatinu once sus bitkisi olarak kullanmis kisa bir sure sonra da sifa
bitkisi olarak kullanmaya baslamistir. Tutin, 6ksuruk, astim, bas agrisi, ba-
girsak solucanlari, agik yara tedavisi, kéta huylu (malign) timor tedavisinde
kullanilmigtir. Kullanimi toz olarak burna ¢ekme, ¢igneme veya lokal olarak

bdlgeye surmek seklinde olmustur [3].

Tutln icerisinde en fazla bulunan bilesenden biri nikotindir. Nikotin adi,
Fransa’nin Lizbon blyukelgisi Jan Nicot'un adindan gelmistir. Jan Nicot, bu
bitkinin ¢iban ve yaralarin tedavisinde kullanildigini bir mektupla bildirmis ve

bitkinin fide ve tohumlarini kraliceye géndermistir [1].

1.1.2. Tutlniin Kullanildig: Yerler

Tatln yapraklarinda tanen, zamk, nisasta, regine ve alkaloitler bulunur. Bu
alkaloitler icinde miktari en fazla olan Nikotin alkaloididir ve kot kokuludur.
Tatan yapragindan hazirlanan infuzyonlar (% 1'lik) vicut parazitlerine karsi,
surtlmek suretiyle kullanilabilir. Nikotinin sulfat tuzlar zirai micadelede bo-
cek oldurlcu, tatinun yapraklari ise keyif verici olarak sigara imalinde kulla-
nilir. Ayrica tatun yapragi 6zel bir sekilde fermente edilerek kokulandirilip,
toz haline getirilerek enfiye adi verilen keyif verici Grun elde edilir. Tutin to-
humlari yag bakimindan zengindir. Tatin yagi, boya ve sabun sanayisinde

kullanilir.

Tatln bitkisi, kurutulmus yapraklarin yakilmasi ile ortaya ¢ikan dumanin ige

cekilmesi, tozlarinin enfiye halinde buruna ¢ekilmesi veya 6zel islem gérmus

yapraklarinin ¢ignenmesi suretiyle kullanilir [1].

1.1.3. Tutunun Kimyasal Bilegimi

Tatln yapraklarinda birgogu zararh birgok kimyasal mevcuttur. Kurutma is-

lemi ile tatan yapraklarindaki nisasta 6nemli 6lgide azalirken indirgen seker



miktari % 100’e kadar artar. Protein ve nikotin i¢eriginde ise bir miktar azal-
ma olur. Fermantasyondan 6nce islenmis tutin yapraginin buayik bdlimu
karbonhidrat (yaklasik % 50) ve proteinlerden olusur. Kurutulmus yapragin
fermantasyonu yapraklardaki karbonhidrat ve polifenol seviyesinin azalma-

sina neden olur. Tutln yapraginda bulunan diger dnemli bilesenler;

Alkaloidler % 0.5-5, (% 85-95'i nikotin)
terpenler (% 0.1-3.0),

polifenoller (% 0.5-4.5),

fitosteroller (% 0.1-2.5%),

karboksilik asitler (% 0.1-0.7),

alkanlar ( % 0.1-0.4),

aromatik hidrokarbonlar,

aldehitler,

ketonlar,

aminler,

nitrillerin,

N-ve O-heterosiklik hidrokarbonlar,
pestisitler,

alkali nitratlar (% 0,01-5) ve

en az 30 farkli anorganik bilesik sayilabilir [4,5].

1.1.4. Sigara ve Zararlari

Sigara, kagida sarili tattin iceren 85-100 mm uzunlugunda 4—8 mm ¢apinda

keyif verici bir maddedir. Sigara yakilmasindan sonra ortaya ¢ikan dumanin

agizdan vucuda gekilmesi ile igilir [1].

Sigara dort ana kisimdan olusur:

e TUtln gubugu,

e T0tun gubugunun etrafini saran sigara kagidi,



o Filtre bolgesi,

« Filtre ve filtre bolgesinin etrafindaki filtre kagidi.

Tutiun: Cubuk bdlgesinde bulunur ve yaprak ayasi (tutun yapraginin diz
bdluma), yaprak govdesi (yapragdin orta damari) ve genlestiriimis ttin taba-

kasindan olusur.

Tutin kagidi ve filtre kagidr: Kagit ve yapistiricidan olusur. Tatin ¢gubugu ve
filtre k&gidinin d6zellikleri ayarlanabilir. K&gidin gézenek yapisi ayarlanarak
sigaradan gekilen duman miktari degistirilip sigaranin tadi ve sertligi ayarla-
nabilir. Gdzenek yapisinin artiriimasi ile ¢ekilen hava miktari artirilarak du-
man miktari azaltilabilir. Dolayisi ile viicuda giren duman bilesenlerinin mik-
tar1 azaltilabilir. K&git sigaradaki yanmayi etkileyen faktorlerdendir. Katki
maddesi olarak kagida % 20-30 arasinda kalsiyum karbonat eklenir. Ayrica
yanmay! kolaylastirmak i¢in % 2 civarinda sodyum veya potasyum sitrat

tuzu eklenir [1,6].

Sigara filtresi: Sigara filtreleri 1930’larda ortaya ¢ikmasina ragmen 1950’li
yillarin baglarinda sigara dumanindaki zifirin (katran) sigaraya bagl hasta-
liklarda sebep olarak gorulmeye baslanmasindan sonra énemi artmaya bas-
lamistir. Filtre olarak kagit, asbest, karbon ve sellloz asetat gibi maddeler
kullanilmigtir. Haag vd. (1959) tarafindan karbon filtre yardimi ile sigara du-
manindaki ugucu bilesenlerin azaltilabilecegi bildirilmistir. Karbon filtreler
hidrojen siyanur, formaldehit, akrolein, asetaldehit gibi toksik maddeleri, si-
garadaki ana dumanda (mainstream) % 66’ya kadar azaltabilmelerine rag-
men sigara ana dumanindaki zifirin azaltimasinda seluloz asetat filtreler
kadar etkin degildir [7,8].

GUnumuzde sigarada sellloz asetat filtreler yaygin sekilde kullaniimaktadir.
Sellloz asetat, kagit hamuru veya ketenden elde edilir. Lifler, bir sertlestirici
etken olan ve filtrenin seklini korumasini saglayan "triasetin plastik yapici”
ile birbirine baglanir. Filtre k&gida sarilir ve bir yapistirici ile bu kagit tutturu-

lur. Filtrenin etkinlidini artirmak icin bazi filtrelerde sellloz asetat icerisine



karbon pargalari katilarak da kullanilmaktadir [2]. Sigara filtreleri, sigara
dumaninda bulunan kimyasal bilesenlerin azaltiimasinda énemli rol oyna-
maktadirlar. Cizelge 1.1’de filtreli ve filtresiz sigara ana dumanindaki bazi

kimyasal bilesenler ve bulunan miktarlari gérulmektedir [8,9].

Cizelge 1.1. Sigaradaki Filtre Durumuna Gore Ana

Dumandaki Bazi Kimyasal Bilesenler

Bilesik A B C D

Karbon monoksit (mL) | 16.2 | 19.2 | 8.62 | 6.66

Hidrojen siyanur (ug) | 368 | 296 | 201 | 109

Azot oksit (NOx) (ug) | 406 | 438 | 364 | 224

Formaldehit (ug) 36.0 {209 [31.7 214
Asetaldehit (ug) 1040 | 1290 | 608 | 550
Akrolein (ug) 105 | 104 | 58.6 | 48.6
Zifir (mg) 27.0 | 147 | 19.2 | 195
Nikotin (mg) 1.8 | 094 | 1.31|15

Fenol (ug) 161 | 61.7 | 122 | 129

Benzo[a]antrasen (ng) | 40.6 | 35.3 | 38.5 | 40.1

Benzo[a]piren (ng) 299 | 196 | 29.2 | 239

A: Filtresiz sigara ana dumani

B: Seliiloz Asetat Filtreden gegen sigara ana dumani

C: Delikli selliloz asetat filtreden gegen sigara ana dumani

D: Delikli selliloz asetat filtreden ve gézenekli kagittan gegen sigara ana dumani

Tatln dumani karmasik bir kimyasal yapiya sahiptir. Dumanda 4800°Un Uze-
rinde kimyasal tanimlanmigtir [10,11]. Bunlarin yaklasik 400-500 tanesi gaz
fazinda olup yaklasik 300 tanesi yari ugucu bilesiklerdir [12-14]. Sigara du-
manindaki kimyasallarin birgogu insanlar igin kanserojen ve toksik etkiye
sahiptir. Sigara dumaninda bulunan maddeler tatindn tipi, yanma sicakhgi,
sigaranin uzunlugu, sigara kagidinin ve filtre k&gidinin gézenekliligi, filtre ve

tutine ilave edilen katki maddeleri gibi faktorlerden etkilenmektedir.

Sigara dumani partikll ve gaz faz olarak ikiye ayrilir. Gaz fazinda karbon
monoksit (% 5), karbondioksit, azot oksit, amonyak, formaldehit, benzen ve

hidrojen siyanur gibi kimyasallar bulunur. Partikul fazinda ise nikotin, fenol



naftalin, kadmiyum gibi bilesikler bulunur. Partikul fazindaki bilesikler nikotin

harig zifir olarak adlandirilir.

Sigara dumani ayrica ana duman (mainstream) ve yan duman (sidestream)
olarak da siniflandirilir. Sigaranin agiz kismindan igeriye ¢ekilen duman
‘Ana Duman”, yanan sigaranin ucundan kendiliginden c¢ikan duman ise
“Yan Duman” olarak tanimlanmaktadir. Yan dumanda, bir filtreden ge¢me-

digi icin ana dumana gore bazi kimyasallar yiz kat daha fazla bulunur [15].

Sigara dumaninda insan sagligini etkileyen en énemli bilesenler zifir, nikotin
ve karbon monoksittir. Dlinyadaki pek ¢ok Ulke tarafindan bu bilesenlerin

sigarada bulunan miktarlarina sinirlama getirilmistir.

Zifir, sigara dumaninda partikdl fazinda bulunan su ve nikotin ¢ikarildiktan
sonra geriye kalan ve oldukga karmasik yapiya sahip gesitli kimyasal bile-

senlerden olusur. Birgok toksik ve kanserojen bilesik igerir.

Nikotin, tatin bitkisinde dogal olarak bulunur ve dumanin temel bilesenleri
arasinda yer alir. Nikotin merkezi sinir sistemini uyarir ve bagimhlik yapma-

sinin yani sira insan vucuduna bir¢ok zararli etkisi vardir.

Karbon monoksit, organik maddelerin yanmasiyla olusan bir gazdir. Kandaki
hemoglobinle birleserek kanin oksijen tasima kapasitesini azaltir. Tutln
dumanindaki karbon monoksitin sigaraya bagli kalp hastalidi riskini artirdigi

dusundimektedir [2].

Sigara icimi yayginlagincaya kadar ¢ok klgUk zararlari olabilecegi tespiti
yapimistir. ilk zararli etki Sémmering (1975) tarafindan dudak kanserine
sebep oldugunu aciklamasi ile bildirilmistir. 19. yuzyll boyunca Fransa
(Bouisson, 1859), Aimanya (Virchow, 1863-67) ve Ingiltere (Anon, 1890)
klinik galismalarda sigara dumaninin dilde ve agzin diger bdlgelerinde kan-
sere sebep oldugunu bildirmiglerdir. Sigara dumaninin insan vicudunda

kansere neden olma sebepleri artik bugtin kolaylikla agiklanabilmektedir [3].



Sigara zifirinin  kanser ile iligkisini ilk olarak Wynder vd. (1953)
laboratuvarda fare derilerine zifir uygulayarak gostermistir. Cizelge 1.2°de
sigara ana dumanindaki yuksek derecede toksik bazi kimyasallar goérulmek-
tedir [8].

Gizelge 1.2. Filtresiz Sigaranin Ana Dumanindaki Bazi Onemli Toksik

Kimyasallar

Bilesik Miktar, pg Toksik Etkisi

Karbon monoksit | (10-23)x10° | Solunumu kisitlar, Hemoglobine baglanir

Amonyak 10-130 Solunum yolu tahrisi

Azot oksit (NOx) | 100-600 Akciger iltihabi

Yuksek oranda silia igin toksik ve akcigerin
temizlenmesini yavaslatir.

Hidrojen siyanir | 400-500

Hidrojen sulfit 10-90 Solunum yolu tahrisi

Akrolein 60-140 Silialar icin toksik ve akcigerin temizlenmesini
yavaslatir.

Metanol 100-250 Solundugunda ve yutuldugunda toksik

Piridin 1640 Solunum yolu rahatsizliklari

Nikotin 1.0-3.0 B_aglm!lllgg sebep olur, kalp damar ve endokrin
sistemi etkiler

Fenol 80-160 Laboratuvar hayvanlarinda tiumor baglatici

Katekol 200-400 Laboratuvar hayvanlarinda kanser olusumuna
yardimci

Anilin 360-655 Methemoglobin olusturur ve solunumu etkiler

Maleik hidrazid 1.16 Mutajenik ajan

Gelismis Ulkelerde kanser olumlerinin % 30’u tutdn dGrdnlerinin kullanimin-
dan kaynaklanmaktadir. Tatlin Granleri girtlak, agiz, yemek borusu, pankre-
as, bdbrek, karaciger, mesane, mide ve kolon kanserlerinden 6lume sebep
olurlar [16].

Sigara dumaninda, yUksek duyarlikh analitik cihazlar ile 69 kanserojen bile-
sik tespit edilmigtir. Uluslararasi Kanser Arastirma Birimi (International
Agency for Research on Cancer, IARC) bunlarin 11 tanesini kanserojen
(Grup 1), 7 tanesini insanlar icin yuksek olasilikla kanserojen (2A), 49 tane-

sini de hayvanlar igin kanserojen insanlar icin ise muhtemel kanserojen ola-



rak siniflandirmistir. iki bilesik ise siipheli gériilmelerine ragmen heniiz bir
siniflandirmaya tabi tutulmamigtir. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar da
IARC tarafindan bu siniflandirmalara tabi tutulan bilesikler arasindadir. Ci-
zelge 1.3’de Bazi PAH’larin sigara ana dumanindaki miktarlari ve IARC ta-

rafindan belirlenen kanserojen dereceleri verilmigtir [8].

Cizelge 1.3. Bazi PAH'larin Fitresiz Sigara Ana Dumanindaki

Miktarlar ve Kanserojenlik Siniflandiriimalari

PAH Miktar (ng) | Kanserojenlik*
Benzo[a]antrasen 20-70 2A
Benzo[b]floranten 4-22 2B
Benzoljifloranten 6-21 2B
Benzo[k]floranten 6-12 2B
Benzo[a]piren 20-40 2A
Dibenzo[a,h]antrasen 4 2A
Dibenzola,l]piren 1.7-3.2 2B
Dibenzo[a,e]piren Var 2B
indeno[1,2,3-cd]piren 4-20 2B
Metilkrisen 0.6 2B

*2A ylksek olaslilikla kanserojen, 2B insanlarda kansere sebep olabilir.

1.2. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH)

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar iki ya da daha fazla benzen halkasina sa-
hip hidrofobik karakterli organik bilegiklerdir [17-19]. PAH’lar dogal ya da
insan kaynakli olarak organik bilesiklerin eksik yanmasi sonucu olugurlar.
Dogal sekilde, orman yanginlari veya volkanik patlamalarla olusur. insan
kaynakli olusumlari ise endustriyel kaynaklar, motorlu tasitlar ve sigara ile
olmaktadir. Sigara ile ortaya ¢ikan PAH miktar1 digerlerine gére az olmasina
ragmen insan sagligl agisinda en fazla tehdit olusturan kaynaklar arasinda-
dir [20]. Endustriyel kaynaklar, ¢cop yakma, gimento fabrikalari, petrol rafine-
rileri, kok ve asfalt Gretimi, aliminyum, demir ¢elik Uretiminden kaynaklan-
maktadir [21,22]. Isinma ve enerji amagh kullanilan kémar, odun gibi kati

yakitlar ve fosil yakitlar da PAH olusumuna neden olmaktadir [23-26].



PAH’larin, hidrofobik yapilarindan dolayi sudaki ¢ézinurlUkleri oldukga az-
dir. Ancak yuksek oranda lipofilik 6zellige sahiptirler. Yapisinda dortten az
benzen halkasi bulunduran PAH’lar hafif PAH, dort ve daha fazla benzen
halkasi bulunduran PAH’lar ise agir PAH olarak tanimlanir [27]. Hafif
PAH’larin sudaki ¢éztnurlUkleri daha fazla ve buhar basing¢lari daha ylksek-
tir. PAH’larin molekdl agirliklari arttikga sudaki ¢ézunurltkleri azalmaktadir.

Ancak toksik ve kanserojenik dzellikleri artmaktadir [28,29].

PAH’lar toprakta, suda, havada ve gida orneklerinde bulunmaktadir [27,30-
32]. PAH’larin mutajenik, toksik ve kanserojenik olduklari bilinmektedir
[19,33-35]. Bu tehlikelerinden dolayi ¢evrede, yiyecek ve igeceklerde bulu-

nan miktarlari insan sagligi agisindan énemli hale gelmistir.

Evde PAH’lar tltin dumani, yanan odun dumani, tahil, ekmek, sebze, mey-
ve, et, islenmis veya salamura Urunler, kirlenmis inek sitlu veya anne satin-
de mevcuttur. Kirlenmis toprak, hava ve suda yetisen urtnler de PAH igerir.
Et veya diger yiyecekleri 1zgarada veya yanacak sekilde yuksek sicakliklar-

da pisirme yiyeceklerdeki PAH miktarinin artmasina neden olur [36].

Dogada 100°Un Uzerinde PAH bilesigi mevcuttur [36-38]. Ancak Amerika
Birlesik Devletleri Cevre Koruma Birimi (United States Environmental
Protection Agency, US—EPA) tarafindan bunlarin 16 tanesi dncelikli kirletici-
ler arasinda sayilmistir [39]. Bu 16 PAH;

Naftalin (Np) Asenaftelen (Anp)

Asenaften (Ane) Floren (FIr)

Fenantren (Phe) Antrasen (An)

Floranten (Flu) Piren (Py)

Benzo[a]lantrasen (BaA) Krisen (Chr)
Benzo[b]floranten (BbF) Benzolk]floranten (BkF)
Benzo[a]piren (BaP) Dibenzo[a,h]antrasen (DahA)

indeno[1,2,3-cd]piren(IcdP) Benzolg,h,i]perilen (BghiPy)'dir.

Bu bilesiklerin dncelikli kirleticiler arasinda sayilmasinin nedenleri olarak ise;



|.  Bu bilesikler hakkinda digerlerine gore daha fazla bilgiye sahip olunmasi,

[I. Bu PAH’larin daha fazla zararli olduklarindan stphelenilmesi ve bunlarin
zararli etkilerinin gosterilmesi,

lll. Digerlerinden daha ¢ok bu PAH’lara maruz kalma riskinin fazla olmasi,

IV. Amerika’daki Ulusal Oncelikler Listesi'inde (National Priorities List, NPL)
bulunan atik alanlarinda yapilan analizlerde en yuksek oranlarda bu

PAH’larin belirlenmesi sayilabilir [36].

1.2.1. PAH’lanin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Yanmanin tam olarak gergceklesmemesi sonucunda olusan PAH’lar genellik-
le tek bir bilesik olarak degil yanma UrinUnin kompleks bir karisimi olarak
ortaya ¢ikarlar [36,40]. Ancak arastirma amacl saf bir bilesik olarak da Ureti-
lebilirler. Saf bilesik halinde PAH’lar renksiz, beyaz, acik sari yesil renkli,
kati halde ve hafif hos bir kokuya sahiptirler [36]. Sekil 1.1’de bazi PAH’larin
molekul yapilari verilmistir. PAH’lar azot oksit ve nitrik asit ile tepkimeye gi-
rerek nitro tlrevlerini, kukart dioksitler ve sulflrik asitle reaksiyona girerek
sulfurik ve sulfonik asit formlarini olustururlar [22,41]. Ayrica ozon ve hid-

roksil radikalleri ile de tepkime verirler [40].

PAH’larin c¢evrede yayllmalarini sudaki c¢cozunurlukleri, buhar basinglari,
logKow, gibi faktorler belirler. Cizelge 1.4.a ve b’de EPA tarafindan dncelikli
kirletici kabul edilen PAH’larin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri verilmistir. Ci-
zelgede; CAS numarasi, Amerikan Kimya Dernegi'nin (American Chemical
Society) bir alt bolimu olan “Chemical Abstracts Service” (CAS), tarafindan
bilinen tim kimyasal bilesikleri tanimlamak igin verilen numaradir. Kow bile-
sigin sudan lipide gecis potansiyelini gosterir. Koc, bilesigin toprakta bulu-
nan organik karbon Gzerine adsorblanma potansiyelini gosterir. Henry sabiti,
denge durumunda bir bilesigin sudaki ve havadaki derisimlerini agiklayan ve
bu kimyasalin uguculuk potansiyeliyle ilgili bilgi veren bir degerdir. L/B ise

bilesigin boy/en oranini vermektedir.
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Cizelge 1.4.a. Bazi PAH'larin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri [22,36,42-46]

PAH Np Anp Ane Fir Phe An Flu Py BaF BjF BbC
CAS Numarasi 91-20-3|208-96-8 |83-32-9 |86-73-7 |85-01-8 |120-12-7 | 86-74-8 | 206-44-0 | 20333-8 | 20582-3 |214-17-5
Molekiil Formiili CioHs | Ci2Hg Ci2Hio |CizHio |Ci4Hio [CigHio [CieHio [CisHio | CaoHi2 | CaoHiz | CaoHia
Molekiil Agirhgi (g/mol)  |128.17 |152.20 |[154.21 [166.22 |178.23 [178.23 |202.25 [202.25 |252.3 [252.3 278.35
Renk - - Beyaz Beyaz |Renksiz |Renksiz |Mat sari|Renksiz |- Sari -
Erime Noktasi (OC) 80.2 92-93 95 116-117|100 218 109 156 - 166 -
Kaynama Noktasi (OC) 217.9 |265-275 [96.2 295 340 342 375 393-404 |- - -
Yogunluk (g/cm°) - - 1.225 1.203 [0.98 1.283 1.252 [1.271 - - -
Sudaki Céziniirliik (mg/L) | 31 3.93 1.93 1.98 1.20 0.076 2.0-2.6 |0.077 - 6.76x107 |-
Buhar Basinci (mm-Hg) [0.085 [0.029  [4.47x107°[3.2x10™ [6.8x10” [1.7x10° [5x10° [2.5x10° 1.5x10° |-
Log Kow 3.3 4.07 3.98 4.18 4.45 4.45 4.90 4.88 - 6.12 -
Log Koc - 1.40 3.66 3.86 4.15 4.15 4.58 4.58 - 4.7 -
Henry Sabiti (atm.m°/mol) [0.44  [1.45x10°|7.91x10°[1x10* [2.56x10°[1.77x107|6.5x10°| 1.14x10 | - 1x10° |-
L/B orani 1.238 |- - - 1.463 1.566 1.22 1.257 1.16 1.39 1.84
Cizelge 1.4.b. Bazi PAH’larin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikler
PAH BaA Chr BbF BkF BaP DahA lcdP BghiPy DacA DajA Pcn
CAS Numarasi 56-55-3 |218-01-9 | 205-99-2 | 207-08-9 |50-32-8 |53-70-3 | 193-39-5 | 191-24-2 |215-58-7 | 224-41-9| 213-46-7
Molekiil Formili CigHi2 |CigHi2 | CaoHi2 | CooHi2 CaoH12 |CaoHis |CooHiz | CooHi2 CaoHis  |CooH1is | CooHig
Molekiil Agirhg (g/mol)  |228.29 |228.3 252.3 252.3 252.3 |278.35 |276.3 276.34 |278.35 |278.35 |278.35
Renk Renksiz |Renksiz |Renksiz |Mat Sari | Mat Sari|Renksiz | Sari Matsari - - -
Erime Noktasi (°C) 159-162|255-256 |168.3 215.7 179 262 163.6 273 205 - -
Kaynama Noktasi (OC) 400 448 481 480 495 - 530 550 518 - -
Yogunluk (g/cm°) 1274 [1.274 - - 1351 |[1.282 |- 1.329 - - -
Sudaki Goziinirliik (mg/L)[0.010  [2.8x10° [1.2x10° |7.6x10* [2.3x10° [5x10* [0.062 [2.6x10™* |- - -
Buhar Basinci (mm-Hg) [2.2x10° [6.3x107 [5x107  [9.59x10"" |5.6x10” [1.x107™° [1.x10"" [1.03x107°|- - -
Log Kow 5.61 5.16 6.04 6.06 6.06 6.84 6.58 6.50 - - -
Log Koc 5.30 5.30 5.74 5.74 6.74 6.52 6.22 6.20 - - -
Henry Sabiti (atm.m*mol) | 1x10° |1.05x10°|1.22x10°|3.87x10° |4.9x10” |7.3x10®|6.95x10° | 1.44x107 |- - -
L/B orani 1.58 1.78 1.40 1.48 1.50 1.79 1.40 1.12 1.24 1.47 1.99




Wise, Sander vd. (1981) PAH’larin L/B oranlarini bilgisayar ve molekul mo-
delleme programi yardimi ile belirlemislerdir. Dizlemsel PAH’larin L/B orani
molekdltin iki boyutlu gdsteriminden belirlenebilmektedir (Sekil 1.2). Diz-
lemsel olmayan molekuller de maksimum L/B oranini belirlemek igin mole-
kil denemeler yapilarak donduarular. Maksimum x degderi ve minimum z de-
geri olacak sekilde ayarlanir (Sekil 1.3) Sadece aromatik karbon igeren bile-

sikler icin yaklasik 3.9 A°’dan buylk z degeri bilesigin dizlemsel olmamasi-

nin gostergesidir [46,47].

I £ ekseni boyunca
minimum boyut

X5
[ =052
= O,
!eexeh

Eoy

~i -

A ekseni boyunca maksimum
boyut

Sekil 1.3. Diizlemsel Olmayan Molekiiller igin L/B’nin Algoritmik Gésterimi

13



1.2.2. PAH’larin insan ve Hayvan Saghgi Uzerine Etkileri

Genel olarak PAH’larin ¢evrede dolasimi, onlarin suda kolay ¢ézinebilme
ve havada kolay buharlagabilme gibi 6zelliklerine baglidir. Havada partikul-
lere tutunmus veya buhar fazda bulunan bu bilesikler rizgar ile ¢gok uzun
mesafelere tasinabilirler. insanlar, kirlenmis havayi cigerlerine soluduklari
zaman genelde havada toz ya da partikillere tutunmus olan PAH’lar insan
viicuduna girebilir. igme suyu, yiyecekler ve PAH igeren urlinlerin deri ile
temas etmesi, bu kimyasallarin insan vicuduna girmesinin diger yollaridir.
Bu bilesikler olugsumlari sirasinda kompleks karisim halinde olustuklari igin
insanlar birgok PAH bilesigine birlikte maruz kalirlar. PAH’larin insan vicu-
duna girme orani PAH’larin yeme, icme ile ya da deri ile temasi sirasinda
baska kimyasal maddelerin varligindan etkilenebilir. PAH’lar yag i¢eren bu-
tin vicut dokularimiza girebilir, cogunlukla karaciger, yag ve bdbrekte de-
polanma egilimindedir. Kliguk miktarlari adrenalin bezlerinde, yumurtaliklar-

da ve dalakta depolanir [36].

insan viicudu PAH’lari elimine etmek igin onlar ylikseltger ve suda ¢oziine-
bilir hale getirir. Meydana gelen bu oksidatif metabolizma ile yuksek verimli
diol-epoksit turevleri olusur [48]. Olusan bu diol-epoksit tlrevlieri DNA ile
kimyasal tepkime verir ve PAH’larin DNA ile kimyasal bag yapmasi kansere
sebep olur [49]. Benzo[a]piren bilinen en dnemli kanserojen PAH oldudu igin
kanser arastirmalarinda model bilesik olarak kabul edilmistir [50,51]. Sigara
icen insanlarda da bu bilegiklerin DNA mutasyonuna neden oldugu gorul-

mustar [52].

PAH’lar tumor baslatici, gelistirici ve ilerletici 6zellikleri olan bilesiklerdir.
Hayvanlar ile yapilan ¢alismalarda kisa ya da uzun vadede PAH’lara maruz
kaldiklarinda bagisiklik sisteminde, vicut sivilarinda sorunlara, akciger, me-

sane ve deri kanserlerine neden oldugu gorulmustar.

Yuksek miktarda BaP’ne maruz birakilan hamile farelerde dogum zorluklar

gorulmus ayrica bu farelerin yavrularinda dogum bozukluklari, disik kiloda
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dogum gibi sorunlar gorilmastir. Benzer sorunlar insanlar icin de gergekle-
sebilir, ancak bunu dogrulayan bir ¢alisma yapilmamistir [36]. Yeni dogan
farelerin yasamlarinin ilk 15 ginunde karin zarlarina ve deri altlarina BaP ve
diger PAH’lar enjekte edildiginde alti ay igerisinde akciger ve karaciger tu-
morleri gorulmastir [53,54]. Ayrica, nitro-PAH’larin 16semi, sut bezleri ve
kolon timdrlerine neden oldugu gorulmastar [55]. Hayvanlar Uzerinde yapi-
lan bagka ¢aligsmalarda fetal ve bebeklik doneminden yetiskinlige kadar olan
surecte PAH’lara maruz kalindigi zaman ¢ok yuksek oranda kanser olusu-
mu ile PAH’larin iligkili oldugu gorulmustur. Plasenta ile yapilan biyolojik de-
neylerde ise bazi PAH’larin gocuklarda karaciger, akciger, lenfatik doku ve

sinir sistemi timaorlerine neden olabilecegi gorulmagtir [56-58].

Amerika Birlesik Devletleri Saglik ve insan Hizmetleri Bélimi (The
Department of Health and Human Services, DHHS) hayvanlar igin BaA,
BaP, BbF, BjF, BkF, DahA ve IcdP’ni kanserojen olarak nitelemigtir. IARC,
insanlar icin BaA ve BaP’ni muhtemel kanserojenler, BbF, BjF, BkF ve
IcdP’ni disuk olasilikla kansere neden olma ihtimali olan bilesikler olarak
siniflandirmigtir. An, BghiPy, BeP, Chr, Flu, Fir, Py’ni ise insanlar i¢in kan-
serojen olarak nitelememistir. EPA ise BaA, BaP, BbF, BkF, DahA, Chr ve
IcdP’ni insanlar igin muhtemel kanser yapma ihtimali olan bilegikler arasinda
goOstermigstir. Anp, An, BghiPy, Flu, Fir, Phe ve Py’ni ise kanserojen bilesikler
sinifina sokmamistir. Asenaften ise DHHS, IARC ve EPA tarafindan kanse-

rojen etki konusunda bir siniflandirmaya tabi tutulmamistir [36].

insanlarin PAH’lara kompleks karisim olarak ve bunun yani sira timorlere,
kansere sebep olan diger kimyasallara (nitrozamin, katran ruhu gibi) bir ara-
da maruz kalma ihtimallerinden dolayr PAH’larin tek basina insanlar Uzerin-
deki kanserojen etkilerini degerlendirmek olduk¢a zordur. Tum bu sinirlama-
lara ragmen BaP, Chr, BaA, BbF ve DahA gibi PAH karigimlarinin insanlar-

da kansere sebep oldugu rapor edilmistir [36].
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1.2.3. PAH’larin Tayin Edilme Yontemleri

Toksik ve kanserojen etkiye sahip PAH’larin ¢evre, gida ve biyolojik ornek-
lerde bulunan miktarlari, gaz kromatograf (GC) ve yuksek basing sivi
kromatograf (HPLC) gibi yuksek duyarliida sahip cihazlarla tayin edilebilir-
ler. PAH’larin gaz kromatograf ile tayinlerde detektor olarak alevde iyonlas-
ma detektori (GC-FID) ya da kutle spektrometresi (GC—MS) kullanilir.
HPLC ile tayinlerde ise genelde UV—gorunur bdlge spektrometresi, (HPLC—
UV), Floresans spektrometresi (HPLC—F) ve kutle spektrometresi (HPLC—
MS) detektor olarak kullanilir. Ayrica PAH’larin HPLC ile tayinlerinde genel-
de sabit fazin apolar, hareketli fazin polar oldugu ters faz kromatografi (RP—
HPLC) teknigi kullaniimaktadir. Ancak PAH’larin HPLC ile tayinleri sabit fa-
zin polar, hareketli fazin apolar oldugu normal faz kromatografi (NP-HPLC)

teknigi ile de basarili bir sekilde yapilabilmektedir [59].

1.3. Yuksek Basin¢ Sivi Kromatografi (HPLC)

Kromatografik yontem; bir 6érnek icindeki maddelerin, biri hareketli ve digeri
sabit iki faz arasinda dagilimlarina bagh olarak, ayirma ortamini farkli za-
manlarda terk etmelerini esas alarak kalitatif ve kantitatif analiz yapiimasina

olanak saglayan yontemdir.

Rus botanikgi Tswett 1903'de bitki pigmentleri Gzerine yaptigi calismada
kromatografi teknigini ilk kez uygulamis ve kromatografi yonteminin bulucu-
su olarak tarihe gegmistir. Tswett bitki yapraklarindan ekstrakte ettigi kloro-
filleri ve ksantofilleri, i¢ine toz kalsiyum karbonat doldurdugu cam kolondan
petrol eteri ile gegirerek ayirmayi basarmistir. Boylece ilk kromatogram elde
edilmigtir. Tswett bu renk olayindan esinlenerek Yunanca renk anlamina
gelen “chroma” kelimesinden esinlenerek yonteme kromatografi adini ver-
migstir. Yapilan bu ilk uygulama daha sonralari klasik kolon kromatografi ola-

rak taninmistir [60].
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Zamanimizda uygulanmakta olan kromatografi yonteminde renk fazla bir
anlam ifade etmemekle beraber bu ad benimsenmistir. Kromatografi olayi
sonrasinda, maddelerin birbirinden ayrilmis olarak elde edilen goéruntuileri,
kromatogram olarak adlandirilirken, ayirim ve daha sonra kalitatif ve kantita-
tif analizin gergeklestirildigi sistemin tUmU kromatografi olarak isimlendiril-
mistir. Yontemi rutin analizler veya arastirma amaciyla kullananlara da, pek

dogru bir yaklagim olmamakla beraber, kromatografci adi verilir.

Tswett tarafindan yapilan ilk ¢alismalar kolon kromatografi olarak adlandi-
rilmistir. Bu ydntemler sonralari adsorpsiyon kromatografi olarak tanimlan-
mistir. Tswett'in uyguladigl yontemde, cam kolona kati adsorban doldurul-
mus, Uzerine klorofil karisimlarinin konulmasindan sonra petrol eteri surekli
olarak kolondan gecirilmigtir. Yani ayirma ortami adini verecegimiz bir ko-
londa, kati madde (1. faz, adsorban) ve sivi madde (2. faz) birlikte bulun-
maktadir. Kati veya sivi olabilen birinci faza zamanla adsorban, sabit faz,
hareketsiz faz veya durgun faz, iyon degistirici, molekller elek gibi isimler
verilmistir. Maddelerin birbirinden ayrilarak surtklenip cam kolonu terk ede-
bilmeleri igin verilen petrol eteri ise hareketli faz olarak adlandiriimistir. Da-
ha sonra geligtirilen kromatografik yontemlerde gaz veya superkritik sivilar
da kullanilmaktadir. Bunlara da ¢o6zucu, hareketli faz, mobil faz, yurGtlcu

sivi gibi adlar verilir.

Hareketli faz ile birlikte ¢gikan ayirma ortamini terk eden maddeler ya fraksi-
yonlar halinde toplanip ayri ayri kalitatif ve kantitatif tayin yapilir, ya da ha-
reketli faz detektor adi verilen bir elektronik cihazdan gegirilir. Detektor su-
rekli olarak izlenirken hareketli faz 6zelligine bagli olarak sabit elektronik
sinyal verir (temel ¢izgi, baseline). Hareketli faz i¢cinde karisim igindeki mad-
delerden birisinin gelmesi halinde detektdr sinyali degisir. Her madde igin
ayri olusan bu degisik sinyal topluca kromatogram olarak adlandirilan sekli
olusturur (Sekil 1.4). Kromatogramda olusan her bir sinyale ise pik adi veri-
lir. Pikler, kromatografinin tiriine gére farkli bigimlerde olabilir. Ornegin ince
tabaka kromatografide renkli lekeler, klasik kolon kromatografide renkli bant-

lar, gaz veya sivi kromatografilerde Sekil 1.4'de goéruldugu gibi bir grafik
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seklinde olabilir. Pikler kalitatif ve kantitatif analizde kullanilir.

Elektronik
sinyal

A

v

<+— Pikler

Enjeksiyon

v

Zaman, t

Sekil 1.4. Kromatogram

Bugln onlarca temel kromatografik yontemlerden baska hemen her gin
yeni katilimlarla kromatografik yontem sayisi artmaktadir. Bu nedenle tek bir
siniflandirma ile kromatografik yontemleri siralamak gergekci olmayacaktir.
Kromatografik yontemler cgesitli sekillerde siniflandirilabilir. Bu siniflandiril-

malar:

a) Kromatografik ortamin fiziksel sekline gore,

b) Ornegin kromatografik ortama verilis bigimine gore,
c) Kromatografik ayirma mekanizmasina gore,

d) Iki fazin polarlik durumlarina gore,

e) iki fazin fiziksel haline gore,

yapilabilir.

Yukaridaki siniflandirmalarin 6tesinde pratikte kromatografik yontemler de-

nilince akla klasik olarak su yontemler ve siniflandirma gelir:

1. Kagit kromatografi,
2. Ince tabaka kromatografi,

3. Kolon kromatografi,
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4. Gaz-sivi kromatografi,
5. Yiksek basing¢ sivi kromatografi
6. Superkritik akigkan kromatografi [60-62].

Sivi kromatografi sabit fazin, sivi veya kati olugsuna gore sivi-sivi, sivi-kati
seklinde ikiye ayrilabilir. Ancak, pratikte, sivi kromatografik ydntemlerden

konu edilirken sdyle bir siniflandirma ile daha ¢ok karsilasilir.

e Adsorpsiyon kromatografi, (Normal ve Ters Faz Kromatografi),
e Sivi-sivi partisyon kromatografi,
e Iyon kromatografi,

e Jel kromatografi,

Hareketli fazin sivi, sabit fazin sivi veya kati oldugu tim kromatografik yon-
temler sivi kromatografi bashgi altinda toplanabilir. Bu bagslik altinda klasik
kolon kromatografi, kagit kromatografi, ince tabaka kromatografi yontemleri
de bulunmaktadir. Ancak, bu yontemleri ayri basliklar veya bolumler altinda
toplamak ve gunumuzde sivi kromatografi denince yuksek basing sivi
kromatografiyi animsamak normal olmustur. Klasik kolon kromatografisi
seklinde uygulanan yuksek basing sivi kromatografi (HPLC), gunimuizde
modern enstrimantal analitik tekniklerin en dnemlilerinden birini olusturur.
Cesitli drneklere uygulanabilmesi ve hareketli faz yonunden ¢ok alternatifli

olusu bu teknikte buyuk ilerlemeler saglanmasina yol agmistir.

HPLC, sabit fazin polar, hareketli fazin apolar olmasi halinde normal faz-
yuksek basing sivi kromatografi (NP-HPLC), sabit fazin apolar, hareketli
fazin polar olmasi durumunda ise ters faz-yuksek basing sivi kromatografi
(RP—-HPLC) olarak isimlendirilir. Normal fazda alimina, silika, Si-CN, Si—
NH; gibi polar katilar kullanilir. Ters fazda ise, apolar karakter gosteren alkil
gruplarin baglandigi silika, alumina kullanilir. Ancak normal faz ile ters faz
arasinda belki de en buyUk fark, ters faz kromatografide hareketli faz iginde
su kullanilmasidir. Bol ve ucuz olan suyun kullanilabilmesi ters faz

kromatografiye blyuk avantajlar saglamaktadir.
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Yontemin bu kadar yaygin olmasinin sebepleri, duyarlidi, kalitatif ve kantita-
tif tayinlere kolaylikla uygulanabilir olmasi, ugucu olmayan turlerin veya si-
caklikta kolayca bozunabilen turlerin ayriimasina uygun olmasi ve hepsin-
den de 6nemlisi sanayinin, birgcok bilim dalinin ve halkin birinci derecede
ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu gibi maddelere
ornek olarak aminoasitler, proteinler, nukleikasitler, hidrokarbonlar, karbon-
hidratlar, ilaglar, pestisitler, antibiyotikler ve g¢esitli inorganik bilesikler sayila-
bilir. Bir HPLC sistemi, ana bdlumler olarak, bir veya birka¢ ¢dézucu rezervu-
arl, pompa, akis sistemleri, puls gidericiler, enjeksiyon vanasi, én kolon,
analitik kolon, detektor ve sinyal kaydediciden meydana gelir. Sekil 1.5°de

bir HPLC sisteminin blok semasi gérulmektedir.

On Kolon
Kolon
A 4
Pompa

Rezervuar A 4

Enjeksiyon Sinyal

Boélmesi I Kaydedici

Detektor

Sekil 1.5. Yiksek Basing Sivi Kromatograf Semasi

Cobzucl rezervuarindan alinan hareketli faz, strekli akis saglayan puls gide-
ricilerden gegtikten sonra enjeksiyon bolmesine gelir ve burada enjekte edi-
len 6rnegdi kolona surukler. Kolondaki tutulma egilimine bagh olarak birbirle-
rinden ayrilan maddeler, kolonu farkli zamanlarda terk eder ve detektore
ulasir. Detektorde maddelerin olusturdugu sinyaller bir yazicida veya

integratdrde kaydedilir ve buradan kalitatif ve kantitatif analiz yapilabilir.

20



1.4. Kromatografik Analiz igin Ornek Hazirlama

Son yillarda matriks 6rneklerden kalitatif ve kantitatif tayinlerde hassas, dog-
ru ve hizli yontemlerin gelistiriimesi énemli bir konu haline gelmistir. Ancak
biyolojik, gevresel, gida ve eczacilik Urlnlerinin tayinlerinde yliksek hassasi-
yetli analitik cihazlarin gelismesine ragmen, analitik cihaz c¢ogunlukla
matriks ortaminda tayinde basarisiz olmaktadir. Bundan dolayr matriks or-
tamdan 6rnegi alma, deristirme (zenginlestirme) igin genellikle 6n islem

(clean-up) uygulanmasi gerekmektedir [63].

Karmasik bir ornekteki madde veya maddeler, HPLC veya GC gibi
kromatografik yontemlerle analiz edilmek istenildiginde, bu maddelerin mik-
tarlarinin cihazin tayin sinirlarinin Gzerlerine getirilmeleri (zenginlestirme)
ve/veya karmasik ortamdan mumkun oldugu kadar arindiriimalan (saflas-
tirma) gerekmektedir. Bu saflastirma ve zenginlestirme islemleri genelde
distilaston (damitma), bir kati ylzeyine adsorbsiyon ve ekstraksiyon gibi

islemler yapilarak gerceklesir [62].

Damitma igleminde iki ya da daha fazla bilesen igeren ornek isitilip sivi ve
buhar faz olusturulur. Buhar fazda ugucu bilesikler zenginlegtirilirken sivi
fazda kaynama noktasi daha ylksek bilesikler kalir. Bir kati ylzeyine
adsorbsiyon ise kati faz ekstraksiyon olarak adlandirilir. Kati faz
ekstraksiyon isleminde genellikle bir cam veya plastik tipe doldurulan
adsorban Uzerinden madde igeren Ornek sivi gegirilir. Adsorban Uzerinde
biriken madde daha sonra uygun bir ¢Ozucu yardimiyla geri alinir.
Ekstraksiyon islemi ise genellikle kati-sivi ve sivi-sivi ekstraksiyon islemleri-
dir. Kati-sivi ekstraksiyon isleminde kati 6rnekteki maddeler uygun bir ¢6zU-
cu yardimiyla ekstrakte edilir. Bu islem igin genelde sokslet ekstraksiyon
cihazi kullanilir. Sivi-sivi ekstraksiyon igleminde sulu ornek igerisindeki or-
ganik maddeler uygun bir organik ¢ozucu yardimiyla ekstrakte edilir. Bunla-
rin diginda ultrason destekli ekstraksiyon (Ultrasound-Assisted Extraction,
USE), mikrodalga destekli ekstraksiyon (Microwave-Assisted Extraction,

MAE), hizlandirilmig solvent ekstraksiyon (Accelerated Solvent Extraction,
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ASE), altkritik su ekstraksiyon (Subcritical Water Extraction, SWE) ve
superkritik akiskan ekstraksiyonu (Supercritical Fluid Extraction, SFE) gibi
ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir. Ancak son yillarda daha hizli, duyarli,
pahali ve toksik ¢ozuclu kullanimini mikrolitre seviyelerine azaltan, ekonomik

mikroekstraksiyon yontemlerinin kullanimi hizli bir sekilde artmaktadir [64].

1.5. Mikroekstraksiyon

Karmasik orneklere uygulanan saflastirma ve zenginlestirme islemleri ile
ornek analiz igin istenilen 6zelliklere getirilir. Klasik 6rnek hazirlama teknikle-
ri sivi-sivi ekstraksiyon, kati-sivi ekstraksiyon, kati faz ekstraksiyon yontem-
lerinin otomasyon zorlugu, 6rnek ve organik sivinin blyuk miktarda kulla-
nilmasi, karmasik ve zaman alici olmasi gibi dezavantajlari vardir. Zararli
kimyasallarin ve organik ¢ozuculerin buylk miktarlarda kullaniimasi gevre
kirliligine, laboratuvar personelinde sadlik risklerine, atik aritma ve ilave is-
letme maliyetlerine sebep olur. ideal drnek hazirlama teknikleri hizli, kulla-
nimi kolay, ucuz ve birgok analitik cihaza uygulanabilir olmalidir. Yeni egilim
organik ¢ozucl tuketimini en aza indirmek, drnek hazirlama basamagini
basitlestirme ve kugultme seklindedir [63,65]. Bu nedenle mikroekstraksiyon

yontemlerine ilgi dnemli 6lclide artmigtir. Mikroekstraksiyon yontemleri;

o Klasik sivi-sivi ekstraksiyon ve sivi-kati ekstraksiyonlarda kullanilan
toksik ve pahali ekstraksiyon sivilarinin kullanimini mikrolitre seviyeleri-
ne indirmeleri,

e Buharlastirma, saflastirma gibi islemlere gerek duyulmamasi,

e YUksek zenginlestirme orani,

o Ekstraksiyon ve zenginlestirmenin yanisira saflastirma igleminin de
yapilabilmesi,

e Ekstraksiyon sonrasinda alinan 6rnegin dogrudan GC veya HPLC'ye
enjekte edilebilmesine olanak saglamasi ve

e Otomasyonun yapilabilmesi gibi
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avantajlarindan dolayr son zamanlarda klasik sivi-sivi ve sivi-kati

ekstraksiyon yontemlerinin yerlerini almaya baglamiglardir.

1.5.1. Kati Faz Mikroekstraksiyon (SPME)

Kati faz mikroekstraksiyon yontemi, hava ya da su matriksindeki maddeleri
“fused” silika Uzerine polimer kapli fibere ekstrakte eden basit, hizli, duyarli
ve organik ¢oziiciden bagimsiz bir 6érnek hazirlama yéntemidir [66]. ik ola-
rak Arthur ve Pawliszyn tarafindan 1990 yilinda geligtirilmistir [67]. 1993 yi-
linda ise ticari olarak Uretiimeye baslanmistir. Polidimetilsiloksan (PDMS),
divinilbenzen (DVB), poliakrilat (PA), carboxen (CAR) ve carbowax (CW;
polietilen glikol) fiber UGretiminde kullanilirlar  [64,68,69]. Ayrica
polidimetilsiloksan/divinilbenzen (PDMS/DVB) carboxen/polidimetilsiloksan
(CAR/PDMS), carbowax/divinilbenzen (CW/DVB) gibi farkli birlesimlerde de

fiberler hazirlanabilir [69].

Sekil 1.6’da kati faz mikroekstraksiyon (SPME) enjektora gorllmektedir.
Polimerik adsorban ile kaplanmis “fused” silika SPME enjektorinln igine
yerlestirilir. Enjektorin ucundaki igne ekstraksiyon ve desorpsiyon islemle-
rinde septum delici olarak ve fiberi korumak igin kullanilir. SPME enjektori
analiz edilecek ornek ¢ozeltisine yerlestirildikten sonra piston asagdi dogru
ittirilerek fiberin igne ucundan ¢ikmasi saglanir. Ekstraksiyon islemi tamam-
landiktan sonra fiber tekrar geri ¢ekilir. SPME enjektor desorpsiyon iglemi
icin GC’nin enjeksiyon bdlmesine veya HPLC'de ara faza yerlestirildikten

sonra fiber, igneden tekrar ¢ikarilarak desorpsiyon iglemi yaplilir.

SPME fiberden maddelerin desorpsiyonu, bir ¢ézlcu ile (MeOH, ACN gibi)
veya GC enjeksiyon bdlmesinde yapilan termal desorpsiyon islemi ile ya-
pilmaktadir [70-73]. Sivi kullanarak desorpsiyon LC ve kapiler elektroforez
(CE) ile kullanilir. Sivi kromatografide ¢dzucu ile desorpsiyon igin geligtiril-
mis “ara-faz” sistemleri HPLC vanasi ve sivi haznesinden ibarettir.

Ekstraksiyon sonrasi enjektor ucundaki fiber HPLC vanasinin bulundugu
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sivi haznesine yerlestirilir. Burada desorpsiyon iki sekilde saglanabilir [74].
Egder maddeler fibere zayif bir sekilde badli ise dogrudan hazneye pompa-
dan gelen hareketli faz ile desorbe edilirler. Buna dinamik desorpsiyon de-
nir. Ancak maddeler daha guglu bir sekilde adsorbe olmuslar ise fiber haz-
neye konulmus hareketli faza veya baska bir ¢dzlcuye daldirilir ve belirli bir
sure bekletilir. Daha sonra hareketli faz ile kolona tasinir. Bu statik

desorpsiyon olarak isimlendirilir [75].

Piston

— “Z” Yuva

- Vidali Piston Tutucu

p——<— 0" Halka

.4— Izleme Noktasi

Uzaklik Ayarlayici

Septum

<«— igne

<+— Fiber

Sekil 1.6. Kati Faz Mikroekstraksiyon (SPME) Enjektori
SPME iki sekilde uygulanir;

Tepe Bosluklu (Headspace) Ekstraksiyon,

Dogrudan Daldirma Ekstraksiyon;
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Tepe bosluklu ekstraksiyon kati, sivi veya gaz 6rneg@in buhar fazinin fiber ile
etkilesimine dayanir. Tepe bosluklu analizde fiber 6rnek ile temas halinde
degildir. Buhar fazindaki maddeler difizyon veya dogal hava akimi yolu ile
fibere ulasir. Dogrudan ekstraksiyonda ise fiber, madde igeren sivi 6rnegin
icersine dogrudan daldirilarak ekstraksiyon saglanir. Sekil 1.7’de kati faz
mikroesktraksiyon (SPME) sistemi gorulmektedir. Ugucu bilesiklerin anali-
zinde fiberin kullanim émrunu artirdidi icin, headspace ekstraksiyon daha
¢ok tercih edilir [69,76,77]. Sivi drnek igersine dogrudan daldirma yapildi-
dinda yuksek molekdl agirlikh turler, diger ugucu olmayan Kkirlilikler, fiberin
kaplamasina zarar verebilir veya geri donulmez sekilde fibere baglanabilir-
ler. Ayrica headspace ekstraksiyon dogrudan ekstraksiyona gore daha segci-
ci bir ydontemdir [64,78,79].

A1 A2 B1 B2 B3

[T ]

Sekil 1.7. SPME Sitemi (A: Dogrudan Ekstraksiyon, B: Tepe Bosluklu (Headspace)
Ekstraksiyon

SPME yontemi, ornekte ekstrakte edilecek analit ile “fused” silika Uzerine
kaplanmis sivi, kati ya da her ikisinin karisimi polimer ile kaplanmis [30-150
Mm) sabit faz arasindaki dengeye dayanmaktadir [68,80]. Ekstraksiyon son-
rasinda maddeler fiber kaplamasi, gaz faz (tepe boslugunda) ve hava veya

su gibi homojen matriks ortamin olustugu ornek fazi olmak Uzere U¢ faz
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arasinda dagilirlar. Maddelerin ¢ fazda dengedeki kitle dagilimlari asagi-

daki gibi gosterilebilir.

Co.Vs = CCOO.VC + Choovh + CSOO.VS (1 1)

Burada C,, 6rnek igerisindeki aranan maddenin baslangig derisimi, C.”, C”,

Cs” ise sirasi ile ekstraksiyon sonrasi denge aninda fiberdeki, tepe boslu-

gundaki ve ornek igerisindeki derigimleri, V¢, Vi, Vs ise sirasi ile kaplamanin,

tepe boslugunun ve érnegin hacmini gdstermektedir.

Fiberdeki kaplama ile tepe boslugu arasindaki dagilma katsayisi, Kg:

Kch = CCOO/ C;hoo (1 .2)

Tepe boslugu ile érnek arasindaki dagiima katsayisi ise, Kgs:

Khs = Choo/ C;soo (1 .3)

seklinde yazilabilir.

Fiberde absorblanan maddenin miktari, n:

n=Ce".Ve (1.4)

Esitlik 1.2 ve 1.4 dlzenlenerek;

n = Ken. Cn”.Ve (1.5)

yazilabilir.

Esitlik 1.3 ve 1.5’i kullanarak “n” yeniden asagidaki sekilde dizenlenebilir;

n= KchKhs CSOO.VC (1.6)
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Esitlik 1.1’ den Cs” cekilip esitlik 1.6'da yerine yazilirsa “n” asagidaki sekil-

de yazilabilir.

Kch.Khs. Vc. Co.Vs
n= (1.7)
Kch.Khs. Vc. + Khsvh + Vs

Fiberdeki kaplama ile o6rnek arasindaki dagilma katsayisi (K.s) asagidaki

gibi yazilabilir.

Co. CF°

Kes = Keh.Khs = (1.8)

&Gy

Esitlik 1.8 kullanilarak esitlik 1.7 asagidaki gibi sadelegtirilebilir.

Kcs. Vc. Co.Vs
n= (1.9)
Kcs. Vc. + Khsvh + Vs

Ekstraksiyon isleminde tepe bosluklu (headspace) analiz yapilmiyor ise

“Kns.Vh” terimi esitlikten gikarilir.

Ayrica fiber Uzerindeki kaplama hacmi, érnek hacmi yaninda ¢ok kuguk ol-

dugu igin;

Kes. Vo<< Vs olur. (1.10)

Esitlik 1.9 tekrar sadelestirildiginde fiber Uzerine absorlanan madde miktari

(n) agsagidaki sekilde ifade edilir.

n = Kes. Co.Ve (1.11)

Bu sonuc oOrnekten fibere ekstrakte edilen maddenin miktarinin 6rnek

hacmindan bagimsiz oldugunu gostermektedir [79].
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SPME’de maddenin ekstraksiyon miktari, ekstraksiyon fazinin hacmi (fiber
adsorbani) ile orantilidir. Dolayisi ile ekstraksiyon fazinin hacmi artirilarak
metodun duyarhh@: artirilabilir. Bu da, ya film kalinligini artirarak ya da daha
kalin destekler lzerine kaplama yapilarak veya ¢oklu fiber yontemi kullanila-

rak saglanir [68].

SPME tek adimda 6rnekten maddeyi zenginlestirme, matriksden ayirma ve
de tayin etme islemidir. Gelistirildiginden beri bu ydntem c¢evresel analizler-
de genis bir kullanim alani bulmaktadir. Ornegin, sularda ugucu organik bi-
lesiklerin, biyolojik olarak aktif maddelerin, fenollerin, pestisitlerin,
poliaromatik hidrokarbonlarin ve poliklorlu bifenillerin tayininde kullaniimigtir.
Termal bozunmaya sebep olmaksizin ugucu bilesiklerin kimyasal analizi igin
sicaklik programli desorpsiyon ile GC uygulamalar yapilabilmektedir. SPME
fiberler ayrica g¢evre ve isyeri havalarindaki ugucu organik bilesiklerin anali-
zinde de kullanilir [64].

Klasik 6rnek hazirlama yodntemleri ile karsilastirildiginda SPME’nin dnemli
avantajlari vardir. Maddelerin ekstraksiyonu igin hizl, basit ve ¢ézicu kul-
lanmayan hassas yéntemlerdir. Ornek, matriks ortamdan ekstrakte edilirken
ayni zamanda zenginlegtirilir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon teknigi etkili ve
basittir. Analitleri ayirma ve tayin etmede, yuksek basing sivi kromatografi
(HPLC) ile kullanima uygundur. Ancak kullanilan organik ¢ozuculerin fiber
ile uyumlu olmasina dikkat edilmelidir. Clnku fiber glgll organik ¢éztcullere
kargi dayanikli ve kararli olamamaktadir. Genis bir alanda madde derigimi
icin dogrusal sonuglar verir. SPME enjektorleri drneklerin bulundugu alan-

larda kullanima uygun kiuguk boyutlara sahiptir [68,69,81].

SPME fiberler giderek artan oranda kullanilmalarina ragmen bazi 6nemli
dezavantajlara da sahiptirler. Termal desorpsiyonda (GC) nispeten dusuk
sicaklk araliginda calisilmasi (genellikle 240-280°C) gerekir. Fiberlerin or-
ganik ¢ozucu ile temasta kararsizliklari ve sismeleri (buyuk dlgude HPLC ile
kullanimina sinirlama), kirilmasi, kaplamasinin siyrilmasi, ignesinin egilme-

si, pahali olusu [81], kullanim sayisindaki sinirlama [82], polarite derecesi
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dusuk ticari sabit faz tarinin sinirli olmasi, dusuk tekrarlanabilirlik
(repeatability) ve segiciliginin az olmasi [68] gibi dezavantajlar sayilabilir.
Ayrica her bir Gretimde fiber boyu ve kaplama 6zellikleri farklilik gosterebile-
ceginden zenginlestirme faktorleri fiberden fibere farklilik gdsterebilir [82].
Kullanim sonrasi fiberlere etkili temizleme islemi uygulanmaz ise sonraki
calismalarda iyi sonuglar elde etmek zordur [83]. Analitin fiberden buhar-
lasmasi veya vialin ¢eperlerine adsorbsiyon ile analit kaybi kontrol edileme-
diginden dolayi zenginlestirme faktorleri dusuk olabilmektedir. Ancak bu de-
zavantajlara ragmen SPME teknolojisi biyoanalitik, ¢cevre ve gida gibi birgok
alanda kullaniimaktadir [64].

1.5.2. Magnetik Karistirma Gubugu ile Ekstraksiyon
(Stir Bar Sorbtive Ekstraksiyon, SBSE)

1999 yilinda Baltusen vd. tarafindan yeni bir ekstraksiyon teknigi olarak ta-
nitilmigtir [84]. Magnetik karistirma c¢ubugu ile ekstraksiyon (SBSE) olarak
isimlendirilen bu ekstraksiyon teknigi, cam Gzerine 50-300 puL (0.5-1.0 mm
kalinlik) PDMS kaplanmis magnetik karistiricinin ekstraksiyon ortamina ko-
nulmasi ile kullanilir [84,85]. Magnetik ¢ubuk yaklagik 1.5 cm uzunlugunda,
0.5 cm capindadir. SBSE’de maddeler Sekil 1.8’de goéruldugu gibi drnegi
karistirmak igin kullanilan magnetik ¢ubuk Uzerindeki PDMS tarafindan

adsorbe edilir.

Magnetik ¢ubuktan maddelerin alinmasi iki sekilde olabilir. Ya magnetik
cubuktaki maddeler termal desorpsiyon cihazinda buharlastirilarak GC ile
tayin edilir, ya da magnetik gubuk metanol, ACN gibi ¢ozuculere daldirilip
karistirma veya sonikasyon ile maddeler geri alinarak HPLC, CE veya GC
ile analiz edilir [86-89].

SBSE'’nin ekstraksiyon mekanizmasi ve avantajlari SPME’ye benzerdir. An-

cak zenginlestirme faktoru ekstraksiyon fazinin miktari ile dogru orantili ol-

dugundan, SPME’ye gore ¢ok daha fazladir. Genel olarak zorlu matrikslerde
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eser miktarda madde tayinlerinde kesinlik ve duyarlik agisindan SBSE’nin
SPME’ye gore daha iyi oldugu dusundlir [68]. SPME’de oldugu gibi
SBSE’de ¢evresel, gida ve biyolojik érneklerdeki ugucu ve yari ugucu érnek-
lerde kullanilir. SBSE sivilarda ve yari kati matriks ortamlarda kullanilabilir.
Kahve analizlerinde, sulu érneklerde PAH analizlerinde ve ballarda pestisit

kalintilarinin belirlenmesinde kullanilabilir [64].

Ekstraksiyon Fazi

- (Adsorban)

S Ornek l
Vial L
B> T Cozeltisi
Cam
Magnet
Magnetik Balik

02 <4— Magnetik Karistiric

Sekil 1.8. Magnetik Karistirma Cubugu ile Ekstraksiyon (SBSE) Sistemi

SBSE, PDMS kapli oldugu igin ¢ogunlukla sulu ortamlarda apolar ve yari
polar bilegiklerin analizi i¢in uygundur. Uygun derivatizasyon islemleri ile
polar bilegiklerin analizinde de kullanilabilir [90]. Yontemde magnetik gubu-
gun dogrudan GC enjeksiyon bdlmesinde desorbe edilemeyip 6zel olarak
dizayn edilmis termal desorpsiyon cihazi gerektirmesi, tam otomasyona uy-

gun olmamasli dezavantaj olarak sayilabilir [68].

1.5.3. Sivi Faz Mikroekstraksiyon (LPME)

Sivi faz mikroekstraksiyonun (LPME) klasik sivi-sivi ekstraksiyondan en
onemli farki ekstraksiyon sivisinin mikrolitre duzeylere indirilmesidir. Boyle-
ce hem zenginlestirme yapilir, hem ¢6zutcu kaybi 6nlenir hem de buharlas-
tirma islemine gerek kalmaz. LPME ile ekstraksiyonda maddeler genellikle

sulu bir 6rnek (verici faz, donor faz) igerisindedir. Su ile karismayan organik
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¢ozlcu alici faz (acceptor faz) olarak kullanilir. Sivi faz mikroekstraksiyon

yontemi asagidaki sekillerde uygulanir;

)  Asili Damla Mikroekstraksiyon
(Single Drop Microextraction, SDME)
[I)  Dagitici Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon
(Dispersive Liquid-Liquid Microextraction, DLLME)
[ll) Yuzen Kati Organik Damla Mikroekstraksiyon
(Solidified Floating Organic Drop Microextraction, SFODME)
V) Oyuk (Hollow) Fiber Sivi Faz Mikroekstraksiyon
(Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction, HF-LPME)

1.5.3.1. Asili Damla Mikroekstraksiyon
(Single Drop Microextraction, SDME)

Asili damla mikroekstraksiyon (SDME) yonteminde, gaz veya sivi ornek ice-
risinde karismayan ekstraksiyon ¢dzuclu damlasi (1—10 L), enjektdr ucunda
asili durur. Belirli bir zaman yapilan ekstraksiyon islemi sonrasinda madde-
ler sulu érnekten pasif difizyon ile asili damla igersine alinir ve GC, HPLC,
CE ile analiz edilir [91].

Bu teknigin populer olmasinin nedeni, herhangi bir karmasik donanima ihti-
ya¢ duyulmamasi, ucuz ve uygulamasinin kolay olmasi, neredeyse ¢dzucu
kullanilmamasi ve derivatizasyonun mumkun olmasi sayilabilir. Yontemin
dezavantajlari arasinda damla yuzeyinin sinirli olmasi, damlanin enjektor
ucunda kararsiz olmasi ve ekstraksiyon kinetiginin yavas olmasi sayilabilir
[65].

SDME yontemi degisik bigcimlerde uygulanabilir;

J Dogrudan Daldirma-Asili Damla Mikroekstraksiyon

(Direct Immersion-Single Drop Microextraction, DI-SDME),
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J Tepede-Asili Damla Mikroekstraksiyon

(Headspace Single Drop Microextraction HS—SDME),
J Uglii Faz-Asili Damla Mikroekstraksiyon

(Three Phase-Single Drop Microextraction, Three Phase—SDME)
J Surekli-Akis Mikroekstraksiyon

(Continuous-Flow Microextraction, CFME)

Sekil 1.9.a’da gorulen dogrudan daldirma-asili damla mikroekstraksiyon
(DI-SDME) yonteminde karistirilan sulu 6rnek igerisinde, ekstraksiyon ¢o-
ziicti damlasi mikro enjektér ignesi ucunda askida birakilir. Ornekten mad-
deler damlaya geger. Cozlicu damlasi enjektore geri ¢ekilerek analiz igin
GC veya HPLC'ye enjekte edilir. Bu statik SDME olarak tanimlanir
[63,65,92].

Dinamik SDME’de ise ekstraksiyon ¢ozucusu ¢ekilmis enjektdre drnek ¢o-
zeltisi c¢ekilir. Enjektorun igne ve duvar ¢eperlerinde ince bir film tabakasi
olusturan ekstraksiyon ¢dzucusunun 6rnekten maddeleri ekstrakte etmesi
icin birka¢ saniye bekletilir ve érnek disari atilir. Bu islem birkag dakika igin-
de ¢ogu kez tekrarlanir. Zenginlesen ekstraksiyon fazi GC veya HPLC'’ye
enjekte edilir. Sistem damla formu icermese de SDME yontemi olarak isim-
lendirilmigtir. [65,93].

Statik ve dinamik SDME karsilastirildiginda; statik SDME ¢ok iyi yinelenebi-
lirik (reproducibility) saglamasina ragmen zaman alici ve zenginlestirme
faktort dusuktar. Dinamik SDME ise kisa zaman iginde yuksek zenginles-
tirme faktorleri saglamasina ragmen elle kullanimdan dolay! yinelenebilirlik
ve tekrarlanabilirlik disuktlr. Ancak bu dezavantaj otomatik enjektor pistonu
kullanilarak azaltilmistir [94,95].

Sekil 1.9.b’de gorulen tepede-asili damla mikroekstraksiyon (HS-SDME)
yonteminde, mikro enjektdriin ucunda asili damla, érnek ¢ozeltisinden ba-
§imsiz tepe bosluguna yerlestirilir. Ornek isitilarak analiz edilecek maddele-

rin buharlasip damlaya gegmesi saglanir. Ekstraksiyon sonrasinda damla
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enjektore geri ¢ekilerek, GC veya HPLC’ye enjekte edilir. Yontemde madde-
ler sulu faz, tepe boslugu (headspace) ve organik damla olmak Uzere Ug
faza dagilir [65,96].

DI-SDME ile gevresel biyolojik ve gida 6rneklerindeki apolar ve yari polar
bilesiklerin analizi yapilirken HS—SDME ile ugucu ve yari ugucu bilesiklerin

ve derivatizasyona uygun ugucu bilesiklerin tayini yapilabilir [63,65].

DI-SDME ile kargilastirildiginda, HS—SDME organik ¢6zlcu segimi agisin-
dan hayli esnektir ve ¢éztclnin ornek ¢ozeltisi igindeki ¢ozUnurlGgunu dik-
kate almaya gerek yoktur. Ancak ¢bzicu segiminde ana sinirlayici, kendi
buhar basincidir. Ekstraksiyon sirasinda buharlasmayi 6énlemek igin buhar
basinci dusik olmali ancak ayni zamanda GC’ye enjeksiyon icinde uygun
olmalidir [63,97]. HS—SDME c¢ok fazla matriks iceren orneklerde (ugucu ol-
mayan bilesikler, yuksek molekul agirlikli) ¢ok iyi bir 6n temizleme saglar
[63,65]. DI-SDME’ de damla ylUksek karigtirma hizlarinda kararsizdir. HS—
SDME ise damla drnek ile temas etmedigi icin karistirma hizindan etkilen-

mez.

A

<+— GC Mikro Enjektor

[ ¢—— Vial ———»
Bosluk
Damla

(Organik Faz)
<+—— SuluOrnek ——»

Magnetik Balik

Magnetik N ®
Karigtirici

Sekil 1.9. Asili Damla Mikroekstraksiyon Sistemi (A: Dogrudan Daldirma, DI-
SDME; B: Tepe Bosluklu, HS—SDME)
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Ayrica DI-SDME’nin aksine HS—SDME’de suda ¢6zunen analitlerin ve ugu-
cu ekstraklarin analizinde su, mikro ¢6zlcl olarak kullanilabilir [63].
Metaloid (metalimsi), organometal ve ametallerin ekstraksiyonunda yuksek
kaynama noktali sivilar ile galisilabilir [65]. Ancak sulu érnekler ile analiz
yapildi§i zaman eger ¢dzlcu su ile karigirsa ¢apl bayur ve ignenin ucundan
kopmasina sebep olabilir. SDME ile ekstraksiyon sonrasinda HPLC analiz
icin fazla tercih edilmemektedir. Cinkit SDME’de damlanin kararli olmasi
icin damla hacmi, mimkudn oldugunca kuguk segilir. Ancak HPLC calismala-
rinda enjeksiyon hacminin 2 pyL’den daha buyuk olmasi tercih edilir. Ayni

zamanda segilen ¢dzucu hareketli faz ile de uyumlu olmahidir [63,97].

Sekil 1.10’da gérilen Uglii faz-asili damla mikroekstraksiyon (Ugli Faz—
SDME) yontemi 1999 yilinda Ma ve Cantwell tarafindan uygulanmigtir. Sis-
temde pH’in ayarlanabildigi verici faz, organik ¢dzlucu faz ve pH'in ayarla-

nabildigi alici faz olmak Uzere g faz vardir [98].

Teflon Ug Teflon Tikag

Mikro Enjektor

<« Vial Teflon
Damla (Sulu) Halka

<«1— Ornek (Sulu)

Magnetik Balik

Organik Faz
(Sivi Membran)

Y <«—— Magnetik Karigtirici

Sekil 1.10. Asili Damla Mikroekstraksiyon (Uglii Faz—SDME) Sistemi
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Uclii Faz—SDME ydnteminde sulu drnek ¢ozeltisi tizerinde teflon halka igeri-
sine organik sivi membran hapsedilir. Mikro enjektdr yardimi ile alici sulu
fazin mikro damlasi organik sivi membranin icerisinde askida birakilir. Sulu
damla ve organik membran konfiglirasyonu ¢ok ylksek hizlarda karistirma
yapilmasina uygundur. Sulu 6rnek fazinda pH’in ayarlanmasi ya da bir
komplekslestirici reaktifin eklenmesi ile maddeler organik faza ekstrakte edi-
lir. Buradan da kosullari ayarlanmis alici faza geri ekstrakte edilir. Sulu faza
alinan ekstrakt HPLC, CE ve atomik spektroskopi (AS) gibi cihazlarla analiz
yapmaya uygundur. Yontem her ekstraksiyon sonrasi vialin yikanmasini
gerektirmesi ve vial igerisinde teflon halkanin konumunun ayarlanma zorlu-
gu gibi dezavantajlara sahiptir. Ayrica halkanin her zaman belli konumda

sabit durmasi gerekir [65].

Atik

Cam Ekstraksiyon Bdlmesi
Sise

Mikro Enjektor
Damla (Organik Faz)

)

— ﬂ— Pompa

Ornek (Sulu)

Sekil 1.11. Sirekli Akis Mikroekstraksiyon (CFME) Sistemi

Sekil 1.11’de sistemi gorulen surekli akis mikroekstraksiyon (CFME) yonte-
mi 2000 yilinda Liu ve Lee tarafindan uygulanmistir [99]. Bu yontemde or-
ganik damla bir enjektor ile sisteme Ornek tasiyan polietereterketon (PEEK)
veya politetrafloroetilen (Teflon, PTFE) baglanti borusunun ucuna birakilir.
Ornek, pompa ile siirekli olarak damla tizerine génderilir ve sistemden disari

atilir. Atilan 6rnek tekrar sisteme geri verilerek érnek hacmi ¢ok daha fazla
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azaltilabilir [100,101]. Hem difizyon hem de molekiler momentum,

ekstraksiyon etkinligine katkida bulunur.

Bu yontem organik ¢ézicunun tam bir damla olmasi ve surekli olarak yeni
ornek c¢ozeltisi ile temas halinde olmasi nedeniyle statik SDME’ye gore daha
fazla zenginlestirme faktort elde edilmesini saglar. Ayrica yuksek zenginles-
tirme faktorleri saglanabildiginden dolayi kiguk hacimli érnekler ile galigila-
bilir [63,65].

SDME yontemleri ile ekstrakte edilen maddelerin tayininde GC ve HPLC’nin
yani sira mikro duzeyde Orneklerle dl¢ime izin veren elektro termal atomik
absorbsiyon spektrometresi (ETAAS) ve elektro termal buharlagsma-induktif
optik plazma emisyon spektrometre/kitle spektrometresi (ETV-ICPOES/MS)
gibi cihazlar kullanilabilir [102]. Son yillarda, kapiler elektroforez (CE),
SDME sonrasi hem iyonik hem de nétr bilesikler icin son derece cazip bir

ayirma teknigi haline gelmistir [63].

1.5.3.2. Dagitici Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon
(Dispersive Liquid-Liquid Microextraction, DLLME)

Rezaee vd. (2006) birka¢ mililitre dagitici (dispersive) ¢ozlcu ile birlikte mik-
ro hacimda  ekstraksiyon  ¢Ozucusunin  kullanildigr  yeni  bir
mikroekstraksiyon yontemi gelistirmiglerdir [103]. Dagitici  sivi-sivi
mikroekstraksiyon (DLLME) yontemi, homojen sivi-sivi ekstraksiyonu
(HLLE) ve bulutlanma noktasi ekstraksiyonu (CPE) yontemlerine benzer bir

Uclh ¢obzlcu sistemine dayanmaktadir [104].

Sekil 1.12’de dagitici sivi-sivi mikroekstraksiyon (DLLME) sistemi gorulmek-
tedir. Yontem hedef maddeleri iceren sulu 6rnek (l) icersine dagitici
(dispersive) ve ekstraksiyon ¢ozelti karisiminin hizli bir sekilde enjeksiyonu-
na (ll) dayanir. Ekstraksiyon ¢ozlcusu toplam ¢ozelti hacminin % 1-3’Unu

olusturur. Ornek c¢ozeltisine bu sekilde enjeksiyon oérnek igerisinde
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ekstraksiyon ¢oziclsunin kiglik damla formlarinin olugsmasina neden olur
(MN). Bu adimda ¢o6zeltide bulut olugur. DLLME’de ekstraksiyon karisiminin
% 99-97’sini olusturan sulu ¢ozelti icinde ekstraksiyon ¢dzucusundn iyi
damlaciklar olusturmasinda dagitici (dispersive) ¢dzucu anahtar rol oynar.
Ekstraksiyon ¢ozucuUsu ile sulu 6rnek arasinda buylk yuzey alani olustu-
gundan dengeye ¢ok hizli ulasir. Bdylece ekstraksiyon zamandan bagimsiz
olur. Hidrofobik maddeler toplam sulu ¢dzelti icerisinde dagilan ekstraksiyon
¢cOzeltisinde zenginlegtirilir. Karisim sanrifijlendiginde kig¢lik damlaciklar
konik tipun dibinde toplanir (1V). Dibe toplanan alt fazdaki ekstraksiyon ¢o-
zUcusu, mikro enjektorle alinarak uygun enstrumantal yontemler ile tayin
edilir [63,65].

Mikro Enjektor Organik Céziicii iceren Dagitici
Cozicundn Enjeksiyonu

Santrif(j
Ornek (Sulu) Bulutlu Cozelti Organik Faz

M (I (1) (IV)

Sekil 1.12. Dagitici Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon (DLLME) Sistemi

Ekstraksiyon ¢6zlcusu olarak yogunlugu sudan agir ve su ile karigmayan
klorobenzen, karbon tetraklortr ve tetrakloroetilen gibi ¢éziculer kullanilir-
ken dispersive ¢dzlcu olarak aseton, etanol, metanol ve asetonitril gibi su

ile karisan polar ¢ozuculer kullanilir [63,65].

37



Yontem baslangigta PAH’lar, organik fosforlu pestisitler ve klorobenzenler
gibi organik bilegiklerin tayinlerinde kullaniimigtir. Ancak son zamanlarda
yontemin uygulamasi inorganik bilesiklerin tayinine dogru geniglemistir
[105].

DLLME'nin baslica avantajlari; basitligi, diglk maliyeti, hizlihgi, dusik 6rnek
hacmi, yuksek geri alinabilirlik ve zenginlestirme faktorleri elde edilebilmesi-
dir [63,65].

Yontemin segiciligi kdtu oldugu igin karmasik érneklerden ekstraksiyonlarda
tercih edilmezler. Ug farkli ¢ézticiiniin gerekli olmasi, ekstraksiyon ¢oziiciisi
olarak kullanilan bilegiklerin yogunlugunun sudan agir olmasi gerektiginden
¢bzucl secgiminin sinirli olmasi ve santriflj gerektirmesi yontemin dezavan-

tajlar1 olarak sayilabilir [63,65].

1.5.3.3. Yuizen Kati Organik Damla Mikroekstraksiyon
(Solidified Floating Organic Drop Microextraction, SFODME)

Statik mikro damla temelli sivi faz mikroekstraksiyon yonteminde bazi deza-
vantajlar vardir. ilk olarak yergekimi, kayma kuvveti ve girdap (vorteks) yi-
zunden mikro damla kopabilir. Ayrica karistirma hizi sinirli oldugu igin
ekstraksiyon etkinligi ve zenginlestirme faktorleri azalir. Mikro damla hacmi
sinirli oldugu icin bayuk enjeksiyon hacmi gerektiren ensrumantal cihazlar

ile kullanilamazlar [63].

Lu vd. (2006) dogrudan askida damla mikroekstraksiyon (directly-
suspended droplet microextraction, DSDME) olarak isimlendirdikleri yeni bir
mikroekstraksiyon yontemi gelistirmistir [106]. Bu yontemde, bir magnetik
karigtirici sulu 6rnek igeren vialin dibine yerlestirilerek duslk vorteksli bir
karistirma saglanir. Eger suyla karismayan organik damla, sulu érnegin yu-
zeyine yerlestirilse damla vortekse yakin veya merkezine yerlestirilmis olur.

Kutle transferi olurken damla da sulu fazin yuzeyinde kendi etrafinda doner.

38



Bu yontem diger LPME sistemleri ile kargilastirildiginda, islemsel paramet-
relerin segiminde, dzellikle organik ¢oézucl miktarinda ve karistirma hizi pa-
rametrelerinde daha esneklik saglar. Yontem organik c¢ozucunun buyuk
hacimlarinin de kullanimina izin verdigi igin GC’nin yani sira HPLC sistemle-

ri ile de kullanima uygundur.

Organik Damla

Lol
— ]

Vial — Ornek (Sulu)
ial —»

Magnetik Balik

Magnetik Karistirici Ly ®

Sekil 1.13. Yizen Kati Organik Damla Mikroekstraksiyon (SFODME) Sistemi

Yontem, ¢ok basittir ve hizli bir sekilde dengeye ulasilir. Ayrica destek ma-
teryali gerektirmez. Ancak metodun en blyuk dezavantaji 6rnek igerisinde
askida duran mikro damlanin ¢ikariimasidir. Mikro enjektor kullanarak orga-
nik damlayi 6rnek igerisinde tam olarak almak imkansizdir. Organik damla
alinirken enjektor igersine bir miktar su alinmasi da kaginilmazdir ve bu da
GC-ECD gibi enstrimantal sistemlerde problem olusturmaktadir [63]. Bu
problemin Ustesinden gelmek, icin Khalili Zanjani vd. (2007) yuzen kati or-
ganik damla mikroekstraksiyon (SFODME) isimli yeni bir yontem gelistirmis-
lerdir [107]. Bu yontemde oda sicakligina yakin bir sicaklikta erime noktasi-
na sahip organik ¢ozicinin (10-30°C) kiglk miktari 6rnek gozeltisi ylze-
yinde yuzdurulir. Cozelti belirli bir stre karigtirildiktan sonra buz banyosuna
yerlestirilir. Donan organik ¢ozlcu, kuguk konik bir viale alinir. Organik ¢o-
zucu eridikten sonra maddelerin tayini igin kullanilir [63,65]. Bu yontemle ilk
calisma, su orneklerinden GC—FID ile PAH’larin ekstraksiyonunun yapilmasi

ile olmustur [107]. Ayrica, yontem sulardan metal iyon komplekslerinin
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ekstraksiyonu icin de uygulanmistir [108]. Sekil 1.13’de Ylzen Kati Organik
Damla Mikroekstraksiyon (SFODME) sistemi goriimektedir.

Leong ve Huang (2008) SFODME’da yeni bir uygulama gelistirmislerdir.
Ornek igerisinde bir damla yerine dagitici (dispersive) ve ekstraksiyon ¢dz(i-
cu karisiminin enjeksiyonu ile érnek igerisinde kig¢ik damlaciklar olustur-
muslardir. Bu uygulama, 6rnek ve ekstraksiyon ¢ozuclsu arasinda daha
fazla etkilesim saglar. Boylece daha iyi ekstraksiyon zamani ve hizl kitle

transferine neden olur [109].

Bu yontem ¢ok cazip goérinmesine ragmen diger birgok LPME ydntemi gibi
biyolojik 6rneklerden veya ¢ok karmagik drneklerden maddeyi ekstrakte et-
mek icin ayrica 6n temizleme (clean-up) islemlerine gerek duyulmaktadir.
Bu ydntemin avantajlari dusik maliyet, basitlik, yuksek bir dogruluk ve ke-
sinlik, dusuk ekstraksiyon zamani, organik ¢ozucu tuketiminin minimum du-
zeyde olmasi ve basit parcalara gerek duyulmasidir. Ancak uygun ¢ozicu
secimindeki sinirlamalar ve ekstraksiyon ¢dzucUsunun dondurulmasinin

gerekliligi, dezavantajlar olarak sayilabilir [65].

1.5.3.4. Oyuk (Hollow) Fiber Sivi Faz Mikroekstraksiyon
(Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction, HF—-LPME)

HF-LPME yontemi 1999 yilinda Pedersen-Bjergaard and Rasmussen tara-
findan gelistirilmistir [110]. Yontemde sulu ¢ozelti icerisindeki hedef madde-
ler g6zenekli polipropilen oyuk (hollow) fiberin duvarlarina emdirilmis orga-
nik ¢ozucl yardimiyla fiberin igerisindeki alici faza ekstrakte edilir. Sekil

1.14’de polipropilen fiberin duvar kesiti gérulmektedir.
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Sekil 1.14. Polipropilen Hollow Fiberin Duvar Kesiti [111].

Deney duzeneginde oyuk fiber, ya gubuk seklinde (S$ekil 1.15) bir ucu kapali

diger ucu mikro enjektdre takili ya da her iki ucu mikro enjektor ile baglantili
“U” seklinde (Sekil 1.16) hazirlanarak kullanilir [110,112].

Mikro Enjektor

| Vial
Alici (Acceptor) L
Faz . Gozenekli Polipropilen
Verici (Donor) R Oyuk (Hollow) Fiber
Faz

-

Magnetik Balik
(09 «— Magnetik
Karistirici

Sekil 1.15. Oyuk (Hollow) Fiber Sivi Faz Mikroekstraksiyon
(HF-LPME) Sistemi
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ilk olarak fiberin gozenekleri disiik polariteli (toluen, oktanol, diheksileter
vb.) organik ¢ozuclunUn igerisine birkag saniye daldirilip kapiler etki ile dol-
durulur. Gézeneklerdeki organik ¢ozucu fiber duvarlarinda ince bir film taba-
kasi olusturarak, fiber igerisindeki alici fazin verici faz ile karismasini engel-
ler. Fiber, alici faz ¢ekilmis mikro enjektorin ucuna takilir. Ardindan alici
faz, mikro enjektdrden fiberin igersine doldurulur ve hedef maddelerin analizi
icin sulu 6rnek ¢ozeltisine daldirilir. Hedef maddeler fiberin igerisinde hapso-
lan alici faza ekstrakte edilir. Ardindan alici fazdaki maddeler dogrudan
HPLC, GC, CE gibi analitik cihazlarla tayin edilir. Alici faz organik ¢6zlcu-
nun kendisi ile dolduruldugunda ikili faz sistem, asidik veya bazik sulu ¢o-
zelti ile dolduruldugunda (gl faz sistem olarak isimlendirilir. Ugli faz sis-
tem, genelde HPLC ve CE ile uyumludur. Alici faz hacmi 2-30 pL arasinda
degisirken, verici faz hacmi 50 pL ile 1 L arasinda degisir [63,111,113].

“U” Seklinde Polipropilen
Hollow Fiber

®

Sekil 1.16. “‘U” Seklinde HF-LPME Sistemi

ikili faz sistemde, maddeler fiberin hem gdzeneklerinde hem de igerisinde
bulunan organik ¢ézucuye ekstrakte edilir. Maddeler verici fazdan alici faza
transfer olur. Fazlar arasinda dagilima ugrayan, 6rnegin bir “A” maddesi

asagidaki dengeyi olusturur. [63,114].
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Averici(érnek) < Aal|C| (112)

A’nin dengede alici faz ve verici faz arasindaki dagilma katsayisi, Kganw);

Kaan) = (Ca)a/ (Cq)v seklindedir. (1.13)

(Cq)a: A'nin dengede alici fazdaki (organik faz) derisimi

(Cq)v: A’nin dengede verici fazdaki derisimidir.

ikili faz sistemde geri alinabilirlik (R) asagidaki sekilde hesaplanabilir [115].

Kd(a/v) X Vorg
%R = x100 (1.14)
Kd(a/v) X Vorg + Vv

Varg, fiberin igerisinde ve gozeneklerindeki toplam alici faz hacmi, V, ise

verici faz hacmini gostermektedir.

Esitlik 1.14’den de goruldugu gibi geri alinabilirlik dagiima katsayisi (K), ve-
rici faz hacmi ve alici faz hacmina baglidir. Yiksek dagiima katsayisi ile

yuksek geri alinabilirlik elde edilebilir.

ikili faz sistemlerde, sudaki c¢ozinurlikleri cok az, organik c¢ozicide
(ekstraksiyon ¢odzlcusu) ¢ozinen bilesikler tayin edilebilir. Organik fazin
fiber ile uyumlu olmasina dikkat edilmelidir. Ayrica hedef maddelere karsi

duyarli olmali, su ile karismamali ve uguculugu dusuk olmalidir [63].
Uclu faz sistemde ise, érnegin “A” maddesinin transferi, sulu érnekten fibe-

rin gozeneklerindeki organik siviya, oradan da fiberin igerisindeki sulu alici

faza olur. Denge esitlik 1.15°de gdosterildigi gibi olur.

Averici(('jrnek) 4_—> Aorganik 4__> AaI|C| (115)

Geri alinabilirlikler hesaplanirken, denge kurulduktan sonra verici faz ile or-
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ganik faz arasinda (Kqgorgiv) ) Ve alici faz ile organik faz arasindaki (Kgorg) )

dagiima katsayilari dikkate alinir.

Kd(org/v) = (Cd)org/ (Ca)v (1.16)

Kd(a/org) = (Cd)a / (Cd)org (1 .17)

(Cd)org: A'nin dengede organik fazdaki derigimini gosterir.

Uglii faz sistemde toplam kitle dengesi dikkate alinarak geri alinabilirlik

asagidaki gibi hesaplanir [115].

Kd(org/v) X Kd(a/org) X Va
% R = x100 (1.18)
(Kd(org/v) X Kd(a/org) X Va) + (Kd(org/v) X Vorg) + Vv

V,, fiber icerisindeki sulu alici faz miktarini, Vg ise fiberin gézeneklerindeki

organik ¢dzucu miktarini gosterir.

Uclu faz sistemi, iyonlasabilir asidik ve bazik bilesikler ile sinirlidir. Bazik
bilesiklerin ekstraksiyonunda analitlerin ¢ézUnurliguni artirmak igin alic
fazin pH’1 disuk tutulurken, sulu 6rnek ¢ozeltisinde ¢dzinurligu baskilamak
icin pH alkali olarak ayarlanir. Bu sekilde organik fazdan geri ekstrakte ol-
madan bilesikler organik faza oradan da alici faza ekstrakte edilir. Asidik
bilesik analizlerinde ise alici faz alkali yapilirken érnek ¢ozeltisi asidik olarak
ayarlanir. Ekstraksiyon sonrasi alici faz HPLC, CE gibi cihazlar ile dogrudan
kullanilabilir [63,114]. Sekil 1.17°de ikili ve Uglu faz HF-LPME sistemleri gos-

terilmektedir.
HF-LPME statik ve dinamik metot olmak Uzere iki sekilde uygulanabilir. Sta-

tik metotta 6rnek karistirilarak maddelerin mikro enjektorin ucunda takili

fiber icerisindeki alici faza difuzyonu saglanir. Dinamik metotta ise mikro
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siringanin pistonu da maddelerin ekstraksiyonunda etkilidir. Ekstraksiyon
boyunca mikro enjektorin pistonu hareket ettirilerek fiber igerisindeki alici
faz enjektore geri cekilip tekrar fibere aktarilir. Statik yontem ile karsilastiril-
didinda dinamik yontem, daha iyi ekstraksiyon etkinligi ve yinelenebilirlik
saglar [114,116].

Organik ¢dziicli emdiriimis Organik ¢6ziici emdiriimig
fiber duvarlari fiber duvarlari
= Z
E Verici Faz 2
— (Sulu 6rnek) A
— L]
= Z
% L]
Fiber igerisi, Organik Faz Fiber igerisi, Sulu Cozeltili
Doldurulmus Alici Faz Doldurulmus Alici Faz
Ikili Faz HF—LPME Uglii Faz HF-LPME

Sekil 1.17. ikili ve Uclii Faz HF-LPME Gosterimi

HF—-LPME basit, hizli, ucuz ve ylksek oranda segici ve yuksek zenginles-
tirme faktoérine sahip bir yontemdir. Oyuk fiber mikroekstraksiyon yontemi
cevresel, biyolojik, gida dérneklerinde ve asidik ve bazik ila¢ analizlerinde
zenginlestirmenin yani sira 6n temizleme igslemini de ayni anda yaparak kul-
lanilabilir. Fiber, alici fazin 6rnek ¢ozelti ile direkt irtibatini kestiginden dolayi
siddetli karistirma hizlarinda ekstraksiyon ¢ozucusu kaybini en az dizeylere
indirir. Polipropilen fiber ¢ok ucuz bir maliyete sahiptir. Bu nedenden dolayi
her analizde bir kez kullanilir. Fiberin her analizde bir kez kullaniimasi énce-
ki analizlerden kirlilik gelmesini engeller. Polipropilen hollow fiber kiigik go-
zeneklere sahip oldugu icin matriks ortamdaki buyuk molekdl agirlikh Kirlilik-
lerin alici faza girmesini engelleyerek iyi bir 6n temizleme iglemi yapar
[63,83,111,113,114,117].

Yontem alici faz ile verici faz arasindaki membran bariyerin ekstraksiyon

etkinligini azaltmasi ve ekstraksiyon suresini uzatmasi, fiberin ylzeyinde
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hava kabarciklarinin olugmasi ile ekstraksiyon etkinligi ve yinelenebilirligin
azaltmasi, gercek ornek analizlerinde matriksin (kan, plazma, atik su) fiber

uzerindeki gdzenekleri tikayabilmesi gibi dezavantajlara sahiptir [63,118].

1.6. izmarit Zifiri Analizi

PAH’larin bulunduklari matriks ortamindan saflastiriilmalarinda ve zenginles-
tirlmelerinde birgok ekstraksiyon yontemi kullaniimaktadir. Bu yontemlerden
oyuk fiber sivi faz mikroekstraksiyon yontemi (HF—-LPME), basit, hizli, zarar-
[ organik ¢ozicu kullanimini mikro dizeylere dusirmesi, zenginlestirme ve
on temizleme isleminin ayni anda yapilabilmesi, ekstraksiyon sonrasi érne-
gin dogrudan GC, HPLC, gibi sistemlere verilebilmesi gibi birgcok avantaja

sahiptir.

N. Ratola vd. (2008) HF—LPME yontemini kullanarak GC-MS ile ¢cam igne-
lerindeki 13 PAH bilesigini tayin etmiglerdir. ilk olarak ¢am ignelerini 20 mL
% 20 (v/v) aseton igeren ¢ozelti iginde ¢ozmuslerdir. HF—LPME igin bu 6r-
nekten 5 mL kullanmiglardir. HF-LPME’de alici faz turt, yardimeci ¢ozucl
etkisi, tuz etkisi, karistirma hizi, karistirma zamani gibi parametreleri opti-
mumlastirdiktan sonra, c¢cam ignelerindeki PAH’lari analiz etmislerdir.
PAH’larin kompleks ortamdan alinmasinda HF—LPME basarili olurken ayni
zamanda zenginlestirme de saglayarak GC-MS ile tayin edilebilir hale ge-
tirmislerdir. Sinyal/gurultd orani 3 kabul edilerek PAH’larin en kiuguk tayin
limitleri 0.01-0.95 ng/g (kuru kutle) olarak bulunmustur [119].

C. Basheer vd. (2008) ornek hazirlama yontemi olarak ikili faz HF—LPME,
iyonik sivili t¢lt faz HF-LPME ve SPME yontemlerini kullanarak sulu 6rnek-
ten GC-MS ile alifatik ve aromatik hidrokarbonlarin tayinini yapmislar ve g
yontemin performansini degerlendirmislerdir. Her iki HF—LPME ydnteminde
de 10 mL verici faz kullanmiglardir. ikili fazda fiberin gézenek ve igerisi
toluen ile doldurulmustur. Ucli faz HF-LPME’de ise fiberin gézenekleri hem

su ile hem de organik faz ile karigmayan iyonik bir sivi ile doldurulurken fibe-
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rin igerisi toluen ile doldurulmustur. Calismalarda 1 cm uzunlugunda
polipropilen fiber kullanmislardir. iyonik sivi destekli ticlii faz HF-LPME ile
yapilan galigsmalarda diger iki yonteme gore daha iyi sonuglar elde etmisler-
dir. Calismada fiberin gdzeneklerini  1-batil  3-metillimidazolium
hekzaflorofosfat, igerisini ise toluen ile doldurduklarinda yutksek geri kaza-
nim elde etmislerdir. Alifatik ve aromatik hidrokarbonlarin analizinde 210
kata kadar zenginlestirme faktorleri elde etmiglerdir. Analiz suresi 40 dakika,
yinelenebilirlik % 11’den az ve en kuguk tayin limitleri 1-7 ng/L olarak belir-
lenmigtir [120].

X. Jiang vd. (2005) toprak orneklerinden alti PAH bilesigini dinamik tepe
bosluklu (headspace) oyuk fiber mikroekstraksiyon ydntemini kullanarak
GC-MS ile tayin etmislerdir. Calismada programlanabilir enjektor pistonu
kullanarak ekstraksiyon etkinligini artirmayi amaclamislardir. Ekstraksiyon
suresince piston ile fiber igerisindeki alici fazi enjektor igerisine geri ¢ekip
tekrar fiber igersine aktarmiglardir. Organik faz turd, sicaklik, tuz etkisi ve
alici fazin enjektore her gekilisinde, enjektérde bekleme suresi gibi paramet-
relerin zenginlestirme faktorlerine etkisini incelemislerdir. Calisilan PAH bi-
lesiklerinin en kiguk tayin sinirlari 5.9—76 ng/g arasinda degismektedir, tek-
rarlanabilirlikler ise ylzde 5.40 ile 14.60 arasinda degismektedir. HS—DHF—
LPME ydénteminin yari ugucu bilegiklerin tayininde hizli, etkili, basit ve ucuz

bir ydontem oldugunu bildirmiglerdir [121].

M. Charalabaki vd. (2005) atik sularindan HF—LPME-GC-MS ile dusuk
molekdl agirlikli PAH bilesiklerini tayin etmislerdir. Optimum ekstraksiyon
sartlarini, verici faz 5 mL sulu 6rnek, % 2.5 NaCl, karistirma hizini 1000 rpm
olarak belirlemiglerdir. Alici faz olarak toluen kullanmiglar ve ekstraksiyon
suresini 15 dakika olarak se¢mislerdir. Tayini yapilan PAH bilesiklerinin en
klguk tayin siniri 511 ng/L olarak belirlemiglerdir. PAH bilesiklerinin tekrar-
lanabilirligi % 2.7 ile % 11.3 arasinda degdismektedir. Yinelenebilirlikleri ise
% 7.9 ile % 14.4 arasinda degismektedir [122].

C. Basheer vd. (2003) yagmur sularinda 16 PAH ve 12 organoklorlu pestisit

47



(OCP) bilesigini HF-LPME-GC-MS ile tayin etmislerdir. Karistirma hizi,
ekstraksiyon suresi, tuz, alici faz tart, pH gibi parametreleri, gercek 6rnek
analizlerinden 6nce optimumlastirmislardir. Bilesikler igin 35 dakika
ekstraksiyon suresinde, 100 katdan daha fazla zenginlestirme faktorleri elde
etmislerdir. Tekrarlanabilirlikler, PAH’lar igin % 1.3 ile % 13.6, OCP’ler igin
ise % 1.7 ile % 13.8 arasinda bulunmustur. En kiguk tayin sinirlar ise
PAH’lar igin 2—47 ng/L OCP’ler igin ise 13-59 ng/L olarak belirlemislerdir
[123].

M.B. Melwanki vd. (2006) nehir sularindaki alti hidroksiaromatik bilesigi Gg¢lu
faz HF-LPME yodntemini kullanarak, LC-UV ile 254 nm dalga boyunda tayin
etmiglerdir. Yontemde ayrica ekstraksiyon etkinligini artirmak amaci ile
ekstraksiyon suresince fiberdeki alici fazi belirli bir hizda enjektor igerisine
geri ¢ekip tekrar fiber igersine aktarmiglardir. Calismada verici faz olarak 10
mL 1 M’k HCI, alici faz olarak 5 yL 1M’lik NaOH ¢dzeltisi kullanmiglardir.
Fiberin gdzeneklerini doldurmada organik ¢dzicu olarak ise nanonal kul-
lanmiglardir. Hidroksiaromatik bilesiklerin geri alinabilirlikleri % 33.9-63.0
arasinda bulunmustur. Tekrarlanabilirlikler, % 3.9 ile % 5.6 arasinda degis-
mektedir. En kiguk tayin sinirlari ise 2.0-51.2 ng/mL arasinda bulunmustur
[124].

Sigara i¢cimi sonrasi olugan kimyasallarin tayinlerini iki grupta toplamak

mUmkinddr;

) Duman analizleri (ana duman ve yan duman)

) Zifir analizleri

Literatirde gorulen c¢alismalarin ¢gogunlugu duman (zerinedir. Dumanin
dogrudan agizdan cigerlere hava ile giderek saglik i¢in buytk bir potansiyel
tehlike olusturmasi arastirmalarin yogunlugunun nedenidir. Ancak izmaritin
elle ve agiz ile olan temasi, i¢inde bulunan kimyasallarin potansiyel tehlike-
sinin ihmal edilmemesini ve izmarit igindeki zifirde analiz igin yontem gelisti-

rilmesini dnemli hale getirmektedir. Zifirin, sivi ve igindekilerin ylksek kay-
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nama noktall organik maddeler olusu analizlerde HPLC’yi 6n plana gikar-

maktadir.

Nitekim Aygun vd. (1996) Turkiye'deki sigaralarda izmarit zifirinde BaP tayi-
ni icin HPLC-UV dedektdr sisteminin kullanildigi bir ydntem gelistirmislerdir.
Sigara izmaritinde BaP'’yi ekstrakte etmek igin farkh islemler denemisler ve
en iyi sonucu n-heksan ile yapilan ekstraksiyon isleminde elde etmislerdir.
Sigara izmaritini asetonitrilde (ACN) ¢6zdukten sonra 10 mL n-heksan ile 10
dakika sure ile dort kez karigtirarak sivi-sivi ekstraksiyon islemi yapmislar-
dir. Ekstraksiyon sonrasinda sigara izmarit zifirinden BaP’ni % 50 oraninda
geri kazanmayi basarmislardir. % 10.5 bagil standart sapma (% RSD) ile

izmaritteki BaP miktarini, ortalama 78 ng/sigara olarak bulmuslardir [125].

Aygun (2005) Yuksek Basing Sivi Kromatografide (HPLC) Floresan detektor
ile  Turkiye’deki sigaralardaki izmarit zifirinde Benzo[a]piren ve
Dibenzo[a,h]antrasen (DahA) tayini igin metot gelistirmistir. 20 adet sigara
filtresini 50 mL asetonitrilde ¢6zdikten sonra 20 mL n-hekzan ile U¢ kez
ekstraksiyon yapmistir. Ekstraksiyon sonrasi n-hekzani 5 mL’ye konsantre
etmistir. Elde edilen ekstrakti 100 mL n-hekzan/diklorometan (DCM) (9:1
v/v) karisimi yardimi ile XAD-2 kolondan gegirdikten sonra kuruluga kadar
buharlastirmistir. Buharlastirilan karisima 1 mL DCM eklendikten sonra 8
ML'si HPLC sisteme enjekte edilmistir. Ortalama BaP ve DahA miktarlarini
sirasl ile 74.28 ngffiltre, 5.24 ngffiltre olarak bulmustur[126].

Demirci (2005) sigara izmarit zifirinden PAH’larin geri kazanilmasinda kargi-
lasilan problemler Uzerine doktora ¢alismasi yapmigtir. Calismada izmarite
eklenen PAH’larin geri alinabilirliklerinde en ylksek deger % 117 ile
Floranten’de saglandigini ve benzo[a]piren diginda diger PAH’larin geri ali-
nabilirliginin % 33—63 arasinda degistigini bildirmistir. Ayrica sellloz asetat
filtrelerden PAH’larin geri kazanilmasinin zor oldugunu ve sigara izmariti
gibi kompleks bir ortamda PAH’larin cam ylzeyine tutunmalarinin énemli bir

hata kaynagi oldugunu bildirmiglerdir [127].
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1.7. Caligmanin Amaci

Literatirde verilen 6rneklerde oldugu gibi PAH’larin sigara ve dumandaki

tayinleri ¢ basamaktan olugmaktadir.

) Ornegin hazirlanmasi
) Zenginlestirme, saflastirma

1)} Bir enstriman ile kalitatif-kantitatif tayin

Bu calismada izmarit zifirinde bulunan PAH’larin tayini i¢in bir yontem gelis-

tirilmesi amaglanmistir. Yontem, ¢ basamaktan olugsmaktadir.

) izmaritin ¢éziinmesi,
) HF-LPME ile izmarit ¢dzeltisinden PAH’larin alinmasi,

1)} Ekstraksiyon sonrasinda zenginlestirme ile HPLC-UV ile tayin

Yukaridaki basamaklarin gercek érneklere uygulanmasindan 6nce, optimum
deney kosullarinin (alici faz turd; verici faz kosullari; ACN derigimi, pH, tuz,
karistirma hizi, karistirma zamani, fiber boyu se¢imi vb.) belirlenmesi igin

model PAH ¢ozeltileri ile calismalar yapilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar
2.1.1 . Kimyasallar Maddeler

1. Polipropilen oyuk (hollow) fiber (fiber i¢ ¢capi: 600 um, fiber et kalinli-
gi: 200 um, gbézenek ¢api 0.2 um) Membrana (Wuppertal, Germany)
2. Toluen (HPLC saflikta, Supelco),
3. Asetonitril (HPLC saflikta, Merck),
4. Izo-oktan (HPLC saflikta, Riedel),
5. Aseton (HPLC saflikta, Merck),
6. n-oktan (HPLC saflikta, Merck),
7. Oktanol (HPLC saflikta, Merck)
8. Deiyonize Su,
9. Antrasen, (Supelco )
10. Floranten, (Supelco )
11. Piren, (Supelco )
12. Benzo[a]antrasen, (Supelco )
13. Benzo[b]floranten, (Supelco )
14. Benzo[a]piren (Supelco )
15. NaCl (analitik saflikta, Meck)
16. NaOH (analitik saflikta, Merck)
17. HCI (% 37 w/v saflikta, d: 1.18 g/cm®, Merck)
18. n-Hekzan (HPLC saflik Merck)
19. Metanol (HPLC saflik, Merck)
20. Bazik alumina (kolon kromatografi, partikil boyutu: 0.063-0.200 mm,
Merck)
21. Silika (kolon kromatografi, partikil boyutu: 0.063—0.200 mm, Merck)
22. Sigara (Yerel marketten rastgele satin alindi., Parliament, Samsun,

Winston marka)
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2.1.2. Cihazlar

1. Yuksek Basin¢g Sivi Kromatograf (HPLC), THERMO SEPARATION
PRODUCTS, SPECTRA SYSTEM, P1500

2. Detektor, THERMO SEPARATION PRODUCTS, SPECTRA

SYSTEM, UV 1000

Enjektdr, SGE LC 10 yL (23 guage)

Ultrasonik Banyo, BANDELIN SONAREX, SUPER, RK 510H

pH Metre, pH METER, METTLER TOLEDO, MP 220

pH Elektrot, METTLER TOLEDO

Magnetik Karistirici, BIBBY STUART

Magnetik Balik (uzunluk: 10 mm, ¢ap: 3 mm)

Deiyonize Su Cihazi, MILLIPORE, ELIX3

C18 Kolon, PHENOMEX (150 mm; 4.6 mm, partikul gap = 5 um)

© © ® N O OB

-

2.2. PAH Gozeltileri

Antrasen (An): 0.2 mg/mL metanol ¢ozeltisinde

Floranten (Flu): 0.2 mg/mL diklorometan ¢dzeltisinde

Piren (Py): 0.2 mg/mL diklorometan ¢ozeltisinde
Benzo[alantrasen (BaA): 0.2 mg/mL diklorometan ¢dzeltisinde
Benzo[b]floranten (BbF): 0.2 mg/mL metanol ¢ozeltisinde

Benzola]piren (BaP): 0.2 mg/mL diklorometan ¢ozeltisinde

2.3. PAH Standart Caligma Cozeltileri

Stok PAH karigimlarini hazirlamak igin; 2.2’deki ¢ozeltilerinden antrasen igin
100 L ve floranten, piren, benzo[a]antrasen, benzo[b]floranten,
benzo[a]piren’nin her birinden 200 yL alinarak viale konuldu. Vialdeki kari-
sim buharlastirilip, 2 mL metanol konularak; antrasen: 10 pg/mL, floranten,

piren, benzo[alantrasen, benzol[b]floranten, benzo[a]piren: 20 ug/mL olacak
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sekilde stok PAH karisimi hazirlandi.

Stok PAH karigim ¢dzeltisinden 200 pL alinip viale konuldu. Uzerine 1.8 mL
metanol konularak; antrasen: 1 ug/mL, floranten, piren, benzo[a]antrasen,
benzo[b]floranten ve benzo[a]piren: 2 pg/mL derisimlerde ¢alisma ¢ozeltisi

hazirlandi.

Calisma c¢ozeltisinden 100 uyL alinip, Uzerine 0.9 mL metanol konularak
derigsimleri, 100 ng/mL antrasen, 200 ng/mL floranten, piren,
benzo[alantrasen, benzo|[b]floranten ve benzo[a]piren olan standart calisma

cozeltisi hazirlandi.

2.4. Fiberin Temizlenmesi ve Hazirlanmasi

Polipropilen oyuk fiber membran aseton iginde, ultrasonik banyoda 5 dakika
sure ile bekletildi. Fiber, aseton igerisinden c¢ikarilarak kurutuldu. Calisma-
larda kullaniimak Uzere 22 mm uzunlugunda kesildi. Her ekstraksiyon icin

yeni bir parga fiber kullanildi.

2.5. Fiberin Bogluk ve Gozenek Hacminin Bulunmasi

Fiberin gdzenek hacmini belirlemek igin, aseton iginde yikanip kurutulan
fiberden belirli uzunluklarda (4—7 cm) kesildi ve tartildi. Enjektdr ucuna taki-
lan fiber, toluen igerisinde bir iki dakika bekletilerek gdzeneklerin dolmasi
saglandi. Fiber bogslugunda olabilecek toluen, enjektordeki hava yardimi ile
uzaklagtirilarak, fiber tekrar tartildi. Aradaki kitle farkindan, fiber gézenegi-
ne yerlesmig toluenin katlesi belirlendi. Toluenin yogunlugu (0.867 g/mL)
yardimiyla fiberin gézenek hacmi, 1 cm uzunluktaki gézenek hacmi olarak

verildi. Calisma yedi kez tekrarlandi.
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Fiberin bogluk hacminin belirlenebilmesi amaciyla, iki farkli yontem kullanil-
di. Birinci yontemde, belli uzunluktaki fiberin gézenekleri mikro enjektor yar-
dimi ile doldurularak tartildi. Ardindan gézenekleri ve i¢ hacmi doldurularak
tekrar tartildi. Aradaki kutle farkindan fiberin i¢ hacmindaki toluen miktari
belirlendi. Daha sonra toluen yogunlugu (0.867 g/mL) yardimiyla fiberin bos-
luk hacmi 1 cm uzunluktaki bosluk hacmi olarak verildi. Calisma yedi kez

tekrarlandi.

ikinci ydntemde ise, belli uzunlukta kesilen fiber, 50 pL toluen cekilmis
mikroenjektore takilarak, toluen igine daldirildi. Fiberin gézeneklerinin dol-
masil i¢in 1-2 dakika sure ile beklendikten sonra, toluen igerisinde opak go-
rindame sahip olan fiberin igerisine toluen dikkatli bir sekilde enjekte edildi.
Fiberin tamami doldurularak bosluk hacmi belirlendi. Sekil 2.1’de

polipropilen fiberin 6zellikleri verilmigtir.

Dis Cap: 1mm
+—>

ic 2ap: 600 um

v

Gozenekli Fiber Duvari
(Et Kalinligi 200 pm)

Sekil 2.1. Polipropilen Fiberin Ozellikleri

2.6. Kromatografik Kosullar

Hareketli Faz: % 80 ACN — % 20 su
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Akis Hizi: 1 mL/dakika
Kolon: C18 (150 mm, 4.6 mm, 5 ym, Phenomenex)
Detektor: UV Spektrometresi

izo-oktan, n-oktan, oktanol ile yapilan calismalarda dalga boyu 254 nm ola-

rak secildi. Toluen ile yapilan deneylerde farkli dalga boylarinda ¢alisildi.

0-8.5 dakika 289 nm
8.5-10.5 dakika 254 nm
10.5-13.5 dakika 289 nm
13.5-30 dakika 254 nm

PAH’larin toluene gore alikonma (kapasite) faktorleri (k'); An: 0.70, Flu:
0.96, Py: 1.15, BaA: 1.59, BbF: 2.37, BaP: 2.74’dir. Kalitatif tayin igin ali-

konma zamanlari, kantitatif tayin igin pik alanlari kullaniidi.

Alikonma (Kapasite) Faktéri (k') : Kolonda ¢ézunen bir maddenin gog¢ hizini

aciklamada kullanilan bir terimdir. Bir A maddesi igin alikonma faktoru:

tr — tu
Kp=— 2.1
tm

seklinde tanimlanir. Burada tr, “A” maddesinin kolondaki allkonma zamanini

tw ise inert maddenin alikonma zamanini gostermektedir.

2.7. YOontem

Calismada ilk olarak alti, PAH bilesiginin HF-LPME-HPLC-UV yo6ntemi ile
model érneklerden ekstraksiyonu igin optimum sartlar belirlendi. Bunun igin
ACN derisimi, karigtirma hizi, karistirma zamani, tuz derigimi, pH, PAH de-
risimi, alici faz tlrd, verici faz hacmi gibi parametrelerin etkileri arastirildi.

Model ornekler ile belirlenen optimum kosullar, sigara izmarit zifirinden
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PAH’larin ekstraksiyonuna uygulandi. izmarit zifirine standart PAH ¢ozeltileri
eklendikten sonra fiber kullanilarak mikroekstraksiyon yapildi. Son olarak
farkli markalara ait sigara izmarit zifiri drneklerindeki PAH miktarlari tayin
edildi.

2.8. Fiber ile Mikroekstraksiyon ve Etkili Parametreler (Model Ornekler)

Calismalarda kullanilmak UGzere 22 mm uzunlugunda fiber Kkesildi.
Ekstraksiyon ortaminda verici faz olarak 5 mL veya 10 mL asetonitril-su ka-
risimi, organik (alici) faz olarak toluen, izo-oktan, n-oktan veya oktanol kul-
lanildi. Ekstraksiyon ortamina, farkli olarak belirtiimedik¢e, 5 yL ¢alisma ¢o-
zeltisi eklenerek ekstraksiyon c¢ozeltisindeki PAH’larin derisimleri; An: 1

ng/mL; Flu, Py, BaA, BbF, BaP: 2 ng/mL olacak sekilde ayarlandi.

Sekil 1.15°de goérulen HF—LPME sisteminde ekstraksiyon igin mikro enjekto-
re hava kabarcigl kalmayacak sekilde organik faz cekildi. Polipropilen
hollow fiber, enjektor ucuna takilarak, gézeneklerinin organik faz ile dolmasi
icin alici faz igerisinde bir iki dakika bekletildi. Daha sonra mikro enjektore
cekilen organik faz, fiberin igine aktarildi. Fiberin agik olan ucu, uglari alev
ile 1sitilmis pens yardimiyla kapatildi. Ardindan fiberin ylzeyinde biriken
organik fazi uzaklastirmak icin fiber, su igerisine daldirilarak birka¢ saniye
bekletildi. Fiber buradan cgikarilarak ekstraksiyon igin 6rnegin bulundugu
viale (5 cm) daldirildi. Ekstraksiyon iglemi belirli bir zaman ve karistirma hi-
zinda tamamlandiktan sonra fiber igerisindeki organik sividan 3 uL enjektore

cekilerek, dogrudan HPLC sistemine enjekte edildi.

Ekstraksiyon iglemi sonrasinda zenginlestirme faktorleri (Z.F.) ve ylzde geri

alinabilirlik (% R) deg@erleri agagidaki formullerle hesaplandi [128-130].

Z.F. = (Ca)a/ (Ca)v (2.2)

Z.F. :Zenginlestirme Faktoru
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(Ca)v : A’nin ekstraksiyon oncesi verici fazdaki derigimi

(Ca)a : A'nin ekstraksiyon sonrasi alici fazdaki derisimi

% R = (Z.F.) x (Va/Vy) x 100 (2.3)

% R : Yuzde geri alinabilirlik
V, : Verici faz hacmi

Va :Alici faz hacmi

Sigara izmarit zifirindeki bazi PAH’larin HF—LPME yontemi kullanilarak zen-
ginlestiriime calismalarinda ekstraksiyon verimine etki eden parametreler-
den, verici fazdaki asetonitril yuzdesi, karigtirma hizi, karigtirma zamani,
verici faz ortamindaki tuz derisimi, verici fazin pH’si, ekstraksiyon ortamin-
daki organik fazin tird, verici faz hacmi ve ekstraksiyon ortamina eklenen
PAH miktarinin etkisi incelendi. Calismada parametrelerdeki her bir deger
bes defa tekrarlandi. Ayni gunde yapilan deney sonuglari ile ilgili yizde ba-
gil standart sapma (% RSD) tekrarlanabilirligi (repeatability, intra-day) ver-
mektedir. Farkli ginde yapilan deney sonuglarinin yluzde bagil standart

sapmasi (% RSD) ise yinelenebilirligi (reproducibility, inter-day) vermektedir.

2.8.1. Verici Fazda ACN Derisimi:

Verici fazdaki asetonitril-su derigimi yuzde 70-30, 50-50, 30-70, 10-90 ve

5-95 olarak degistirilirken, verici faz hacmi 5 mL, alici faz ise toluen olarak

belirlendi. Ekstraksiyon slresi 15 dakika, karistirma hizi 1000 rpm olarak

secildi.

2.8.2. Kanigtirma Hizi

Karistirma hizi 800, 1000, 1200 rpm segilerek ekstraksiyon yapildi.
Ekstraksiyon ortaminin diger kosullari; verici faz; 5 mL, % 10 ACN — % 90
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su karigsimi, alici faz olarak toluen kullanildi. Ekstraksiyon suresi 15 dakika

secildi.

2.8.3. Kanigtirma Zamani

15, 20, 25, 35 ve 45 dakikalik siUreler boyunca ekstraksiyon yapilirken, verici
faz; 5 mL, % 10 ACN — % 90 su karisimi, alici faz; toluen ve hiz 1000 rpm

olarak segcildi.

2.8.4. Tuz Derisimi

Verici fazdaki NaCl derisimi yuzde 0, 1, 5, 15 (w/v) oranlarinda iken
ekstraksiyonlar yapildi. Ekstraksiyon ortaminin diger sartlari; verici faz; 5 mL
% 10 ACN — % 90 su karigimi, alici faz toluen, karistirma hizi 1000 rpm ve

ekstraksiyon suresi 35 dakika olarak segildi.

2.8.5. pH

Verici fazin pH’'si 4, 5, 6 (ortam pH’si), 7 ve 8e ayarlanarak (HCI veya
NaOH ile) ekstraksiyon yapildi. Verici faz; 5 mL, % 10 ACN — % 90 su kari-
simi, alici faz olarak toluen kullanildi. Ekstraksiyon 1000 rpm karistirma hi-

zinda, 35 dakika sure ile yapildi.

2.8.6. Alici Faz Tiri

35 dakika slrede, 1000 rpm karistirma hizinda alici faz olarak toluen,
oktanol, izo-oktan ve n-oktan kullanilarak ekstraksiyonlar yapildi. Kullanilan
(5 mL, % 10 ACN — % 90 su) verici faz karisiminin pH’si 6 olarak belrlendi.
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2.8.7. Verici Faz Hacmi

% 10 ACN — % 90 su olacak sekilde hazirlanan verici fazin 5 ve 10 mL’lik
hacimlari ile c¢alismalar vyapildi. Alici faz olarak toluen kullaniidi.
Ekstraksiyon iglemi pH 6’da, 1000 rpm karistirma hizinda, 35 dakika sure ile
yapildi.

2.8.8. PAH Derigimi

Ekstraksiyon ortamina;

1) An: 0.2ng/mL; Flu, Py, BaA, BbF, BaP: 0.4 ng/mL,
2) An:1.0ng/mL; Flu, Py, BaA, BbF, BaP: 2.0 ng/mL,
3) An:5.0ng/mL; Flu, Py, BaA, BbF, BaP: 10.0 ng/mL ,

olacak sekilde Ug farkli derisimde PAH standartlari eklendi ve kalibrasyon

dogrular gizildi.

Ekstraksiyon ortaminin diger kosullari; verici faz; 5 mL, % 10 ACN — % 90
su karigimi, alici faz; toluen, karistirma hizi; 1000 rpm ve ekstraksiyon sure-

si 35 dakika segcildi. Verici faz pH’si 6 olarak belirlendi.

2.9. PAH Eklenmis Zifir Orneklerinden Fiber ile Mikroekstraksiyon
Optimizasyon calismalari tamamlandiktan sonra sigara izmaritleri ile ¢alis-
malar yapildi. izmaritler, tarafimdan alti ay boyunca giinde 10 adet igilerek
elde edildi. izmarit asetonitrilde ¢dziildiikten sonra filtrenin (selllloz asetat),

ekstraksiyonu etkilememesi icin ortamdan alinmasinda iki yol denendi.

1) Deiyonize su (pH = 5.5) ile ¢okturme

2) pH = 3’e ayarlanan su ile ¢oktlirme
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Deiyonize Su (pH = 5.5) ile Seliiloz Asetat Coktiiriilmesi

Bir adet icilmis sigara izmaritinden yanmamis kismi ayrildiktan sonra, filtre
kagidi cikarildi. izmarit kesilerek kiiglik parcalara ayrildiktan sonra 5 mL
ACN ile magnetik karigtiricida ¢ézununceye kadar karistirildi. Daha sonra
¢Ozeltiye standart PAH karisimi eklenip toplam hacim deiyonize su (pH =
5.5) ile 50 mL’ye tamamlandi. Bu arada derigimler, An: 5 ng/mL; Flu, Py,
BaA, BbF, BaP: 10 ng/mL oldu. Su eklenmesi ile ¢doken sellloz asetatlardan
kurtulmak icin érnek mavi bant suzgec¢ kagidindan sizulerek verici faz ha-
zirlandi. Ornegin pH’si NaOH ile 6’'ya ayarlandi. Ekstraksiyon igslemlerinde
% 10 ACN — % 90 su oraninda olan bu ¢ozeltiden 5 mL kullanildi.

Filtrenin ortamdan alinmasinin yani sira ortamin matriks etkisini en aza indi-

rebilmek igin iki farkli islem denendi.

1) Verici faz, mavi bant sizge¢ kagidindan suzuldukten sonra 4000 de-

virde 20 dakika sure ile santrifujlenerek hazirlandi.

2) izmarit, 5 mL asetonitrilde ¢ozildiikten sonra 0.5 g bazik aliimina veya
silika doldurulmus kolondan gegirilerek verici faz hazirlandi. Sonraki ig-

lemler yukarida anlatilan basamaklara gore yapildi.

Sellloz asetatlarin geri alinabilirlige etkisini gérmek igin, filtre ortamdan

alindiktan sonra PAH standartlari eklenerek ekstraksiyon yapildi.

Ortam kosullari, model érneklerde belirlenen optimum kosullara goére ayar-
landi. pH’s1 6’ya ayarlanan verici fazdan 5 mL (% 10 ACN — % 90 su) kulla-
nildi. Alici faz toluen, karistirma hizi 1000 rpm, ekstraksiyon suresi 35 daki-
ka olarak segildi. 22 mm uzunlugunda fiber kullanildi. Ekstraksiyon sonra-

sinda alici fazin 3 pL’si HPLC sisteme enjekte edildi.
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pH = 3’e Ayarlanan Su ile Seliiloz Asetat Coktiiriiimesi

Bir adet igilmis sigara filtresi, filtre kagidindan ayrilip kesildikten sonra viale
alindi. Uzerine 5 mL asetonitril konularak filtre ¢dziiniinceye kadar karistiril-
di. Ornek Uizerine farkh miktarlarda PAH standardi eklendi. 1000 rpm hizin-
da karigtirilan 6rnek Gzerine 10 mL pH = 3’e ayarlanan su, yavas yavas ek-
lenerek sellloz asetatlarin kontrolli bir sekilde ¢cokmesi saglandi [131]. Su
ekleme islemi tamamlandiktan sonra 6rnek 15 dakika daha karistirimaya
devam edildi. Su eklenmesi ile ¢dken sellloz asetat mavi bant sizge¢ kagi-
dindan sizildi. Ornegin pH’si NaOH ile 6’ya ayarlandi. Hazirlanan bu 6r-
nekten viale 1.5 mL alinip Gzerine 3.5 mL saf su eklenerek % 10 ACN — %

90 su oraninda 5 mL’lik verici faz hazirlandi.

Yine matriks etkisini azaltmak icin sellloz asetat ortamdan alindiktan sonra

bazi islemler yapildi.

1) Verici faz, mavi bant stizge¢ k&gidindan stzuldukten sonra 0.22 pL’lik

naylon filtre sisteminden de sutzllerek hazirlandi.

2) Ornek, mavi bant siizge¢ kagidindan sizildikten sonra, 0.5 g bazik

alimina doldurulmus kolondan gegirildi.

Ayrica seluloz asetat, verici faz ortamindan uzaklastirildiktan sonra, PAH

standardi eklenerek ekstraksiyon yapildi.

Verici faz icersine;

1)  An: 1 ng/mL, Flu, Py, BaA, BbF, BaP: 2 ng/mL,
2) An: 2ng/mL, Flu, Py, BaA, BbF, BaP: 4 ng/mL,
3) An:4ng/mL, Flu, Py, BaA, BbF, BaP: 8 ng/mL

4) An: 6 ng/mL, Flu, Py, BaA, BbF, BaP: 12 ng/mL,

olacak sekilde PAH standarlari eklenip kalibrasyon dogrulari ¢izildi.
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pH = 3’e ayarlanan su ile yapilan galismalarda ortamin kosullari model 6r-
neklerdeki optimum sartlara gore ayarlandi. Ekstraksiyon sonrasinda alici

fazin 3 pL’si HPLC sisteme enjekte edildi.

2.10. Gergek Orneklerden Ekstraksiyon (HF-LPME)

iki adet igilmis sigara filtresi, tGtin artiklarindan ve filtre k&gidindan ayrilip
kesildikten sonra viale alindi. Uzerine 5 mL asetonitril konularak filtre ¢ozii-
ninceye kadar karistirildi. Model érnekler ve PAH eklenmis zifir drnekleriyle
(pH = 3’e ayarlanan su) belirlenen optimum kosullarda yapilan HF—LPME ile

uc farkli marka sigarada PAH’lar tayin edildi.

Ekstraksiyon ortamin kosullari;
pH’siI 6’ya ayarlanan verici fazdan 5 mL (% 10 ACN — % 90 su) kullanildi.
Alici faz toluen, karigtirma hizi 1000 rpm, sure 35 dakika ve fiber boyu 22

mm olarak segildi. Alici fazin 3 uL’si HPLC sisteme enjekte edildi.

2.11. Sivi-Sivi Ekstraksiyon

Bir adet igilmis sigara filtresi, filtre kagidindan ayrilip kesildikten sonra viale
alindi. Uzerine 5 mL asetonitril konularak filtre ¢dziiniinceye kadar karistiril-
di. iki defa 5 mL n-hekzan konulup 10 dakika magnetik karistirici ile karisti-
rilarak hekzan fazlari toplandi. Toplanan heksan yaklasik 0.5 mL kalincaya
kadar buharlastirildi. Kalan kisim 6n temizleme icin 0.5 g bazik alumina
doldurulmus kolondan gegirildi. Daha sonra kolondan 15 mL hekzan gegiril-
di. Toplanan hekzan fazi kuruluga kadar buharlastirildiktan sonra 100 pL

ACN ile seyreltildi ve HPLC sisteme 3 uL enjeksiyon yapildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. Polipropilen Oyuk (Hollow) Fiberin Bosluk ve G6zenek Hacmi

Polipropilen fiberin gézenek ve bosluk hacmi asagidaki formaller kullanila-

rak hesaplandi.

Gozenek Hacmi

Kullanilan sivi: Toluen

Toluenin yogunlugu: T4 (g/mL)

Fiberin uzunlugu: F, (cm)

Fiberin bos kutlesi: Fpy (9)

Fiberin gozenekleri dolu iken kutlesi: Fgy
Fiberin gozeneklerindeki toluenin kutlesi: Tgw

Fiberin gozeneklerindeki toluenin hacmi: Tgy

Tgw = Fgw - I:bw (31)
1 cm fiberin gdzeneklerindeki toluen hacmi: Ty, / F. (3.3)

Fiberin gbzenek hacmi, 4.32 + 0.14 pyL/cm olarak hesaplandi.

Bosluk Hacmi
Fiberin gézenek ve i¢i dolu iken kutlesi: Fyy

Fiberin i¢ boslugundaki toluenin katlesi: Ty

Fiberin i¢ boslugundaki toluenin hacmi: Ty
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Tiw = Ftw - Fgw (34)

Tw=Tw/ T4 (3.5)

1 cm fiberin i¢ boglugundaki toluen hacmi: T, / F, (3.6)

Bolim 2.5°'de anlatilan ikinci yontemde ise, gézenekleri doldurulan fiberin
icerisi mikro enjektor yardimi ile dolduruldu ve harcanan toluen miktari en-
jektérden okundu. Toluenin bulunan hacmi fiberin uzunluguna bdélunerek, 1

cm fiberin igindeki hacim hesaplandi.

Polipropilen hollow fiberin bosluk hacmi, birinci yontem ile 3.33 + 0.28

pL/cm olarak, ikinci yontemde ise 3.18 £ 0.16 uL/cm olarak hesaplandi.

Ticari olarak temin edilen 600 pm i¢ ¢ap, 200 uym et kalinhgi ve % 70 goze-
nekli yapiya sahip polipropilen fiberin gdézenek ve bosluk hacmi teorik olarak
hesaplandiginda, sirasi ile 3.57 yL/cm ve 2.80 uyL/cm bulunmustur. Deney-
sel olarak belirlenen sonuglar ile karsilastirildiginda teorik degerlerin daha
dusuk oldugu gorulmektedir. Fiberin gézenek hacmi igin teorik deger ile de-
neysel deger arasinda % 20, bosluk hacmi igin ise % 13 dolaylarinda fark
gorulmektedir. Bu farkliik deneysel hatalarin yani sira dretilen fiberlerin ho-

mojen olmamasindan kaynaklanabilir.

3.2. Ekstraksiyon Verimine Etki Eden Parametreler

Sigara izmarit zifirindeki bazi PAH’larin, HF-LPME ydntemi kullanilarak
zenginlestiriime ¢alismalarinda ekstraksiyon verimliligine etki eden paramet-
relerden; verici fazdaki asetonitril derisimi, karistirma hizi, karistirma zama-
ni, verici faz ortamindaki tuz derigimi, verici fazin pH’si, ekstraksiyon orta-
mindaki organik fazin (alici) tuart, eklenen PAH miktari ve verici faz
hacminin etkisi incelenerek zenginlestirme ve geri alinabilirlik icin optimum

sartlar belirlenmeye calisildi.
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Fiberin boyunun sec¢iminde;

e Ekstraksiyonda 5 cm’lik vial kullaniimasi,

e Verici faz hacmi arttikgca ekstraksiyonun daha uzun zamanda denge-
ye gelmesi nedeniyle verici faz hacminin maksimum 10 mL kullanil-
masi,

e Fiber boyu uzadik¢a karistirma aninda fiberin vorteksden daha fazla
etkilenip alici faz kaybinin artmasi,

e Fiber boyu uzadikga alici faz hacminin artmasi ile zenginlestirme fak-

torinldn azalmasi,

gibi etkenler fiber boyunu sinirlandirmaktadir. 22 mm boy, calismada en
uygun fiber boyu olarak belirlendi. Fiberin 2 milimetresi, fiberi enjektdrin

ucuna takma ve agik olan ucunu kapatmak igin kullanildi.

Literatlirde asetonitrilin izmarit ve zifir igin iyi bir ¢dzlcu oldugu bildirilmistir
[119]. Bu nedenle asetonitril verici faz ortaminda bulunacaktir. Su eklenmesi
ile PAH’larin hidrofobik ozellikleri ekstraksiyonda etkili olacagdi icin ilk olarak

ACN-su yuzdesinin bulunmasi gerekmektedir.

3.2.1. Verici Fazdaki Asetonitril — Su Derigimi

Cizelge 3.1'de zenginlestirme faktorlerinin ve ylzde geri alinabilirliklerin
ACN derisimi ile degisimi yuzde bagil standart sapma dederleri (tekrarlana-
bilirlik, % RSD) ile birlikte verilmigtir. Calisilan PAH bilesikleri icin en ylksek
geri kazanim % 10 ACN — % 90 su ortaminda saglanmigtir. Antrasen igin
zenginlestirme faktort ve geri alinabilirlik sirasi ile 234 ve 71 iken BaP igin
bu degerler 123 ve 37’dir. Bagdil standart sapma % 0.91 ile en dusuk

antrasende, % 4.73 ile en yuksek BaP’de bulunmustur.
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Cizelge 3.1. Verici Fazdaki Asetonitril Derisimine Gore Z.F. ve % R

Degerleri (n=5)

% 5 ACN % 10 ACN % 30 ACN

% 50 ACN’

ZF. |%R|%RSD|ZF. |%R|%RSD | ZF. |%R|%RSD |ZF. | %R

% RSD

An

206| 63 | 4.84 |234| 71| 0.91 |170| 52 | 8.76

Flu

12337 | 0.87 |152| 46 | 3.98 |126| 38 | 7.05

Py

151| 46 | 568 |176| 54 | 3.64 |104| 32 | 0.79

BaA

106 | 32 | 456 |136| 41 | 4.02 |106| 32 | 6.68

BbF

83|25 | 4.20 (118] 36| 2.37 |103 | 31 | 8.31

BaP

90|27 | 0.51 (123 | 37 | 4.73 |108 | 33 | 6.51

*Tayin edilemedi.
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Sekil 3.2. Zenginlestirme Faktorlerinin Verici Fazdaki

Asetonitril Derisimi ile Degisimi
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Sekil 3.3. Ylzde Geri Alinabilirliklerin Verici Fazdaki

Asetonitril Derigimi ile Degisimi
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Sekil 3.1,3.2 ve 3.3’de sirasi ile pik alanlarinin, zenginlestirme faktorlerinin
ve yuzde geri alinabilirlik degerlerinin asetonitril derisimi ile degisimi gorul-
mektedir. ACN yuzdesi artikca PAH’larin geri kazanilmasinda azalma go-
rulmektedir. Verici faz ortamindaki organik ¢éztucu (ACN) miktarinin artisi ile
PAH’larin ekstraksiyon ortamindaki ¢ézunurligu artacagindan geri kazan-
madaki bu azalma beklenen bir durumdur. Ancak grafiklerden de goruldugu
gibi maksimum geri kazanma % 10 ACN — % 90 su ortaminda saglanmis,
% 5 ACN’li ortamda geri alinabilirliklerde azalma goérilmustir. Ornegin, zen-
ginlestirme faktorleri piren icin 176’dan 151’e azalirken, BaA igin 136‘dan
106’ya dusmustir. Bu azalma fiberin etrafindaki su molekullerinin PAH’larin

fiberin icerisine diflzyonunu zorlastirmasi ile agiklanabilir.

Ayrica asetonitril derisimi % 30’a cikarildiginda piren disinda yuzde bagil
standart sapma degerlerinin arttigi goriilmektedir. Ornegin BbF icin % 10
ACN derisiminde % RSD 2.37 iken ACN derisimi % 30 yapildiginda % RSD
8.31’e cikmustir. Floranten icin ise 3.98'den 7.05’e ¢cikmistir. % RSD’lerdeki
bu artis, verici faz ortamindaki ACN derisiminin artmasi ile alici fazin, verici
faz igersindeki ¢ozUnUrlGgunu artirmasi nedeni ile alici fazin fiber igerisin-

den kagma egiliminin artmasi ile agiklanabilir.

3.2.2. Kangtirma Hiz

Karistirma hizinin etkisini, Cizelge 3.2, Sekil 3.4, 3.5 ve 3.6'da gérmek
mumkuandur. Karistirma hizi arttikca PAH’larin ekstraksiyon ortamindan geri
kazaniimasinda da artis gdzlenmistir. Ornegin, 800 rpm’de antrasenin zen-
ginlestirme faktord 184 iken, karistirma hizi 1000 rpm’ye cikarildiginda
234’e yukselmistir. BaP icin ise zenginlegtirme faktort 99'dan 137’ye yuk-
selmigtir. Karigtirma hizi 1200 rpm’ye cikarildidinda antrasenin geri kazani-
minda bir artis saglanmazken, diger PAH’larda bir miktar artis olmustur. Pi-
renin geri alinabilirligi 1000 rpm’de 54 iken karistirma hizi 1200 rpm yapildi-
dinda geri alinabilirlik 59’a yukselmistir. BbF’'de ise geri alinabilirlik 36’dan
41’e yukselmistir. Karistirma hizi 1200 rpm yapildiginda PAH’larin geri ka-

68



zanilmasinda artis gortlmesine ragmen, yuksek vorteks nedeniyle fiber
icersindeki organik fazda énemli kayiplar olabilmektedir. Sonugta 1000 rpm
optimum hiz olarak belirlenmistir. Karigtirma hizinin artmasi alici faz kaybi-
na neden olmasina ragmen yuzde bagil standart sapmalarda (% RSD)
onemli artiglara sebep olmamistir. 1000 rpom’de floranten igin ylzde standart
sapma 3.98 iken karistirma hizi 1200 rpm yapildidinda 5.75" yukselmigtir.
BaA icin ise 4.02'den 4.58’e yUkselmigtir.

Cizelge 3.2. Karistirma Hizina Goére Z.F. ve % R Degerleri (n= 5)

800 rpm 1000 rpm 1200 rpm
ZF. | %R | %RSD | ZF. | %R | %RSD | ZF. | %R | % RSD
An | 184 | 56 | 1.33 [ 234 | 71 | 0.91 | 234 | 71 | 1.96
Flu | 125 | 38 | 238 | 152 | 46 | 3.98 | 161 | 49 | 5.75
Py | 145 | 44 | 350 | 176 | 54 | 3.64 | 194 | 59 | 5.24
BaA | 105 | 32 | 1.70 | 136 | 41 | 4.02 | 145 | 44 | 4.58
BbF | 92| 28 | 264 | 118 | 36 | 2.37 | 135 | 41 | 4.04
BaP | 99| 30 | 242 | 123 | 37 | 473 (128 | 39 | 5.12

Verici Faz: 5 mL % 10 ACN — % 90 Su
Alici Faz: Toluen, Zaman: 15 dak.,
PAH’larin Derigimi: An: 1 ng/mL;
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Sekil 3.4. Pik Alanlarinin Karistirma Hizi ile Degisimi
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Verici Faz: 5 mL % 10 ACN — % 90 Su
280 - Alici Faz: Toluen, Zaman: 15 dak.,

PAH’larin Derigimi: An: 1 ng/mL;
Flu,Py,BaA,BbF,BaP: 2 ng/mL
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Sekil 3.5. Zenginlestirme Faktérlerinin Karistirma Hizi ile Degisimi
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Sekil 3.6. Yiizde Geri Alinabilirliklerin Karistirma Hizi ile Degisimi



Oyuk (hollow) fiber sivi faz mikroekstraksiyon yonteminde ortamin karigtir-
ma hizi, maddelerin ekstraksiyon ortamindan geri kazanilmasinda énemli
etkiye sahiptir. Karistirma hizi arttikga maddelerin fiber igine diftizyon hizi
artacagi icin ekstraksiyon suresi kisalir. Ancak yuksek karistirma hizlarina
cikildiginda olusan vorteks ile PAH’larin fiber igersine difUzyonu zorlagabil-
mektedir, ayrica fiber icerisindeki organik sivi, ylksek karistirma hizinda
fiberin gbzeneklerinden kagma egilimi gosterebilmektedir. Karistirma hizi
calismalar yapilirken bu sorunlar da dikkate alinarak optimum sartlar belir-

lenmigtir.

3.2.3. Kanigtirma Zamani

Karistirma zamani ekstraksiyonda dengeye ulasiimasi agisindan énemli bir
faktordur. Karigtirma zamaninin zenginlestirme faktorleri ve ylzde geri ali-
nabilirliklere etkisi Cizelge 3.3, Sekil 3.7, 3.8 ve 3.9’da gorllmektedir. Kisa
sureli ektraksiyonda, ekstraksiyon iglemi dengeye ulasamadigindan
PAH’larin geri alinabilirligi beklendigi gibi dusuktir. Ekstraksiyon suresi arti-
rildikga, zenginlestirme faktorleri ve geri alinabilirlikler artmaktadir. Antrasen
icin, 15 dakika karistirma zamaninda zenginlestirme faktora 234 iken, 25
dakikada 280’e, 45 dakikada 327 yukselmistir. Bu artis diger PAH’lar igin de
s6z konusudur. BaP igin zenginlestirme faktori 15 dakikada 123 iken, 45
dakikada 210 degerine ulagsmaktadir. Bu artiglar antrasen ve BaA igin 1.4
kati, digerlerinde 1.8 dolaylarindadir. Ortalama 1.66’lik bir artis s6z konu-
sudur. Bunlara ¢ok yakin degerler 35 dakika karistirma zamani ve sonra-
sinda olmaktadir. Ornegin antrasen igin 1.39 iken BaP igin 1.70’dir. Bu de-

derler 35 dakika sonrasinda dengeye ulasildigini gdostermektedir.

35 dakika ekstraksiyon islemi ile antrasen’in hemen hemen tamaminin geri
alinabildigi (% 98), en dusuk geri kazanim ile BaP’nin ise % 64 oraninda
geri alinabildigi goérliimektedir. Calisilan tim ekstraksiyon surelerinde ylzde

standart sapma degerleri PAH'lar igin % 7’nin altinda bulunmustur. Ornegin
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optimum sure olarak secilen 35 dakika karistirma zamaninda antrasen igin
% 2.34 iken BaA igin bu deger % 5.33 bulunmustur.

Cizelge 3.3. Karistirma Zamanina Goére Z.F. ve % R Degerleri (n= 5)

15 dakika 20 dakika 25 dakika 35 dakika 45 dakika
ZF. |%R|%RSD | ZF. |% R |%RSD | ZF. | % R | %RSD | ZF. | % R | %RSD | ZF. | % R | %RSD
An 23471091 |263|80 | 3.17 [280| 85| 0.85 |322| 98 | 2.34 | 327| 99 | 1.22
Flu |152| 46 | 3.98 |191| 58 | 5.22 |214| 65 | 2.99 |303 | 92 | 2.96 |278| 84 | 4.00
Py [176| 54 | 3.64 |184| 56 | 6.65 |211| 64 | 6.26 |279| 85 | 4.44 |253 | 77 | 4.61
BaA [136| 41 | 4.02 {181 55 | 0.43 |197| 60 | 3.10 |252| 76 | 5.33 |245| 74 | 3.45
BbF | 118 | 36 | 2.37 {13240 | 4.71 |155| 47 | 4.73 |222| 67 | 2.63 |210| 64 | 2.45
BaP |123| 37 | 4.73 |135| 41 | 9.38 |155| 47 | 3.63 [210| 64 | 4.63 |210| 64 | 3.42
Verici Faz: 5 mL % 10 ACN — % 90 Su
Alici Faz: Toluen, Karigtirma Hizi: 1000 rpm,
PAH’larin Derigimi: An: 1 ng/mL;
Flu,Py,BaA,BbF,BaP: 2 ng/mL
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Sekil 3.7. Pik Alanlarinin Karistirma Zamani ile Degisimi




Verici Faz: 5 mL % 10 ACN — % 90 Su
Alici Faz: Toluen, Karigtirma Hizi: 1000 rpm,
PAH’larin Derigimi: An:1 ng/mL;
Flu,Py,BaA,BbF,BaP:2 ng/mL
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Sekil 3.8. Zenginlestirme Faktdrlerinin Karistirma Zamani ile Degisimi

Verici Faz: 5 mL % 10 ACN — % 90 Su

Alici Faz: Toluen, Karigtirma Hizi: 1000 rpm,
PAH’larin Derigimi: An: 1 ng/mL;

110 + Flu,Py,BaA,BbF,BaP: 2 ng/mL
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Sekil 3.9. Yiizde Geri Alinabilirliklerin Karistirma Zamani ile Degisimi
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3.2.4. Ekstraksiyon Ortamindaki Tuz Miktari

Ortamin tuz miktarinin, zenginlegtirme faktorleri ve yuzde geri alinabilirlikle-

re etkisini Cizelge 3.4, Sekil 3.10, 3.11 ve 3.12’de gérmek mumkundur.

Cizelge 3.4. Tuz Derisimine Gore Z.F. ve % R Degerleri (n=5)

% 0 NaCl % 1 NaCl % 5 NaCl % 15 NaCl
ZF. | %R | %RSD | ZF. | %R | %RSD | ZF. | %R | %RSD | ZF. | %R | % RSD
An | 322 | 98 | 234 [ 268 | 81 | 272 | 195 | 59 | 465 | 143 | 44 | 2.16
Flu | 303 | 92 | 296 | 206 | 63 | 428 | 140 | 43 | 3.00 | 103 | 31 | 2.46
Py 279 | 85 | 444 | 192 | 58 | 2.68 | 140 | 43 | 510 (126 | 38 | 5.26
BaA | 252 | 76 | 533 | 174 | 53 | 396 | 110 | 33 | 419 | 78 | 24 | 5.65
BbF | 222 | 67 | 263 | 149 | 45 | 458 | 94 | 29 | 3.01 | 69 | 21 | 1.88
BaP | 210 | 64 | 463 | 127 | 38 | 393 | 78 | 24 | 3.70 | 57 | 17 | 2.29

Grafiklerden de goéruldigu gibi, ortamdaki iyonik siddetin artisi PAH’larin
ekstraksiyon ortamindan geri kazanilmasini énemli miktarda azaltmaktadir.
% 0 tuzdan % 5’e kadar olan tuz derigsiminde zenginlestirme faktorleri ve
ylizde geri alinabilirliklerde logaritmik bir azalma gérilmustir. Ornegin
antrasen icin % 98’den % 59’a, BaP icin % 64’den % 24’e inmektedir. Tuz
derisimi % 15 yapididinda antrasen icin % 44, BaP icin % 17’lere kadar

azaldigi goérulmustar.

Bu azalmanin nedenleri arasinda, tuz derigsimi arttikca PAH’larin verici faz-
daki ¢ozunurlUklerinin artmasi ile alici faza difuze olan miktarlarinin azalma-
sI ve ortamdaki tuz molekullerinin PAH’larin alici faza difizyonunu zorlag-

tirmasi gosterilebilir.
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Sekil 3.10. Pik Alanlarinin Tuz Derisimi ile Degisimi
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Sekil 3.11. Zenginlestirme Faktérlerinin Tuz Derisimi ile Degisimi
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Verici Faz: 5mL % 10 ACN — % 90 Su
Alici Faz: Toluen, Zaman: 35 dak.

100 Karigtirma Hizi: 1000 rpm
PAH’larin Derigimi: An: 1 ng/mL;
Flu,Py,BaA,BbF,BaP: 2 ng/mL

% R

—e—An
—a— Flu
—A—Py
85— BaA
—a&— BbF
—o—BaP

% NacCl

Sekil 3.12. Yiizde Geri Alinabilirliklerin Tuz Derisimi ile Degisimi

3.2.5. Verici Faz pH’si

Cizelge 3.5, Sekil 3.13, 3.14 ve 3.15°de verici fazin orjinal pH degeri olan
6'nin Uzerinde ve altindaki degerlerde, zenginlestirme faktorleri ve ylzde
geri alinabilirliklerde azalma oldugu gorulmektedir. Antrasen icin pH = 4’de
zenginlegtirme faktorli 255 iken, pH = 5'de 296’ya, pH = 6’da 322 kadar
yukselmektedir. pH = 7’de zenginlestirme faktoru 299’'a pH = 8'de ise 246
kadar azalmaktadir. BaP igin ise pH = 5’de zenginlestirme faktori 146 iken
pH = 6’da 210’a yukselmigtir. pH = 7'de ise 148’e kadar azalmistir. Bu du-
rum piren hari¢ diger PAH’lar i¢in de gegerlidir. Piren i¢in pH = 5-7 arasinda

zenginlestirme faktorleri sabit kalirken, pH = 4 ve 8'de azalma gorulmusgtur.

PAH’lar sulu ortamda, yuksek pH degerlerinde proton kaybedip anyonik ha-
le gelebilir. Duslik pH degerlerinde ise PAH’lar protonlanip katyonik hale
gelebilir [132]. Her iki durumda PAH’larin sudaki ¢dézunurlUklerinin artmasina
neden olur. pH = 6'nin Uzerinde ve altinda degerlerde gorulen geri kazanim-

lardaki azalma bu etki ile agiklanabilir.
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Cizelge 3.5. Ekstraksiyon Ortaminin pH’sina Goére Z.F. ve % R Degerleri (n=5)

pH: 4.0 pH: 5.0 pH: 6.0 pH: 7.0 pH: 8.0
ZF. |%R|%RSD| ZF. |%R|%RSD | ZF. |% R|%RSD | ZF. |% R|%RSD | Z.F. | % R | %RSD
An |255| 77| 3.78 |296| 90 | 3.28 |322| 98 | 2.34 |299| 91 | 4.22 |246| 75 | 2.40
Flu |220| 67 | 3.75 |239| 73 | 3.06 |303| 92 | 2.96 {243 | 74 | 3.31 |[195| 59 | 4.23
Py |194|59 | 5.75 |269| 82 | 2.45 |279| 85 | 4.44 |277| 84 | 0.86 |162| 49 | 4.70
BaA|171| 52 | 1.73 |205| 62 | 5.39 |252| 76 | 5.33 |205| 62 | 4.00 {161 | 49 | 4.81
BbF |145| 44 | 1.66 |148| 45 | 5.88 |222| 67 | 2.63 |159| 48 | 0.97 [129| 39 | 5.44
BaP |137| 42 | 4.08 |146| 44 | 5.39 |{210| 64 | 4.63 |148| 45| 2.93 |137| 42 | 2.47
Verici Faz: 5 mL % 10 ACN — % 90 Su
Alici Faz: Toluen, Zaman: 35 dak.
Karigtirma Hizi: 1000 rpm, Tuz: yok
45000 - PAH’larin Derigimi: An: 1 ng/mL;
Flu,Pyr,BaA,BbF,BaP: 2 ng/mL
40000
35000 -
30000 4
§ 25000 -
< 0
< 20000 -
o
15000 o An
—a—Flu
10000 APy
—B—BaA
5000 —aA— BbF
—6—BaP

Sekil 3.13. Pik Alanlarinin pH’a Gore Degigimi
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Zenginlesme Faktorii

% R

Verici Faz: 5 mL % 10 ACN — % 90 Su

Alici Faz: Toluen, Zaman: 35 dak.

Karistirma Hizi: 1000 rpm, Tuz: yok

PAH’larin Derigimi: An: 1 ng/mL;
350 - Flu,Pyr,BaA,BbF,BaP: 2 ng/mL

—e—An
—a— Flu
—A— Py
—8— BaA
—a&— BbF
—o— BaP

Sekil 3.14. Zenginlestirme Faktorlerinin pH’a Gore Degisimi

Verici Faz: 5 mL % 10 ACN — % 90 Su
Alici Faz: Toluen, Zaman: 35 dak.

110 -
Flu,Pyr,BaA,BbF,BaP: 2 ng/mL

Karistirma Hizi: 1000 rpm, Tuz:
PAH’larin Derigimi: An: 1 ng/mL;

yok

—e—An
—a— Flu
—A— Py
—8— BaA
—a— BbF
—o— BaP

30 T T T 1

Sekil 3.15. YUzde Geri Alinabilirliklerin pH’a Gore Degisimi

78




3.2.6. Alici Fazin Tiri

Alici fazin zenginlegtirme faktorleri ve ylzde geri alinabilirliklere etkisini in-
celemek igin farkl organik fazlar ile ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon son-
rasinda sonuglar Cizelge 3.6'da goérulmektedir. Caligilan organik fazlar ile
yapilan ekstraksiyon sonrasinda antrasenin tamami geri kazanilmaktadir.
Floranten, toluen ile % 92, izo-oktan ile % 76, oktanol ile % 42 geri alinir-
ken, n-oktan ile % 50 geri alinabilirlik saglanmigtir. BaP igin toluen ile % 92,
izo-oktan ile % 76, oktanol ile % 42 ve n-oktan ile % 50 geri alinabilirlik bu-
lunmustur. Benzer sonuglar diger PAH’lar igin de gorulmektedir. Sonuglar-
dan da goruldagu gibi toluen ile yapilan ekstraksiyonlarda en yuksek verim
elde edilmigtir. YUzde bagil standart sapmalar tim organik fazlar igin %
6’dan dusiik bulunmustur. Ornegin pirenin bagdil standart sapmasi toluende
% 4.44, izo-oktanda % 3.99, oktanolde % 3.32 ve n-oktanda % 4.36 bulun-
mustur. BaA igin ise toluende % 5.33, izo-oktanda % 5.79, oktanolde % 3.90

ve n-oktanda % 2.39 bulunmustur.

Cizelge 3.6. Alici Fazin Tartne Gore Z.F. ve % R Degerleri (n=5)

Toluen izo-oktan Oktanol n-Oktan

ZF |%R|%RSD| ZF | %R |%RSD| ZF |%R|%RSD| ZF | %R | % RSD
An 322|198 | 2.34 |335|102| 3.27 |319| 97 | 3.30 | 338|103 | 3.69
Flu [303|92 | 296 |249| 76| 4.55 [139| 42 | 4.06 |164| 50 | 2.53
Py |279| 85| 4.44 |211| 64 | 3.99 |153| 47 | 3.32 |140| 42 | 4.36

BaA|252| 76 | 5.33 |231| 70| 5.79 |{129| 39 | 3.90 |136| 41 | 2.39

BbF | 222 | 67 | 2.63 |182| 55| 2,50 |{102| 31 | 3.61 | 90| 27 | 2.76

BaP |210| 64 | 4.63 |208| 63| 3.59 [106| 32 | 2.18 | 86| 26 | 1.83

3.2.7. Verici Faz Hacmi

Verici fazin 5 ve 10 mL’deki hacimlari ile ¢alismalar yapildi. Ekstraksiyon
ortamindaki diger sartlar; verici fazda % 10 ACN — % 90 su karisimi, alic
faz olarak toluen kullanildi. Ekstraksiyon islemi 1000 rpm karistirma hizinda,

35 dakika sure ile yapildi ve ekstraksiyon ¢ozeltisinin pH’s1 6 olarak belir-

79



lendi. Ekstraksiyon ortamina 5 mL verici faz igin, An: 5 ng /5 mL, Flu, Py,
BaA, BbF, BaP: 10 ng /5 mL, 10 mL verici faz igin ise An: 5ng /10 mL, Flu,
Py, BaA, BbF, BaP: 10 ng / 10 mL olacak sekilde PAH eklendi. Zenginles-
tirme faktorleri ve yluzde geri alinabilirlik degerleri Cizelge 3.7°de gorulmek-
tedir. Verici faz hacmi 10 mL oldugunda zenginlestirme faktdri 5 mL’ye gore
ortalama 1.8 kat artarken geri alinabilirlik degerlerinde biraz azalma gorul-
mektedir. Ornedin antrasen icin verici faz hacmi 5 mL alindi§inda zenginles-
tirme faktori 322 iken, hacim 10 mL alindiginda zenginlestirme faktoru
592’ye yukselmigtir. Ancak gerialinabilirlik % 98’den % 90’a azalmigtir. BaP
icin ise zenginlestirme faktoru 210°dan 395’e yukselirken, geri alinabilirlik %
64’den % 60’a azalmistir. Benzer sonugclar diger PAH’lar icin de gorulmek-

tedir. Bagil standart sapmalar % 5.5'in altinda bulunmustur.

Cizelge 3.7. Verici Faz Hacmina Gére Z.F.

ve % R Degerleri (n=5)

5mL 10 mL
ZF |%R|%RSD| ZF | %R |%RSD
An 32298 | 2.34 [592| 90 | 4.15
Flu {303 |92 | 296 |572| 87 | 2.49
Py [279|85 | 444 (421 |64 | 4.84
BaA 252 | 76 | 5.33 |447| 68 | 3.96
BbF (222 | 67 | 2.63 |421| 64 | 5.21
BaP |210| 64 | 4.63 |395| 60 | 4.36

Ekstraksiyon ortamdaki PAH’larin mol sayilari sabit kalmak kosulu ile verici
faz hacmi 2 kat arttiginda zenginlestirme faktorlerindeki artis, beklenen bir
sonugtur. Ancak verici faz hacmi artirlldiginda PAH’larin alici faza difuzyonu
daha uzun sureceginden geri alinabilirliklerde azalma gorulmustar. Ayrica
verici faz artirildiginda kimyasal madde tuketimi artacagindan sonraki ¢a-

lismalarda 5 mL verici deneylerde kullanilmigtir.
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3.2.8. Ortamdaki PAH Derigimi

Ekstraksiyon ortamina asagida belirtilen sekilde t¢ farkh derisimde PAH

eklenerek ekstraksiyon yapildi.

1)  An: 0.2 ng/mL, Flu, Py, BaA, BbF, BaP: 0.4 ng/mL,
2) An: 1.0 ng/mL, Flu, Py, BaA, BbF, BaP: 2.0 ng/mL,
3) An:5.0 ng/mL, Flu, Py, BaA, BbF, BaP: 10.0 ng/mL

Ekstraksiyonlar, pH = 6°da 5 mL % 10 ACN — % 90 su karigimi, toluen alici
faz olarak kullanilarak, 1000 rpm karistirma hizinda 35 dakika sure ile yapil-
di. Ekstraksiyon sonrasi zenginlestirme faktorleri ve geri alinabilirlik ylizdele-
ri Cizelge 3.8’de gorulmektedir. Ortama 0.2 ng/mL antrasen eklendiginde
zenginlestirme faktoru 328, 1 ng/mL eklendiginde 322 ve 5 ng/mL eklendi-
ginde ise 306 bulunmustur. BaP igin ise zenginlestirme faktorleri 0.4 ng/mL
eklendiginde 222 iken 2 ng/mL eklendiginde 210’a azalmistir. 10 ng/mL ek-

lendiginde ise zenginlestirme faktort 185°e azalmistir.

Sekil 3.16, 3.17, 3.18, 3.19, 3.20 ve 3.21’de optimum kosullarda model 6r-
nekler ile ekstraksiyon sonrasi kalibrasyon grafikleri verilmistir. Cizelge
3.9'da kalibrasyon dogrulari, r* ve LOD degerleri verilmistir. Calisilan deri-
sim araliklarinda (An: 0.2 ng/mL — 5.0 ng/mL, Diger PAH’lar: 0.4 ng/mL —
10.0 ng/mL) dogrularin r* degerleri 0.9984 ile 0.9996 arasinda degismekte-
dir. PAH’larin en kiguk tayin sinirlari ise 0.040 (An) ng/mL ile 0.136 (Py)
ng/mL arasinda degismektedir. LOD’ler sinyal/guraltd (S/N) orani 3 kabul
edilerek belirlenmistir. Calisilan derisim araliklarinda dogrusallik gorulmek-
tedir. Bu aralik gergek drneklerdeki PAH derisimleri ile uyum gdsterdigi icin

tercih edilmistir.
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Cizelge 3.8. Ortamdaki PAH Derigimine Gore Z.F. ve % R
Degerleri (n=5)

0.2 ng/mL An 1 ng/mL An. 5 ng/mL An
0.4 ng/mL Diger PAH'lar | 2 ng/mL Diger PAH’lar | 10 ng/mL Diger PAH’lar

ZF. | %R | %RSD | ZF. | %R | %RSD | ZF. | %R | % RSD

An | 328 | 100 | 3.44 |322| 98 | 2.07 | 306 | 93 | 3.95

Flu |320| 97| 1.00 | 303| 92| 296 | 281 | 86 | 3.04

Py | 301 | 92| 521 (279 | 85| 444 | 266 | 81 | 1.43

BaA| 261 | 79| 6.13 |252| 76 | 5.33 | 204 | 62 | 3.61

BbF| 226 | 69| 180 |222| 67 | 263 | 190 | 58 | 1.17

BaP| 222 | 67| 125 |210| 64 | 463 | 185 | 57 | 1.54

200000 -

r“ = 0.9993
160000 -

120000 -

Pik Alani

80000

40000 A

Derigsim (ng/mL)

Sekil 3.16. Model Ornekte Antrasen igin Kalibrasyon Dogrusu
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Sekil 3.17. Model Orekte Floranten igin Kalibrasyon Dogrusu
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Sekil 3.18. Model Ornekte Piren igin Kalibrasyon Dogrusu
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Sekil 3.19. Model Ornekte Benzo[a]antrasen igin Kalibrasyon

Dogrusu
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Sekil 3.20. Model Ornekte Benzolb]floranten igin Kalibrasyon

Dogrusu

84



160000 -
140000 - * = 0.9995
120000 -
100000 -

80000 -

Pik Alani

60000 -

40000

20000 -

0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Derisim (ng/mL)

Sekil 3.21. Model Ornekte Benzo[a]piren icin Kalibrasyon

Dogrusu

Gizelge 3.9. Model Orneklerde PAH’larin Kalibrasyon Dogru

Denklemleri ve Tayin Sinirlari

r? Dogru Denklemi *LOD (ng/mL)
Antrasen 0.9993 | y=33254.0x + 2586.1 0.040
Floranten 0.9989 | y=9439.9x + 2414.2 0.050
Piren 0.9996 | y=1479.5x + 248.0 0.136
Benzo[alantrasen | 0.9984 | y=12715.0x + 3238.1 0.052
Benzo[b]floranten | 0.9991 | y=7828.6x + 1715.6 0.057
Benzol[a]piren 0.9995 | y=13156.0x +1897.6 0.044

*LOD: En kuglk tayin siniri

Sekil 3.22°de metanol iginde hazirlanmis standart PAH karisiminin
HPLC/UV detektor sisteminde elde edilen kromatogrami gorulmektedir. Se-
kil 3.23’de ise HF-LPME sonrasi elde edilen kromatogram gorulmektedir.
Standart PAH karisiminin derisimleri, ekstraksiyon ortaminin sartlari ve en-

jeksiyon hacimlari sekil Gzerinde verilmistir.
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PAH’larin Derigimi: An: 100 ng/mL;
Flu, Py,BaA,BbF,BaP: 200 ng/mL
Enjeksiyon Hacmi: 3 pL

1.5+

mAU

10 Zaman (dak.) <0

Sekil 3.22. Standart PAH Karigsiminin Kromatogrami

An

Verici Faz: 5 mL %10 ACN — % 90 Su
Alici Faz: Toluen, Karigtirma Hizi:

4 1000 rpm, Zaman: 35 dak. pH: 6, Tuz:

yok, Eklenen PAH'larin Derigimi:

An: 1 ng/mL; Flu, Py,BaA,BbF,BaP:

2 ng/mL, Enjeksiyon Hacmi: 3 pL
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Sekil 3.23. Hollow Fiber Mikroekstraksiyon

Sonrasi Kromatogram
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Buraya kadar vyapilan c¢alismalarda model &rnekler ile PAH’larin

ekstraksiyonu igin optimum kosullar belirlenmistir.

Model érnekler i¢in optimum kosullar;

e Vericifaz: 5 mL % 10 ACN — % 90 su karisimi,
e Alici faz: Toluen,

e Karistirma hizi: 1000 rpm

o Ekstraksiyon suresi: 35 dakika

e Verici faz pH’s1: 6.0

e Tuz Derisimi: 0

Cizelge 3.10’da optimum kosullardaki zenginlestirme faktorleri ve ylzde geri
alinabilirlik degerleri, yinelenebilirlik sonugclari ile birlikte verildi. Antrasenin
geri alinabilirligi % 97 iken BaP % 63 olarak bulunmustur. Yinelenebilirlikler
(% RSD) % 2.62 (An) ile % 13.97 (BbF) arasinda degismektedir.

Cizelge 3.10. Optimum Kosullardaki Z.F.

ve % R Degerleri

PAH ZF.|%R|% RSD’
Antrasen 319 | 97 2.62
Floranten 303 | 92 3.34
Piren 283 | 86 | 4.58

Benzo[alantrasen | 238 | 72 9.03
Benzo[b]floranten | 215 | 65 | 13.97

Benzol[a]piren 208 | 63 | 13.74
*Yinelenebilirlik (reproducibility)

3.3. Gergek Ornekler

PAH’larin oyuk (hollow) fiber mikroekstraksiyon yontemi ile optimum geri
kazanim sartlar belirlendikten sonra, g¢alismanin asil amacini olusturan si-

gara izmaritlerindeki PAH’lari tayin etmek igin ekstraksiyon iglemleri yapildi.
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ilk olarak standart eklenmis izmarit érneklerinden ekstraksiyonlar yapilarak
gercek orneklerde PAH’larin geri alinabilirlikleri belirlendi. Sonrasinda ug¢
farkli markaya ait sigara izmaritindeki PAH’lar belirlendi. Standart eklenmis
izmarit orneklerinin ekstraksiyonunda verici faz, iki farkli sekilde hazirlandi.
izmaritler asetonitrilde ¢dziildiikten sonra ¢oziinen sellloz asetatin ¢okti-
rilmesinde deiyonize su ve pH = 3’e ayarlanmis su kullanildi. Ekstraksiyon
sonrasinda alici faz HPLC sisteme enjekte edilerek zenginlestirme faktorleri

ve yuzde geri alinabilirlikler hesaplandi.

Deiyonize Su ile Seliiloz Asetat Coktiiriilmesi

PAH standartlari eklenmis sigara izmariti, asetonitrilde ¢dzindiugu zaman,
cOzelti ortami bulanik bir haldedir. Bu bulaniklik zifirde ¢ok fazla kimyasal
olmasinin yani sira ¢ozunen sellloz asetattan da kaynaklanmaktadir. Selu-
loz asetat ortama su eklendiginde ¢cokmektedir. Model 6rnek galismalarinda
verici faz ortami % 10 ACN — % 90 su olarak optimumlastiriimistir. Hem se-
lUloz asetatlari ¢oktirmek hem de verici faz ortamini optimum sartlara ge-

tirmek i¢in ortama su eklenmistir.

Cokturme isleminden sonra seluloz asetati ortamdan uzaklastirmak igin or-
nek mavi bant stzge¢ kagidi ile stizme islemi gergeklestirildi. Verici fazin
hazirlanigi Bélum 2.9."da daha ayrintili olarak anlatilmistir. Verici faz hazir-
landiktan sonra model drneklerde belirlenen kosullarda ekstraksiyon iglemi
tamamlandi. Bulunan zenginlestirme faktorleri ve yuzde geri alinabilirlikler
Cizelge 3.11°de “I” sUtununda gorulmektedir. Antrasen harig, diger PAH’larin
geri alinabilirlikleri oldukga duslktir. Ornegin, ekstraksiyon sonrasinda
floranten % 15 oraninda geri kazanilirken BbF icin bu deger % 3’tir. Tek-
rarlanabilirlikler (% RSD) % 7.5’in altindadir.
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Cizelge 3.11. Deiyonize Su ile Cokturme Sonrasi
Z.F. ve % R Degerleri (n=5)

I I
ZF. | %R | %RSD | ZF. | %R | % RSD
An | 223 | 68 | 269 | 266 | 81 | 2.52
Flu 49 | 15 | 1.37 92| 28 | 7.24
Py 69| 21 | 6.43 69| 21 | 515
BaA| 21| 6 | 7.12 56 | 17 | 1.19
BbF | 11| 3 | 6.73 17| 5 | 6.32
BaP | 13| 4 | 5.66 20| 6 | 3.54

I: PAH standartlan sellloz asetat ¢okturilmeden énce eklendi.
1I: PAH standartlari sellloz asetat ortamdan uzaklastiriidiktan
sonra eklendi.

Sigara izmariti yapisinda ¢ok sayida organik ve inorganik maddeler bulun-
masi, ortamin iyonik siddetinin ylUksek olmasi, geri alinabilirliklerin dusuk
olmasinin nedenleri (matriks etkisi) olabilir. Diger taraftan izmaritte bulunan
sellloz asetatin da geri alinabilirliklere etkisi olabilir. Selliloz asetat ortam-
dan slzge¢ kagidi ile stuzulerek ayrildiktan sonra verici faz ortaminin bula-

nik oldugu ve kolloidal partikillerin bulundugu gorualmektedir.

PAH’larin kati partikillere tutunma egiliminde olmalari, ortamdaki bu parti-
killerin fiberin gbzeneklerini tikamasi ve PAH’larin alici faza difuzyonunu

zorlastirmasi geri alinabilirliklerde etkili olabilir.

Verici faz mavi bant slizgec¢ ka&gidindan suzildikten sonra askida kalan
partikilerin 4000 rpm’de 20 dakika santrifujlenerek ¢okmesi saglandi. Dam-
lalik yardimiyla verici faz dikkatli bir sekilde alinarak ¢oken partikuller uzak-
lastinldi. Ekstraksiyon sonrasinda bulunan sonuglar Cizelge 3.12'de veril-
mistir. Sonuglar Cizelge 3.11’in “I” sutunu ile karsilastirildiginda florantenin
geri alinabilirligi % 15’den % 25’e yukselmistir. Ancak diger PAH’larin geri
alinabilirliklerinde bir degisiklik gdozlenmemistir. Tekrarlanabilirlikler (% RSD)
% 0.81 (Flu) ile % 7.25 (BbF) arasinda degismektedir.

Yine ektraksiyon verimini artirmak amaci ile standart eklenmis izmarit,

asetonitrilde ¢ozuldukten sonra alimina veya silika doldurulmus kolondan
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gegcirildi. Bolim 2.9'da anlatildigi gibi deionize su eklenerek sellloz asetatlar
¢Okturaldi. Mavi bant slizge¢ kagidindan suzullerek verici faz hazirlandi.
Ekstraksiyon sonrasi sonuclar Cizelge 3.12°de verilmigtir. Sonuclar Cizelge
3.11in “I” sutunu ile karsilastirildiginda alimina ve silika ile yapilan 6n te-
mizleme ¢alismalarinin PAH’larin geri kazanilmasinda etkili olmadigi gorul-
mektedir. Her iki ekstraksiyon sonrasinda da tekrarlanabilirlikler % 7.5’ in
altindadir. Alimina ile yapilan islemde antresinin tekrarlanabilirligi % 3.12
bulunurken silika ile yapilan islemlerde % 2.11 olarak bulunmustur. BaP igin

ise sirasli ile % 5.66 ve % 7.48 olarak bulunmustur.

Cizelge 3.12. Santrifiij, Alimina ve Silika ile On Temizleme

Sonrasi Z.F. ve % R Degerleri (n= 3)

SANTRIFUJ ALUMINA SILIKA
ZF. | %R | %RSD | ZF. | %R | %RSD | ZF. | %R | % RSD
An | 236 | 72 | 226 | 226 | 69 | 3.12 | 220 | 67 | 2.11
Flu | 82 | 25 | 0.81 56 | 17 | 2.17 49 | 15 | 4.56
Py | 72 | 22 | 522 72| 22 | 5.14 65| 20 | 6.15
BaA | 23 7 | 6.78 23| 7 | 472 21| 6 5.12
BbF | 11 3| 725 13| 4 | 3.86 13| 4 5.45
BaP 7 2 | 456 13| 4 | 5.66 111 3 7.48

Matriks ortamindaki sellloz asetatin PAH’larin geri kazaniimasina etkisini
belirlemek amaci ile izmarit, PAH standarti eklenmeden asetonitrilde ¢dzul-
du. Deiyonize su eklenip sellloz asetat ¢okturuldikten sonra mavi bant
stuzge¢ kagidindan sizulerek verici faz hazirlandi. Seluloz asetatin sizme
islemi ile uzaklastirimasindan sonra PAH standartlari eklendi. Ekstraksiyon
sonras! sonuglar Cizelge 3.11'in “II” sutununda verildi. Cizelge 3.11°deki,
PAH standartlarinin, sellloz asetatin uzaklastiriimasindan énce (I) ve sonra
(II) eklenmesi ile yapilan ekstraksiyon sonuglari karsilastinldiginda PAH
standartlari, sellloz asetat uzaklastirildiktan sonra eklenince, pirenin disin-
daki PAH’larin geri alinabilirliklerinde bir miktar artis gozlenmigtir.
Antrasenin geri alinabilirligi % 68’den % 81’e yukselirken, florantenin geri

alinabilirligi % 15'den % 28’e yiikselmistir. Ozellikle BaA'de (i¢ kata yakin bir
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artis gozlenerek, % 6’dan % 17’ye yukselmigtir. PAH standartlarinin 6nce ya
da sonra eklenmesinin pirenin geri alinabilirligine bir etkisinin olmadigi go-

ralmustar.

Sellloz asetatin deionize su ¢okturtlmesi ile yapilan ¢alismalarda % R de-
derleri dusuk bulunmustur. Mavi bant sizge¢ kagidi ile sizme sonrasinda
ortamda hala ¢ok kuguk partikullerin kaldigi gézlenmektedir. Ekstraksiyon
oncesi yapilan 6n temizleme iglemlerinin de geri kazanimda etkili olmadigi

gorulmektedir.

pH = 3’e Ayarlanan Su ile Seliiloz Asetat Coktiiriilmesi

Standart eklenmis sigara izmariti asetonitrilde ¢ézuldikten sonra, karistirilan
ornek Uzerine pH = 3 olan 10 mL su yavas bir sekilde eklendi [131]. Bu sa-
yede sellloz asetatin bir anda ¢okmesi ve kolloidal tanecikler olusturmasi
engellendi. Coken sellloz asetat mavi bant suzgec¢ k&dgidindan stzuldukten
sonra, verici fazin deiyonize su ile yapilan ¢oktirme islemine gore ¢ok daha
berrak oldugu gézlemlendi. % 10 ACN — % 90 su olacak sekilde saf su ila-
vesi yapilip, pH = 6’ya ayarlandi. Verici fazin hazirlanigi 2.9'da ayrintili bir
sekilde anlatiimistir. Optimum kosullarda yapilan ekstraksiyon sonrasinda

sonuglar Cizelge 3.13'de “I” sutununda verilmigtir.

Cizelge 3.13. pH = 3 Olan Su ile Coktirme Sonrasi

Z.F. ve % R Degerleri (n=5)

I II

ZF. | %R | %RSD | ZF. | %R | %RSD
An | 234 | 71 3.22 | 337 | 102 | 3.32
Flu 89| 27 | 360 | 161 | 49| 1.94
Py [105] 32 | 559 | 214 | 65| 1.83
BaA| 40| 12 | 489 109 | 33| 2.02
BbF | 27 8 | 457 | 50 15| 4.44
BaP | 30| 9 | 5.06 | 60 18 | 3.50

I: PAH standartlan sellloz asetat ¢okturilmeden énce eklendi.
1I: PAH standartlari sellloz asetat ortamdan uzaklastiriidiktan
sonra eklendi.
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Cizelge 3.13’Un “I” sutunundaki sonuglar Cizelge 3.11’in “I” situnundaki so-
nuglar ile kargilastirildiginda zenginlestirme faktorleri ve % R degerlerinin
daha iyi oldugu gériilmektedir. Ornegin florantenin geri alinabilirligi % 15’den
% 27’ye yukselirken, BaP’nin geri alinabilirligi % 4'den % 9’a yukselmistir.
Bu artiglar diger PAH’lar icin de sdylenebilir. Ancak geri kazanim degerleri-
nin hala diguk oldugu goérulmektedir. Tekrarlanabilirlikler % 3.22 (An) ile %
5.59 (Py) arasinda degismektedir. Geri alinabilirliklerin dislik olmasinin
onemli nedenlerinden biri, izmarit zifirinde bulunan birgok kimyasal bilesik
nedeniyle ortamdaki iyonik siddetin oldukc¢a yuksek olmasi ile agiklanabilir.
Geri kazanimlari artirmak igin verici faz ortaminin matriks etkisini azaltmak

icin asagidaki ¢alismalar yapildi.

|.  Verici faz, mavi bant suzgec¢ k&gidindan suzuldukten sonra 0.22 ym
naylon filtreden gegcirilerek ekstraksiyon islemi yapildi. Sonuglar Cizel-
ge 3.14’de verildi. Sonuglar Cizelge 3.13'Un “I” sutunu ile karsilastiril-
didinda antrasen hari¢ diger PAH’larin geri alinabilirliklerinde azalma
gorulmektedir. Ornegin florantenin geri alinabilirligi % 27'den % 14’e
azalirken, BbF % 8'den % 4’e azalmistir. Bu azalmalar diger PAH’lar
icin de sdylenebilir. Ozellikle BaA'nin geri alinabilirliginde énemli bir
azalma olmustur. Tekrarlanabilirlikler (% RSD) % 7’nin altinda bulun-

mustur.

II. Sellloz asetat pH = 3 olan su ile ¢okturulip mavi bant sizge¢ kagidin-
dan suzuldukten sonra drnek alimina kolondan gegirilerek 6n temizle-
me islemine tabi tutuldu. % 10 ACN — % 90 su olacak sekilde saf su
ilavesi yapilip, pH = 6’ya ayarlandi. Ekstraksiyon sonrasi sonuglar Ci-
zelge 3.14’de verildi. Sonuglar Cizelge 3.13’Un “I” sutunu ile karsilasti-
rildiginda verici fazin alimina kolondan gegcirilmesinin geri kazanimlara

bir etkisinin olmadigini géstermektedir.

ll. izmarit, PAH standardi eklenmeden, asetonitrilde ¢dziildii. pH = 3 olan

su ile ¢okturuldikten sonra mavi bant suzge¢ kagidi ile stizlilerek verici
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faz hazirlandi. PAH standartlari, ¢oken sellloz asetat uzaklastirildiktan

sonra eklendi. Sonugclar Cizelge 3.13’Un “II” sitununda verildi.

Gizelge 3.14. Naylon Filtre ve Alimina ile On Temizleme

Sonrasi Z.F. ve % R Degerleri (n= 3)

NAYLON FILTRE ALUMINA
ZF. | %R | %RSD | ZF. | %R | % RSD
An | 256 | 78 | 295 | 240 | 73 | 4.05
Flu 45| 14 | 4.61 98 | 30 | 5.56
Py 72| 22 | 6.97 99| 30 | 6.17
BaA 3 1| 4.52 46 | 14 | 5.06
BbF | 14| 4 | 547 25| 8| 411
BaP 8| 3| 3.87 33| 10 | 5.53

Cizelge 3.13'deki, PAH standartlarinin sellloz asetatin uzaklagtirilmasindan
once (I) ve sonra (II) eklenmesi ile yapilan ekstraksiyon sonugclari karsilasti-
rildiginda PAH standartlari, sellloz asetat uzaklastirildiktan sonra eklenince
PAH’larin geri alinabilirliklerinde bir miktar artis gézlenmistir. Standartlar
once eklendiginde, antrasenin geri alinabilirligi % 71 iken, standartlar sonra
eklendiginde % 102’e yukselmistir. BaP’nin geri alinabilirligi % 9’dan % 18’e
yukselmistir. BaA’de g kata yakin bir artis gézlenirken diger PAH’larin geri

alinabilirlikleri hemen hemen iki kat artmigtir.

Bu sonuclar ortamdaki seltloz asetatin PAH’larin geri alinabilirligine dnemli
etkisi oldugunu gostermektedir. Sellloz asetatin bu etkisinin, daha dnce de
deginildigi gibi PAH’larin kati partikillere tutunma egiliminde olmalari, or-
tamdaki bu partikullerinin PAH’larin alici faza difuzyonunu zorlastirmasi ve
sellloz asetat partikullerinin fiberin gbzeneklerini ttkamasi gibi nedenlerle

aciklanabilir.
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izmarit érneklerine agsagidaki derisimlerde PAH karigimi eklendi.

1)  An: 1 ng/mL, Flu, Py, BaA, BbF, BaP: 2 ng/mL,
2) An:2ng/mL, Flu, Py, BaA, BbF, BaP: 4 ng/mL,
3) An:4ng/mL, Flu, Py, BaA, BbF, BaP: 8 ng/mL,
4) An: 6 ng/mL, Flu, Py, BaA, BbF, BaP: 12 ng/mL

Model 6rneklerde belirlenen optimum kosullarda 3 kez ekstraksiyon yapildi
ve kalibrasyon dogrulari ¢izildi. Ekstraksiyon sonrasinda sonuglar Cizelge
3.15’de verildi. izmarit 6rnegine 2 ng/mL floranten eklendiginde, geri alinabi-
lirik % 28, 4 ng/mL eklendiginde % 26, 8 ng/mL eklendiginde % 26 ve 12
ng/mL eklendiginde ise % 28 olarak bulunmustur. BaP igin ise sirasi ile geri
alinabilirlikler % 10, % 9, % 8 ve % 8 olarak bulunmustur. Caligilan derisim

arahiginda tekrarlanabilirlikler (% RSD) % 7.5’in altinda bulunmustur.

Cizelge 3.15. Standart Eklenmis Gergek Orneklerde PAH Dersimine Gore

Z.F. ve % R Degerleri (n=5)

1 ng/mL An 2 ng/mL An 4 ng/mL An 6 ng/mL An
2 ng/mL Diger PAH'lar | 4 ng/mL Diger PAH'lar | 8 ng/mL Diger PAH’lar | 12 ng/mL Diger PAH'lar

ZF. | %R | %RSD | ZF. | %R | %RSD | ZF. | %R | %RSD | ZF. | %R | % RSD
An | 269 | 81 | 294 |230| 70 | 3.18 [226| 69 | 265 | 211 | 64 | 4.12
Flu| 93 | 28| 389 | 86| 26 | 3.12 85| 26 | 5.25 91| 28 | 2.11
Py |123| 37 | 7.17 | 109 | 33 | 4.86 941 29 | 6.25 87 | 27 | 4.09
BaA| 39| 12| 435 | 40|12 | 514 | 40| 12 | 2.87 38|12 | 7.22
BbF| 27| 8 | 563 | 26| 8 | 4.36 23| 7 | 4.81 241 7 | 3.95
BaP| 32| 10| 468 | 29| 9 | 6.02 28| 9| 534 26| 8 | 420
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Sekil 3.24, 3.25, 3.26, 3.27, 3.28 ve 3.29’da optimum kosullarda standart
eklenmig gercek ornekler ile ekstraksiyon sonrasi kalibrasyon grafikleri ve-
rilmistir. Cizelge 3.16'da kalibrasyon dogrulari, r* ve LOD degerleri verilmis-
tir. Caligilan derisim araliklarinda PAH’larin r? degerleri 0.9972 ile 0.9991
arasinda degismektedir. r* degerleri, calisilan aralikta yiiksek dogrusallikla
bulunmustur. Zenginlestirme faktérleri ve r? dederlerine bakildiginda calisi-
lan derisim arahdinda PAH’larin geri kazanimlarinin dnemli oranda degis-
medigi gordimustur. PAH’larin en kuguk tayin sinirlari 1.65 ng/sigara ile
14.15 ng/sigara arasinda degismektedir. LOD degerleri sinyal/guraltd (S/N)
orani 3 kabul edilerek belirlenmistir. LOD’lerin daha asagi degerlere dusu-
rulmesini, detektoriin en kiguk tayin siniri, ekstraksiyon sonrasi geri alinabi-
lirlikler, verici fazin hacmi ve verici faz igerisindeki ACN yUzdesi gibi faktorler
etkilemektedir. Yinelenebilirlikler (% RSD) % 2.30 (BbF) ile % 15.54 (Py)

arasinda degismektedir.

Gizelge 3.16. Standart Eklenmis Gergek Orneklerde Kalibrasyon

Dogru Denklemleri ve Tayin Sinirlari

r? Dogru Denklemi | LOD (ng/sig.) | % RSD*
An |0.9976 | y=23932.0x + 8057.8 1.65 10.57
Flu [0.9972 | y=3504.5x — 669.3 4.60 4.35
Py |0.9983|y=482.5x + 622.5 9.79 15.54
BaA | 0.9980 | y=2286.4x + 586.4 8.70 2.44
BbF | 0.9987 | y=816.6x + 369.5 14.15 2.30
BaP | 0.9991 | y=1763.2x + 1203.7 8.65 10.17

*Yinelenebilirlik

Sekil 3.30'da PAH standardi eklenmis gercek ornek ile yapilan HF—LPME
sonras! elde edilen kromatogram gorulmektedir. Sekil 3.31’de ise standart
eklenmemis izmarit 6rneginden klasik sivi-sivi ekstraksiyon sonrasi elde

edilen kromatogram gorilmektedir.
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Verici Faz: 5 mL % 10 ACN — % 90Su
Alici Faz: Toluen, Kanigtirma Hizi:
1000 rpm, Zaman: 35 dak. pH: 6, Tuz:
yok, Eklenen PAH’larin Derigimi: An: 4
ng/mL; Flu, Py, BaA,BbF,BaP: 8 ng/mL
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Sekil 3.30. Standart Eklenmis Gergek Orneklerde HF-LPME Sonrasi

Kromatogram

R Organik Faz: n-heksan
Enjeksiyon Hacmi: 3 uL

mAU

o 10 Zaman (dak.) 20

Sekil 3.31. Standart Eklenmemis izmarit Orneklerinden Sivi-Sivi

Ekstraksiyon Sonrasi Kromatogram

Kromatogramlar kargilastirildiginda sivi-sivi ekstraksiyon sonrasi elde edi-
len kromatogramin, mikroekstraksiyon sonrasi elde edilen kromatograma

gore oldukg¢a karmasik oldugu gorulmektedir. Sivi-sivi ekstraksiyon islemin-
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de bu karmasikhik, PAH’larin tayini igin birkag 6n temizleme iglemi gerektir-
mekte ve geri kazanimlarda kayiplara neden olmaktadir. Ayrica zaman ve
maliyet artiglarina neden olmaktadir. Mikroekstraksiyonda daha temiz bir
kromatogram alinmasi, sivi-sivi ekstraksiyona gore daha az izmarit kulla-
nilmasi, fiberin zenginlegtirmenin yani sira 6n temizleme iglemi de yapmasi

ile agiklanabilir.

3.3.1. izmaritlerde PAH’larin Tayini

Once model 6érnekler icin belirlenen optimum deney kosullari yukarida acik-
landigi gibi PAH eklenmis izmarit zifirlerine uygulanarak gergek orneklere
uygulanacak hale getirildi. Gergek sigara izmarit érneklerinin analizi Cizelge
3.17°deki basamaklar halinde uygulandi. Uygulanan bu analiz basamakla-
rindan sonra 3 farkli marka sigara izmarit zifirinde belirlenen PAH derisimleri
Cizelge 3.18’de verildi. Sekil 3.32’de sigara izmaritlerindeki PAH’larin tayini

icin yapilan HF-LPME sonrasi elde edilen kromatogram gorulmektedir.

Gizelge 3.17. izmarit Zifirindeki PAH’larin Tayini igin Analiz Basamaklari

Bir icici tarafindan sigaranin igilmesi

Filtreden k&git ve kalintilarin ayrilmasi

Filtrenin 5 mL asetonitrilde ¢ézilmesi

pH = 3 olan sudan 10 mL eklenerek filtrenin (sellloz asetat) ¢oktirtlmesi
Coken filtrenin mavi bant stizge¢ k&gidindan stizilerek érnekten ayrilmasi
35 mL deiyonize su eklenerek asetonitril derisiminin % 10 yapilmasi

NaOH ile pH’In 6’ya ayarlanmasi (toplam hacim 50 mL)

© N o g b~ 0D =

15 mL’lik viale 5 mL érnek (verici faz) alinmasi
9. Toluen (alici faz) ile doldurulmus 22 mm’lik fiberin viale yerlestiriimesi
10. 1000 rpm karigtirma hizinda 35 dakika sure ile ekstraksiyon
11. Ekstraksiyon sonunda fiberden alinan alici fazin 3 yL’sinin HPLC’ye enjeksiyonu
12. Tayin
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Gizelge 3.18. Farkli Markalara Ait Sigara izmaritlerindeki
PAH Miktarlari (n= 3)

C4 Co Cs

Ziﬁ&gi/';?;::;)co 10;0.8;10 | 10;0.8/10 | 100.6;10
ngisigara | ng/ sigara | ng/ sigara

An 29.92 7.96 3.75

Flu <LOD <LOD <LOD

Py 69.49 14.47 23.22

BaA 17.05 11.76 <LOD

BbF 30.62 <LOD <LOD

BaP 18.41 16.30 24.07

2 paH 165.49 | 50.49 | 51.04

C4: Parliament, C,: Samsun, C3: Winston

Antrasen, Parliament marka sigara filtresinde 29.92 ng/sigara, Samsun
marka sigara filtresinde 7.96 ng/sigara, Winston marka sigara filtresinde ise
3.75 ng/sigara olarak bulunmustur. Floranten GU¢ marka sigarada da tayin
sinirinin altinda oldugundan tespit edilememistir. Parliament marka sigara
filtresinde BbF, 30.62 ng/sigara olarak bulunurken diger iki markada tayin
sinirinin altindadir. Kansorejen etkisi kesin olarak bilinen BaP, Parliament,
Samsun ve Winston’da sirasi ile 18.41 ng/sigara, 16.30 ng/sigara ve 24.07
ng/sigara olarak bulunmugtur. Toplam PAH miktarlari, Parliament, Samsun
ve Winston marka sigara filtrelerinde sirasi ile 165.49 ng/sigara, 50.49
ng/sigara ve 51.04 ng/sigara olarak bulunmugtur. Toplam PAH miktarlarin-
daki sonuglar Parliament marka sigara filtresinin PAH’lan tutmakta daha

etkin oldugunu gostermektedir.
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Verici Faz: 5 mL % 10 ACN — % 90 Su
Alici Faz: Toluen, Karistirma Hizi:
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Sekil 3.32. Gergek Ornekden HF-LPME Sonrasi Kromatogram

3.4. Yontemin Degerlendirilmesi

HF-LPME ydntemi ile genellikle sulu 6rneklerden maddelerin ekstraksiyonu
yapilmaktadir. Literatirde, PAH’larin matriks ortamdan ekstraksiyonunda su
ornekleri disinda ¢cok az calisma vardir. Ancak bazi matriks ortamlarda, ve-
rici faz ortaminin sadece su olmasi yeterli olmamaktadir. Ornegin S. King
vd. (2002) toprakta PAH’larin analizinde [133], N. Ratola vd. (2008) ise gam
ignelerinde PAH’larin analizinde [122] verici faz olarak, aseton/su karigimini
kullanmiglardir. Bu galismada PAH tayini, sigara izmarit matriksi ortaminda
yapilmasi nedeni ile model 6rnek calismalarinda verici faz olarak ACN/su
karisiminin kaginilmaz bigimde kullaniimasi gerekmektedir. Model 6rnekler-
de optimum sartlarda (22 mm fiber, verici faz; 5 mL % 10 ACN — % 90 su,
alici faz; toluen, 1000 rpm, 35 dakika, pH: 6, tuz: yok) yapilan
ekstraksiyonda PAH’larin geri kazanimi yuksek oranda saglandi. Geri alina-
bilirlikler % 98 (An) ile % 63 (BaP) arasinda tekrarlanabilirlik ve yinelenebilir-
likler ise yuzde bagil standart sapma (% RSD) olarak sirasi ile % 2.07-5.33,
% 2.62—13.97 arasinda degismektedir. Calisilan derisim araliklarinda r* de-
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gerleri 0.9984 ile 0.9996 arasinda yuUksek dogrusallikta bulunmustur.
PAH’larin en kiguk tayin sinirlari ise bir 0.040 (An) ng/mL ile 0.136 (Py)

ng/mL arasinda degdismektedir.

PAH standarti eklenmis izmarit 6rneklerinden ekstraksiyon ¢alismalarinda,
deiyonize su ile hazirlanan drneklerden ekstraksiyonlarda geri alinabilirlikler
% 3 (BbF) ile % 68 (An) arasinda degismektedir. Model érneklere gore geri
alinabilirlikler oldukga dusuk bulunmustur. Geri alinabilirliklerin azalmasinda,
ortamdaki matriks etkisinin yani sira, ¢okturllen sellloz asetatin ortamdan
¢ok iyi uzaklastirlamamasinin da etkisi vardir. pH = 3 olan su ile hazirlanan
orneklerden ekstraksiyonlarda, geri alinabilirlikler % 8 (BbF) ile % 71 (An)
arasinda degismektedir. Geri alinabilirlikler model drneklere goére dusuktar.
Ekstraksiyon ortaminda matriks etkisi olmasina ragmen yuzde bagil stan-
dart sapmalar (% RSD) % 3.22 (An) ile 5.59 (Py) arasindadir. Matriks etkisi-
ni azaltmak igin, drneklerin silika veya alumina kolondan gegirilmelerinin,

geri kazanimlara etkisinin olmadig1 goralmustur.

Her iki drnek hazirlama isleminde de (deiyonize su, pH = 3’e ayarli su) stan-
dart ekleme, sellloz asetat ortamdan uzaklastirildiktan sonra yapildiginda
geri alinabilirliklerde bir miktar artis gézlenmistir. Deiyonize su ile hazirlanan
orneklerden ekstraksiyonda piren disindaki PAH’larin geri kazanimlarinda
artis saglanmistir. pH = 3 ayarli su ile hazirlanan dérneklerden ekstraksiyon-
da ise PAH’larin geri kazaniminin hemen hemen iki kat arttigi gortulmekte-
dir. Ornegin, pirenin geri alinabilirligi % 32’'den % 65’e ylikselirken, BbF’nin
geri alinabilirligi % 8’den % 15’e yukselmistir. BaA’de bu artis t¢ kat olmus-
tur. Bu sonuglar PAH’larin geri kazaniimasina filtrenin dnemli etkisinin oldu-

gunu gostermektedir.

Standart eklenmis izmarit drneklerinde, calisilan derisim araliklarinda r* de-
gerleri 0.9972 ile 0.9991 arasinda bulunmustur. PAH’larin en kiglk tayin
sinirlari, 1.65 ng/sigara (An) ile 14.15 ng/sigara (BbF) arasinda bulunmus-
tur. Yinelenebilirlikler (% RSD) ise % 2.30 (BbF) ile 15.54 (Py) arasinda bu-

lunmustur.
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Standart eklenmis gercek orneklerde HF-LPME sonrasi elde edilen
kromatogramin  (Sekil 3.30) klasik sivi-sivi  ekstrsaksiyon sonrasi
kromatograma (Sekil 3.31) gbére daha iyi bir ayrim gdstermesi
mikroekstraksiyonun basarisini gostermektedir. Ayrica HF—LPME ydnte-

minde daha az 6rnek ve ¢dzlcu kullaniimasi avantajlaridir.
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4. SONUG VE ONERILER

Polipropilen oyuk (hollow) fiberin bosluk ve gézenek hacmi igin yapilan
deneysel calismalarda, fiberin gbézenek hacmi, 4.32 £ 0.14 uL/cm ola-
rak hesaplandi. Fiberin bosluk hacmi, birinci yontem ile 3.33 + 0.28
ML/cm olarak, ikinci yontemde ise 3.18 £ 0.16 yL/cm olarak hesaplandi.
Calismalarda yapilan hesaplamalarda fiberin bosluk hacmi ortalama
3.26 pL/cm olarak alindi. Ticari olarak temin edilen fiberin gbzenek ve
bosluk hacmi teorik olarak hesaplandiginda sirasi ile 3.57 pyL/cm ve
2.80 pL/cm’dir. Fiberin gdzenek hacmi igin teorik deger ile deneysel
deger arasinda % 20, bosluk hacmi igin ise % 13 dolaylarinda hata go-
rulmektedir. Bu farklilik deneysel hatalarin yani sira Uretilen fiberlerin

homojen olmamasindan kaynaklanabilir.

Fiber boyu bazi parametreler dikkate alinarak segildi.

Ekstraksiyonda 5 cm’lik vial kullaniimasi,

e Verici faz hacmi arttikga ekstraksiyonun daha uzun zamanda den-
geye gelmesi nedeniyle verici faz hacminin maksimum 10 mL kul-
laniimasi,

e Fiber boyu uzadikga, karistirma aninda fiberin vorteksden daha faz-
la etkilenip alici faz kaybinin artmasi,

e Fiber boyu uzadikga, alici faz hacminin artmasi ile zenginlestirme

faktorunin azalmasi gibi etkenler fiber boyunu sinirlandirmaktadir.
Bu etkenler dikkate alindiginda 22 mm en uygun fiber boyu olarak
alindi. Fiberin 2 milimetresi, fiberi enjektérin ucuna takma ve agik olan
ucunu kapatmak igin kullanildi.

Ekstraksiyon igin optimum kosullar;

e Verici faz: 5mL % 10 ACN — % 90 Su karisimi,

e Alici faz: Toluen,
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e Karistirma hizi: 1000 rpm

o Ekstraksiyon suresi: 35 dakika
e Verici faz pH’si: 6

e Tuz Derisimi: 0

olarak bulunmustur.

Optimum kosullarda PAH’larin zenginlegtirme faktorleri, 319 (An) ile
208 (BaP) arasinda degisirken, geri alinabilirlik yuzdeleri % 97 ile % 63
arasinda degismektedir. Tekrarlanabilirlik (repeatability) ve yinelenebi-
lirlik (reproducibility) ise yuzde bagil standart sapma (% RSD) olarak
sirasl ile % 2.07-5.33 ve % 2.62-13.97 arasinda bulunmustur.

Model ornekler ile galigilan derisim araliklarinda (An: 0.2 ng/mL — 5
ng/mL, Diger: 0.4 ng/mL — 10 ng/mL) dogrularin r* degerleri 0.9984 ile
0.9996 arasinda degismektedir. PAH’larin en kuguk tayin sinirlar
(LOD) ise sinyal/gurulti (S/N) orani 3 kabul edilerek 0.040 ng/mL (An)
ile 0.136 ng/mL (Py) arasinda bulunmustur.

Standart eklenmis ornekler ile g¢aligilan derisim araliklarinda (An: 1
ng/mL — 6 ng/mL, Diger: 2 ng/mL — 12 ng/mL) dogrularin r* degerleri
0,9989 ile 0.9995 arasinda degismektedir. Gergek orneklerde en kiguk
tayin sinirlari 1.65 ng/sigara (An) ile 14.15 ng/sigara (BbF) arasinda
bulunurken, yinelenebilirlikler (% RSD) % 2.30 (BbF) ile % 15.54 (Py)

arasinda degismektedir.

Calismada Parliament, Winston ve Samsun marka igilmis sigara izma-
ritterinde An, Flu, Py, BaA, BbF ve BaP miktarlari tayin edilmistir. Ci-
zelge 3.17°de goruldugu gibi Flu her G¢ marka sigara filtresinde de g6z-
lemlenmemistir. BaA ise Parliament hari¢ diger markalarda tayin siniri-
nin altinda kalmigtir. Piren, Parliament marka sigara filtresinde 65.49
ng/sigara, Samsun marka sigara filtresinde 14.47 ng/sigara, Winston
marka sigara filtresinde ise 23.22 ng/sigara olarak tayin edilirken BaP

sirasi ile 18.41 ng/sigara, 16.30 ng/sigara ve 24.07 ng/sigara olarak
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bulunmustur. Toplam PAH miktarlari, Parliament, Samsun ve Winston
marka sigara filtrelerinde sirasi ile 165.49 ng/sigara, 50.49 ng/sigara ve
51.04 ng/sigara olarak tayin edilmistir. U¢ sonug karsilastirildiginda
Parliament marka sigara filtresinin PAH’lar1 tutmakta daha etkili oldugu

gorulmektedir.

Standart eklenmis izmarit drnekleri ile yapilan g¢alismalarda zenginles-
tirme faktorleri antrasen icin 234 iken diger PAH’lar icin 105 (Py) ile 27
(BbF) arasinda kalmigtir. Ancak yine de tayin sinirlari zenginlestirme
ile nanogram duzeylerine duguralmustir. Tayin sinirlarinin daha asagi
dugurdlmesinde, kullanilan detektor sistemi etkili oldugu gibi, yontemde
5 mL asetonitril icerisinde ¢dzlnen sigara izmarit sayisi da etkilidir.
Calismada verici faz miktari artirilarak LOD deg@erleri daha da asagila-
ra ¢ekilebilir. Ancak bu durum hem ekstraksiyon suresi hem de kullani-
lan kimyasal madde miktarlarinin artmasi gibi dezavantajlari berabe-

rinde getirir.

Calismada zenginlestirme faktorleri istenildigi dizeyde olmamasina
ragmen klasik sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile yapilan izmarit ¢alig-

malari ile kiyaslandiginda;

e Zararh organik kimyasallarin kullanimini mikro duzeylere indirmesi,

e On temizleme islemlerine gerek duyulmamasi,

e Zaman ve maliyet agisindan uygunlugu,

e Elde edilen kromatogramin daha temiz olmasi,

e Ekstraksiyon sonrasi alinan organik fazin buharlastiriimasi ve deris-
tirilmesi gibi islemlere gerek duyulmadan ekstraksiyon fazinin dog-
rudan HPLC sisteme enjekte edilebilmesi

gibi bircok avantajlara sahiptir.

Sigara filtrelerinde 6 PAH’In tayin edilmesinde basarili olan yéntem 16

PAH bilesiginin izmaritlerde tayin edilmesi icin de kullanilabilir.
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PAH’larin zenginlestirme faktorlerine deneysel parametrelerin yanisira,
molekudl agirhiklari, L/B oranlari, suda ¢ézunurltkleri ve logK, degerle-
ri etkili olmaktadir. Genel olarak bu parametrelere bakildiginda (Cizel-
ge 4.1), beklenildigi gibi molekul agirliklari arttikga zenginlestirme fak-
torlerinin azaldigr gorulmektedir (Sekil 4.1). Ma arttikga, molekulin fibe-
rin gbzeneklerinden gecmesi zorlagacagi icin Z.F. ve geri alinabilirlik

yuzdelerinin azalmasi beklenir.

Cizelge 4.1. PAH’larin Zenginlestirme Faktorleri ve Bazi Ozellikleri

ZF. Ma(g/mol) Goz. (mg/L) L/B logKow
An 319 178 0.076 1.56 4.45
Flu 303 202 0.2 1.22 4.90
Py 283 202 0.077 1.26 4.88
Ort. 302
BaA 238 228 0.01 1.58 5.61
BbF 215 252 0.0012 1.12 6.04
BaP 208 252 0.0023 1.50 6.06
Ort. 220
330 -
An
310
3 Flu
0 290 -
3 Py
(18
o 270 -
£
@ 250 -
= BaA
2 230
Q
N
BbF
210 + BaP
190 T T T T
170 190 210 230 250
Ma (g/mol)

Sekil 4.1. PAH’larin M4y’larina Gore Zenginlestirme Faktorleri
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Z.F. ile L/B oranlar arasinda ise, dogrusal bir iligki oldugunu sdylemek
mumkin degildir. Sekil 4.2’de goéruldugu gibi L/B oranlari buyudikge,
PAH’larin, fiberin gézeneklerinden gegmesi zorlasacaktir. Ayni molekal agir-
liklh PAH’larin zenginlestirme faktorlerinde, L/B oranlarinin etkili bir paramet-
re oldugu sdylenebilir. Bu etki BbF—BaP ve floranten-piren giftlerinin zengin-

lestirme faktorlerinde gorulmektedir ( Cizelge 4.1).

330 -

m An
310 A

Flu
290 A \x
Py

270 A

250 -

ABaA
230 -

BbF
210 - G\Q BaP

190 T T T
1 1,2 1.4 1,6

Zenginlestirme Faktorii

L/B

Sekil 4.2. PAH’larin L/B Oranina Gore Zenginlestirme Faktorleri

PAH’larin bu dort farkli 6zelliginin, Z.F. ve geri alinabilirlik yizdelerine etki-
sini tek tek yorumlamak yerine her farkli 6zelligi birer parametre kabul ede-
rek, biribirleri ve Z.F. ile iligkilerini dagilma diyagraminda gosterebiliriz.
Minitab paket programi ile gizilen diyagramda ve Pearson korelasyon matri-
sinde bazi parametre ciftleri arasinda korelasyon oldugu gérulmektedir. Di-
yagram ve korelasyon matrisi, Sekil 4.3 ve Cizelge 4.2’de gosterilmistir. Ci-
zelge 4.2’de, zenginlestirme faktorleri ile, molekul agirligr ve log Kow deger-

leri arasinda, negatif yonde, ylksek bir korelasyon oldugu gortulmektedir.
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Cizelge 4.2. Cizelge 4.1’deki Parametrelerin Korelasyon Matrisi

Z.F. MA (g/mol) Coz. (mg/L) L/B
MA (g/mol) -0.982
Coz. (mg/L) 0.781 -0.661
L/B 0.045 -0.184 -0.306
logKow -0.988 0.997 -0.694 -0.116
2= 240 A\\ ® An
g w_ B BaA
S 2104 SSo BaP
Nt *_ X
§ \ A BbF
180 ‘» Flu
~ 0,21 A //\\ 4 Py
£ / o\ / \
o /N e \
E 014 / \ , \
el A elg N
S e \
% ggrem LIS
3 - —
/.\\ ’ .\ 7N\ ' e
4| / \\ / \ /7 \ i |
o 144 / \ // AN /7 \ : :
> Iy Ny ‘o \ ' '
I a_ ¢ \ I - ____
1,24 1/ N
A Al A
6,04 *-4 A A A y
AN _- \. \\ R
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200 250 300 180 210 240 0,0 0,1 0,2 1,2 1,4 1,6
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Sekil 4.3. Cizelge 4.1’deki Parametrelerin Draftsman Grafigi

Cogunlukla, parametreler arasinda bir miktar korelasyon oldugu
durumlarda, Esas Bilegen Analizi (PCA) uygulanip parametrelerin sayisi
azaltilarak, deney sonuclari daha kolay degerlendirilebilir bir forma getirilir
[134,135]. PCA analizi, orjinal degigkenin (parametre) varyans yapisini daha
az sayida ve bu degiskenlerin dogrusal bilesenleri olan yeni degiskenlerle
ifade etme yontemidir. PAHlarin dort farkli 6zelligi (Ma, ¢ozunarluk, L/B,
logKow) dikkate alinirak, PCA analizi uygulanmis ve ilk iki esas bilesen
degerleri Sekil 4.4°deki grafikte gosterilmigstir. Sekil 4.4'te goérulduga gibi An,
Flu, Py ve BaA, BbF, BaP iki ayri grup olusturmaktadir. Cizelge 4.1’de
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gruplarin ortalama zenginlestirme faktorlerinin sirasi ile 220 ve 302 oldugu

gorulmekte ve bu degerler gruplandirmayi dogrulamaktadir.

BbF
&

BaP

ikinci Esas Bilesen
(]

Bad

-I2 -Il 0 1 2
ilk Esas Bilesen

Sekil 4.4. Cizelge 4.1.’deki Parametrelerin ilk Esas Bilesen Degerleri
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