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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarin (PAH) Ekstraksiyonu ve HPLC ile
Tayinleri

Nergiz GULER

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Kenan DOST

Temel olarak PAH’lar dogal veya insan kaynakli olup prolitik siirecler ile
endiistriyel ve diger insan aktiviteleri sonucu organik bilesiklerin tam yanmamasi
sonucunda meydana gelmektedirler. Dogada yiizlerce PAH olmasina ragmen,
Uluslararasi yetkili kuruluslar bu bilesiklerden 6zellikle 16 tanesini kanserojenik ve
genotoksik madde olarak Onermis olup Benzo[a]pyrene bilesigini cevre veya

gidalarin kirletimis oldugunu gosterem bir indikator olarak kabul etmistir.

Bu calismada su ve sivi yaglarda kanserojenik etkiye sahip PAH'larin
ekstraksiyonu ve sonrasinda HPLC-UV yontemi ile tayinleri amaglanmistir. Su
orneklerinde olast PAH’lar basitge sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile diklorametan
¢Oziiciisii igerisine cekilir. Yag ornekleri ekstraksiyonlari i¢in ise yagornegiilk once
n;hekzan ile ¢oziiliir ve sonrasinda yine sivi-sivi ektraksiyon ile asetonitril igerisine
almir. PAH’larin tayinleri HPLC-UV yontemi ile gergeklestirilmistir. Calisma
kapsaminda sec¢ilen 16 PAH 15 dakika gibi bir alikonma zamani igerisinde
birbirlerinden ayrilmis ve her bir PAH igin keskin ve dar pikler elde edilmistir.
Yontemin alikonma zamanlari bakimindan tekrarlanabilirligi 0.79 dak SD ve %6
RSD den, pik alanlar1 bakimdan %2.5 RSD den diisiik olup dogruluk %0.47-6.10
bagil hata araliginda degismektedir. Yontemin LOQ degerleri standart ¢ozeltiler ile
yapilan caligmalara gore deneysel olarak 1-25 pg/L arasinda oldugu bulunmustur.
Optimizasyon caligmalarindan sonra metot ger¢ek drneklere uygulanmistir. Yontem
su Ornekleri igin basarili bir sekilde uygulanmistir, fakat yag Orneklerinde
ektraksiyon basamaginda birlikte ektrak edilen tilirlerden dolayr PAH’larin
tanimlanmasinda problemler ortaya ¢cikmistir.

Anahtar Kelimeler: PAH, HPLC-UV, Su, Siv1 yag, Ekstraksiyon



ABSTRACT
M.Sc. Thesis
Extraction and Analysis of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) by HPLC
Nergiz GULER

Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Kenan DOST

Essentially, PAHs occur as a result of incomplete combustion of organic
compounds as a result of pyrolytic processes and industrial and other human
activities as a result of natural or human activities.Although there are hundreds of
PAHSs in nature, International authorities have recommended 16 of these compounds
as carcinogenic and genotoxic substances, and Benzo[a]Pyrene has been accepted as

an indicator of contaminating the environment or food.

In this study, extraction and determination of PAHs in water and oils by
HPLC-UV method was aimed. In water samples, possible PAHs are simply drawn
into the dichloromethane solvent by liquid-liquid extraction. For oil samples, the oil
sample is first dissolved with n-hexane and then taken into acetonitrile by liquid-
liquid extraction. The determination of PAHs was performed by HPLC-UV method.
The 16 PAHSs selected in the study were separated from each other within a retention
time of 15 minutes and sharp and narrow peaks were obtained for each PAH. the
reproducibility of the method in terms of retention timesare less than 0.79 min SD
and %6 RSD, in terms of peak areas are less than %2.5 RSD and accuracy varies
between %0.47-6.10 relative error range. LOQ values of method were found between
1-2.5ug/L by studying of the standard solutions experimentally. After the
optimization studies, the method was applied to real samples. The method was
successfully applied to the water samples, but problems occurred in the identification

of PAHSs in the oil samples due to the co-extract.

Keywords: PAH, HPLC-UV, water, edible oil, extraction
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GIRIS

Hizla gelisen teknoloji ve bunun sonucu olarak ortaya ¢ikan sanayilesme, insan
yasamini 6nemli Ol¢lide kolaylastirirken birgok 6nemli ¢evre sorunlarin1 da beraberinde
getirmektedir. Gliniimiiz ¢evre sorunlarinin basinda hava, su, toprak ve gida kirliligi
gelmektedir. Insanlar bu tiir kirleticilerle gevresel yollarla veya bir sekilde temas ederek
toksik etkilerine maruz kalmakta ve insan sagligi olumsuz yonde etkilenmektedir.
Endiistriyel ve evsel atiklar, orman yangmnlari, tarim ilaglari, ¢opler, fosil yakitlarin
yanma TUriinleri, sanayi baca gazlar1 gibi zararli maddelerden c¢evreye yayilan
kimyasallar, hava, su ve toprak ortamina girerek ¢evresel kirliliklere neden olmaktadir.
Bu kirlilik, insan yasaminin temel kaynagi olan gidalara da ge¢mektedir. Cevresel
Kirlilikler arasinda polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) 6nemli bir yer tutmaktadir.
Bu tiir kirleticiler basta insan sagligi olmak {izere canli organizma iizerinde toksik ve
kanserojen etkiye sahiptirler. Bu maddelerin diisiik miktarlar1 dahi insan saglig1 igin bir
tehdit olusturmaktadir. Bu nedenle PAH’larin, insanin temasta oldugu c¢evresel
ortamlarda ve gida iriinlerindeki miktarlarinin kontrol edilmesi olduk¢a Onem
tagimaktadir. Bu degerlerin kabul edilen maksimum kalint1 limitleri ile karsilastiriimasi
ve eger yiksekse limit degerlerin altina indirilmesi igin gerekli dnemelerin alinmasi
olduk¢a Onemlidir. Bu caligmada PAH’larin su ve sivi yaglardan ekstraksyonu ve

sonrasinda miktarlarinin kromatografik yontemle tayinleri amaglanmustir.

1 POLISIKLIKAROMATIKHIDROKARBONLAR (PAH)

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) iki veya daha fazla aromatik halka
iceren lipofilik yapili genis bir gruba sahip organik bilesiklerdir. Temel olarak PAH’lar
dogal veya insan kaynakli olup prolitik siirecler ile endiistriyel ve diger insan
aktiviteleri sonucu organik bilesiklerin tam yanmamasi sonucunda meydana
gelmektedirler [1]. Dogal olarak, orman yanginlar1 ya da volkanik patlamalarla ortaya
cikmaktadir. Insan aktiviteleriyle meydana gelmeleri ise petrol, komiir ve dogal gaz gibi
fosil yakitlarin yakilmasinda, motorlu araglarda ve sigarada ortaya c¢ikmaktadir.
Sigarayla meydana gelen PAH’lar bagil olarak az olsa da direk kullanicilarla temas
ettiginden insan sagligina en zararhilari arasindadir [2]. Endistriyel islemlerde, atik
yakma, ¢imento fabrikalari, petrol rafinerileri, kok ve asfalt imalati, aliiminyum, demir
¢elik imalatinda ortaya ¢ikmaktadir[3]. Isinma ve enerji maksatli tercih edilen odun gibi

kati ve fosil yakitlar da PAH’larin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir [4].



PAH’larmn, lipofilik karakteri nedeniyle suda ¢6ziinme oranlar1 diisiiktiir.
Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri molekiildeki halka sayisina veya molekiil agirliklarina
bagl olarak farkliliklar gostermektedir. Temelde yapidaki halka sayisina gore PAH’lar
hafif ve agir PAH’lar diye iki sinifa ayrilir. Biinyesinde dortten az aromatik halka
tasiyan PAH’lar hafif PAH, dort ve daha ¢ok aromatik halka tasiyan PAH’lar ise agir
PAH olarak smiflandirilmistir [5]. Agir PAH’lar genel olarak suda c¢oziinmez,
dolayisiyla buhar basinglar1 diisiiktiir. Hafif PAH’lar ise suda daha kolay ¢6ziiniir ve
dolayisiyla buhar basinglari da yiiksektir. PAH’larin halka sayisina bagli olarak molekiil
agirliklart artmasi suda ¢oziinme oranlarin1 diigiiriircken toksik ve kanserojenik

ozelliklerini artirmaktadir [6].

PAH’larin mutajene neden olan, zehirli ve kanserojenik ozellikleri yapilan
calismalar neticesinde saptanmustir [7]. Bu riskler nedeniyle g¢evrede ve gidalarda
bulunan oranlari insan sagligi bakimindan kritik bir hale dontismiistir. PAH’larin
yasadigimiz yerlerde bulunmasina neden olabilecek pek ¢ok durum s6z konusudur.
Titin ya da odun dumaninda, islenmis ya da salamura edilmis gidalarda
bulunabilmektedir. Siitiin kirlenmesi durumunda da PAH ortaya ¢ikabilmektedir. Ayrica

kirli ortamda yetistirilen {irtinlerde de PAH goriilebilmektedir [8].

Dogada yiizlerce PAH bilesigi bulunmaktadir [8, 1]. Fakat Amerika Birlesik
Devletleri Cevre Koruma Birimidzellikle 16 PAH’1n insan sagligi ve ¢evre {izerine olan
potansiyel etkilerinden dolay1 oncelikli Kirleticiler olarak belirlemistir [9]. Bu 16 PAH
sunlardir: Naftalin (Nph), Asenaftalen (Aph), Asenaften (Ace), Floren (FIr), Fenantren
(Phe), Antrasen (Ant), Floranten (FIt), Piren (Pyr), Benzo[a]antrasen (B[a]A), Krisen
(Chr), Benzo[b]floranten (B[b]F), Benzo[k]floranten (B[k]F), Benzo[a]piren (B[a]P),
Benzo[g,h,i]perilen (B[ghi]Per). Dibenzo[a,h]antrasen (DB[ah]A) ve
Indeno[1,2,3;cd]piren (Ipyr). Genel olarak yukarida verilen PAH’larin saf halleri kati,

bazisi renksiz, bazis1 beyaz, bazisi agik sar1 renge sahip kokulu bilesiklerdir.

Bu bilesikler arasinda en ¢ok ¢aligilani ve bilineni Benzo[a]piren’dir (B[a]P). Bu
nedenle B[a]P genel olarak PAH kirlenmesinin bir indikatorii olarak goriilmektedir.
PAH'larin ve buna bagli olarak B[a]P’nin meydana gelmesinde dogal ve gevresel
kaynaklar etkili olmaktadir. B[a]P'lar tabiatta atmosferin tanecik fazinda

bulunmaktadirlar. Bu sebeple B[a]P'larin temel kaynagini atmosferde olusan
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fotokimyasal  oksidasyonlar meydana  getirmektedir. Meydana gelen bu
oksidasyonlardan dolayr B[a]P'lar toprak ve suya gecer ve neticesinde g¢esme sulari,

yagmur sulari, yer alt1 sular1 ve atik sularda B[a]P'lar saptanabilmektedir [6].

1.1 PAH'larin Gidalarda ve Sularda Bulunusu

PAH'larin gidalarla temasi iki sekilde gerceklesmektedir. Bu yollardan ilki
gidalarin iiretim esnasinda ¢evresel olarak hava, su ve toprak ile temasi sonucu gidalarin
kirlenmesi, ikincisi ise gidalarin tiitsiileme ve kurutma gibi isleme prosesleri ve yiiksek
sicakliklarda kizartma, 1zgara, kavurma gibi pisirilme islemleri ile PAH’larin olugmasi
ve gidalarin kirlenmesidir [6]. Kizartma ve kavurma islemlerinde yaglarin yiiksek
sicaklilarda piroliz olmasindan, 1zgara islemlerinde ise pisirilen gidadan kor komiir
lizerine diisen yag damlarinin yanarak pirolizi ve yine odun komiiriiniin tam yanmamasi
sonucu olugan PAH’larin dumanla birlikte gida maddesi yiizeyine yapismasiyla

kirlenme olusmaktadir [6,10,11].

PAH'lar lipofilik karakterde olmalar1 ve g¢evrede genis bir sekilde yer
almalarindan dolay1 hava, su ve topraktan yagli tohumlara bulagsmakta ve bu tohumlarin
islenmesi sonucu da kolayca yaglara ge¢mektedirler. PAH'lar yaglara dogal
kaynaklardan, c¢evresel kirliliklerden veya rafinasyondan onceki islem adimlarinin
birinden bulagmis olabilmektedir.Yaglar rafine edildiginde, agartma ve deodorizasyon
islemlerinden sonra kirlilik miktarlarinda azalma oldugu gorilmiistir. Bunun nedeni
agartma basamaginda kullanilan agartma topraginin ve deodorizasyon basamaginda da
yaga istenmeyen koku ve tat veren maddeler uzaklastirilirken PAH’larin bir kisminin da
uzaklastirilmis olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Agartma basmagi aktif
karbon ve agartma topragi Karisimiyla yapildiginda PAH’larin uzaklastirilmas: daha
etkin olmaktadir [12]. Yemeklik siv1 yaglar ¢ok fazla tiiketildikleri i¢in bu tip gidalarda

bulunan PAH miktarlar1 ¢ok énemlidir.

PAH'lar bilhassa prina yaglarinda yiiksek miktarlarda bulunur. Bunun sebebi
tiretim anindaki birkag etken olabilmektedir. Bu etkenlerden ilki, prinanin kurutulmasi
basamaginda, ikincisi ¢0ziicliniin ucurulmasi aninda yiiksek sicaklik uygulanmasi,
liclinciisii prinadan yagin ekstraksiyonu sirasinda, dnceden kontamine olmus ¢oziiciiniin

kullanilmas1 olabilmektedir [5].



Igme sularinin PAH’larla kirlenmelerinin en biiyiik nedeni su depolama tanklari
ve su borularinin korozyonu dnlemek i¢in komiir katrani ile kaplanmalari1 sonucu suyun
kirletilmelerinden kaynaklanmaktadir [6]. Atmosferdeki asili partikiillere absorbe olmus
PAH’larin da yagmur sulariyla igme sular1 kaynaklarina karismasi da kirlilik kaynaklari
arasinda sayilabilir. PAH’larin sudaki ¢oziintirliikleri diisiik olduklarindan sedimentteki
miktarlar1 sudaki miktarlarindan daha yiliksek olacagi diisiiniilmektedir. Ayrica gol ve
nehirlerin PAH’larla kirletilmesinde, aritilmis endiistriyel ve belediye sularinin desarji,
yagmur sulari, kimyasal rafinasyon, volkanlar ve egzoz gazlarmin atmosferik
serpintileri rol oynamaktadir. Buradan da i¢me sularina karigma ihtimali oldukca

yiiksektir.

Dogada ytizlerce PAH olmasina ragmen, Uluslararas1 Kimya Giivenlik Programi
(IPCS), Gida Bilimse Komitesi (SCF) ve Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) birlikteliginden olusan FAO-WHO Gida Katki Maddeleri Uzman
Komitesi (JECFA) tarafindan 15 PAH bilesigi kanserojenik ve genotoksik madde olarak
Onermistir. Daha sonra JECFA tarafindan Benzo[c]Florende bu gruba dahil edilerek bu
say1 16 cikartilmistir. JECFA tarafindan kanserojenik ve genotoksik olarak onerilen 16
PAH bilesigi Tablo 1.1°de verilmistir [13].

Tablo 1.1. JECFA tarafindan kanserojenik ve genotoksik olarak onerilen 16 PAH

Benzo[a]anthracene Benzo[a]pyrene Dibenzo[ah]pyrene
Benzo[b]flouranthene Chrysene Dibenzol[ai]pyrene
Benzo[j]flouranthene Cyclopenta[cd]pyrene Dibenzo[al]pyrene
Benzo[k]flouranthene Dibenzo[ah]anthracene Indenol[1,2,3;cd]pyrene
Benzo[ghi]perylene Dibenzo[ae]pyrene 5;Methylchryzene
Benzo[c]fluorene

EFSA tarafindan diizenlenen Besin Zincirindeki Kirleticiler Paneli (CONTAM
Panel)’linde bu 16 PAH’in her biri i¢in tek baslarina oral kanserojenik ¢alismalarin
eksikligi, toksik etki mekanizmalarmin farkliligi ve toksik ekivalent faktor (TEF)
bakimimmdan PAH karisgimlarmin  kanserojenik  potansiyellerinin  tahmindeki
yetersizliklerden dolayr Tablo 1.1’de verilen PAH’larin tamamini kanserojenik
indikator olarak kabul edilemeyecegini acikladi. CONTAM  Panel risk

karekterizasyonun PAH’larin mevcut oral kanserojenik verilere dayandirilmasi



gerektigini sonucuna vardi. Bu nedenle bu konuda olduk¢a ¢ok sayida veri bulunan
B[a]P ve kanserojenik ¢aligmada kullanilan iki komiir katran1 karistminda bulunan yedi
tane PAH toplamda sekiz PAH (PAHg) (Tablo 1.2) tek baslarina veya bir arada
besinlerde bulunmalar1 onlarin kanserojenik potansiyeli olan kirleticilerle kirletildiginin
bir indikatorii olarak kullanmasi gerektigi sonucuna vardi [13]. Tablo 1.2°de verilen
sekiz PAH’in yani sira, kimi zamanlar sadece dort PAH’in (PAH4) kimi zamanda
sadece iki PAH 1n (PAH>) tayinleri analizi yapilan ortamin PAH’larla kirletici indikator
olarak kullanilip kullanilmayacagina kararina varmak icin gergeklestirildi. PAH2, PAH4
ve PAHg arasindaki korelasyon 0.92, PAH4 ve PAHg arasinda ise 0.99 olarak bulundu.
Sonu¢ olarak CONTAM panel, besin maddelerinin kirlenmis oldugunun indikatorii

olarak PAH; ve PAHg kullaniminin daha iyi oldugunu 6nerdi [13].

Tablo 1.2. CONTAM tarafindan PAH kirliliginin indikatorii olarak kullanilabilecegine
karar verilen PAHz, PAH4 ve PAHg tiirleri.

PAH;s PAH, PAH:
Benzo[a]anthracene Benzo[a]pyrene Benzo[a]pyrene
Benzo[b]flouranthene Chrysene Chrysene
Benzo[K]flouranthene Benzo[a]anthracene
Benzo[ghi]perylene Benzo[b]flouranthene
Benzo[a]pyrene
Chrysene
Dibenzo[ah]pyrene
Indenol[1,2,3;cd]pyrene

Bu agiklamalara ragmen tez kapsaminda Tablo 1.3. de verilen 16 PAH ile

calismalarimizi stirdiirdiik.



Tablo 1.3. Tez kapsaminda calisilan PAH bilesikleri ve bazi kimyasal ve fiziksel

ozellikleri.

Kimyasal Ad Simge Formiil (g'xln'il) Renk (:tiszl.J(dn?;/iL)
Naphthalene Nph CioHs 128.169 Beyaz 31
Acenaphthylene Aph CioHs 152.19 Sar1 3.93
Acenaphthene Ace CioH1o 154.21 Beyaz 1.93
Fluorene Fir CisH1o 166.22 Beyaz 1.98
Phenanthren Phe CusH1o 178.23 Renksiz 1.20
Anthracene Ant C1sH10 178.23 Renksiz 0.076
Fluoranthene Flt CisH1o 202.25 | Soluk sar1 2.6
Pyrene Pyr CisH1o 202.25 Soluk sart 0.077
Benzo[a]anthracene B[a]A CisH1z 228.30 Yesilimsi 0.1
Chrysene Chr CisH12 228.30 Renksiz 0.0028
Benzo[b]fluoranthene B[b]F CaoH12 252.30 Renksiz 0.0012
Benzo[k]fluoranthene B[K]F CooH12 252.30 Sar1 0.00076
Benzo[a]pyrene B[a]P CooH12 252.30 Sar1 0.0023
Benzo[g,h,i]perylene B[ghi]Per CxHi2 276.30 | Soluk sar1 0.00026
Dibenzo[a,h]anthracene DB[ah]A CxHig 278.30 Renksiz 0.000050
Indeno[1,2,3;cd]pyrene Ipyr) CxH1z 276.30 Sart 0.062

1.2 Yasal Limitleri

Gida maddelerindeki PAH igeriginin smir degerleri Avrupa Komisyonu

tarafindan belirlenmistir. Komisyon yonetmeligi 835/2011°da, Insan tiiketimi icin

kullanilan sivi ve kati1 yaglarda B[a]P igin maksimum seviye 2 ug/kg, benzo[a]piren,

benzo[a]anthrasen, benzo[b]floranten ve chrysene’nin toplami igin maksimum seviyeyi

10 ug/kg olarak belirlemistir [3].Yenilebilir yaglar da PAH’larin maksimum degerleri

i¢in bazi iilkeler (Ispanya, italya, Portekiz, Yunanistan) kendi limitlerinin koymustur.
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PAHg grubundaki her bir PAH i¢in 2 pg/kg, toplami igin 10 pg/kg sinir degerlerini
belirlemis bulunmaktadir [2].

Yiizey ve kiyr sularinda genel olarak her bir PAH i¢in limit deger 50 ng/L,
Kirletilmemis yeralti sularinda 0-5 ng/L, yiiksek kontamine bdlgelerde ki yeralti
sularindan 10 pg/L, igme sularinda 1 ng/L-11 pg/L arasi olarak kabul edilmektedir [14].

1.3 PAH'larn insan Saghg Uzerine Etkileri

Insanlar havay1 ve havada asili partikiil ve tozlar1 soluyarak, su ve yiyecek
tilketerek ve toprak ve tozla temasla etmek suretiyle bircok yolla PAH’larla temas
etmektedir [1]. Ozellikle yiiksek derecede etkilesme insanlarin PAH ile kirletilmis
yiyecekleri tiiketmekle (tiitsiilenmis ve odun komiiriinde pisirilmis et veya balik) maruz
kalinmaktadir. Yiyecek tiikketimi PAH’lara maruz kalmanin 6nemli yoludur (soluk

almaya gore), su i¢imi ve toprakla temas daha diisiik etkilere sahiptirler [1].

PAH’larin toksik ve kanserojenik etkileri hiicre i¢i kimyasal reaksiyonlar sonucu
olusan metabolitlerine baglidir. Genel olarak PAH’lar canli organizmada kimyasal
reaksiyona girerek ti¢ farkli bilinen metabolitler tretirler. Bunlar diol-epoksit, radikal
katyon ve o-kinon metabolitleridir. Bunlardan en onemlisi ve en ¢ok bilineni diol-

epoksi metabolit olusum mekanizmasidir.

Insan viicudu PAH'lar1 (B[a]P ve digerlerini) elimine etmek amaciyla onlari
yiikseltgeyerek suda ¢oziilebilir duruma getirmektedir. Meydana gelen bu metabolik
oksidasyon sonucu yiiksek verimde olusan diol-epoksit tiirevleri DNA ile kimyasal
tepkime vererek PAH'larin DNA ile kimyasal bag yapmasina neden olmaktadir [5, 15].
Sonugta PAH-DNA tiirlinde kimyasal bagli bilesikler olugmaktadir ki, bu yapilar
PAH’lara maruz birakilan deneysel hayvanlarin dokularinda ve insan akciger

dokularinda bulunmustur [1].



COzyme.Cats alvzed

oxi ‘ Ation
@/\)
A
OH
Benzola]pyrene A diol epoxide

Sekil 1.1. B[a]P'in metabolik oksidasyonunun sematik gosterimi

Daha detayli olarak, B[a]P’nin metabolik oksidasyonu i¢ adimda
gerceklesmektedir. Birinci adim olarak B[a]P CYP1A1 veya CYP1BI1 enzimleriyle
enzimatik ylikseltgenme sonucu B[a]P-7,8-epoksi ara {iriinii, devaminda epoksi
hidrolziyle B[a]P-7,8-dihidrodiol olusmaktir, tekrardan CYP1Al veya CYPIBI
enzimleriyle B[a]P-7,8-dihidrodiol-9,10-epoksi (BPDE) metaboliti olusmaktadir. Bu
metabolik yiikseltgenme yiiksek verimle olugmaktadir [15]. Sonugta olusan metabolit
DNA ile kimyasal bag olusturarak B[a]P’nin yani PAH’larin canli biinyesinde
kanserojenik ve mutajenik 6zellik gostermesi neden olmaktadir [7]. B[a]P metabolik

oksidasyonu ve DNA ile reaksiyonu Sekil 1.2°de verilmistir.

“ CYP1A1 Epoxid
OOO CYP1B1 hydrolase
R —_—
HO
BaP BaP-7,8-epoxide BaP-7,8-dihydrodiol
CYP1A1
DNA CYP1B1
(o]
/> HN \
NH +DNA
DNA R ——
HO
BPDE
N¢-adenine N?-guanine
(dG-N*-BPDE) (dG-N*-BPDE)

Sekil 1.2. B[a]P'in metabolik yiikseltgenmesi ve DNA ile kimyasal bag olusturmasi
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PAH’lar timor baslatici, gelistirici ve ilerletici 6zellikleri olan bilesiklerdir.
Hayvanlar ile yapilan ¢alismalarda kisa veya uzun vadede PAH’lara maruz
kaldiklarinda bagisiklik sisteminde, viicut sivilarinda sorunlara, akciger, mesane ve deri
kanserlerine sebep oldugu goriilmektedir. Yiiksek miktarda B[a]P’ne maruz birakilan
hamile farelerde dogum zorluklar1 goriilmiis buna ek olarak bu farelerin yavrularinda
dogum bozukluklari, diisiik kiloda dogum gibi problemler goriilmektedir. Benzeri
sorunlar insanlar i¢in de bulunma ihtimali vardir ama bunu tasdik eden bir ¢alisma
yapilmamistir [16]. B[a]P’ne maruz birakilan hayvanlarda dakikalar ve hata saatler
sonrasinda hayvaninin i¢ organlarinda tayin edilebilir miktarlarda B[a]P tayin edilmistir.
En yiliksek miktar karacigerde goriilmiistiir. Yagli dokular PAH’lar i¢in Onemli
depolanma bdlgeleri olmalarina ragmen, hizli metabolizma olmalarindan dolay:
depolanma gibi bir 6zelliklerinin oldugu goériilmemistir [17]. Viicuttan atilim digki ve

idrar yoluyla olmaktadir.

Dogada bulunan yilizden fazla PAH bilesiginin mutajenik ve kanserojenik etkisi
DNA ile yaptiklar1 bilesiklere baghdir [1]. Bu durum, Gida ve Tarim Orgiitii (FAO),
Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC), Avrupa
Bilimsel Komitesi (SCF) ve EFSA gibi bir¢cok kurulus tarafindan rapor edilmistir
[16,18, 19].

1.4 PAH Analizlerinin Temel Prensipleri

PAH’lar herhangi bir analitik metotla kalitatif veya kantitatif olarak tayin
edilmeden once genel olarak su ve yag orneklerinde ekstraksiyon edilmedir. Bu nedenle
kullanilacak analitik metodun yliksek zenginlestirme faktdriine sahip olmali ve son
olarak elde edilen ¢ozelti icerisinde diisik konsantrasyonlardaki analitlerin
zenginlestirilerek analitik cihazla tayin edilebilir seviyelere ¢ikartilmasma izin
vermelidir. Bu amag i¢in birgok ektraksiyon metodu kullanilmistir. Tablo 1.4’te su ve
yag Orneklerinde PAH’larin ektraksiyonu ve tayinleri i¢in genel olarak kullanilan
yontemler dzet olarak verilmistir. Bu tekniklerden herhangi birinin kullanilmasi analizi
yapilacak Ornege, PAH’larin tiirlerine, zamana, eldeki imkanlara ve istenilen

hassasiyete baglh olarak farklilik gosterebilmektedir [9].



Tablo 1.4. Su ve yaglardaki PAH miktarlarinin tayininde kullanilan ekstraksiyon,

saflagtirma ve tayin metotlari

Su Ornekleri

Ekstraksiyon Metodu

Saflagtirma Yontemi

Tayin Metodu

Kat1 Faz Ekstraksiyonu

Sivi;StviEkstraksiyonu

Kolon Kromatografi
Ince Tabaka Kromatografi
Kat1 Faz Ekstraksiyonu

HPLC/FLD, HPLC/UV
GC/FID, GC/MS
LC/MS

Yag Ornekleri

Sivi;StviEktraksiyonu
Kafein Kompleksi

Kolon Kromatografi
Ince Tabaka Kromatografi

HPLC/FLD, HPLC/UV
GC/FID, GC/MS

LC/MS

Sabunlastirma Kati Faz Ekstraksiyonu

Yaglarin analizinde en Onemli basamak, yagi c¢ozerek PAH’lari lipitlerden
ayirarak ¢oziicli ortamina alinmasi i¢in gergeklestirilen ektraksiyon islemidir. Bu amag
icin ¢ogu kez sivi-sivi ektraksiyonu, kafein kompleksi olusumu ve sabunlastirma
yontemleri kullanilmaktadir. Her yontem kendine 0zgii avantajlart igerisinde

barmndirmaktadir [9].

Sivi-sivi ektraksiyonda yag ornekleri apolar organik bir ¢oziiciide ¢oziiliir ve
PAH'lar ¢oziiniirliikleri yiikksek olan bir organik ¢oziicii ile ekstrak edilerek ¢ozelti

igerisine alinir.

Kafein kompleksi ile ekstraksiyon metodunda, yag 6rnekleri apolar organik bir
¢oziicide ¢oziilir, elde edilen ¢ozeltiye kafein-formik asit ¢ozeltisi eklenerek PAH'lar
ekstrakte edilir. Kafein kompleksi sulu sodyum kloriir ¢ozeltisi ile, PAH'lar ise
cOziiniirliikleri yiiksek olan bir organik ¢oziicii ile ekstrak edilerek cozelti icerisine

alinir.

Sabunlastirma yonteminde, yag ornekleri bazik metanol igerisinde 60—70 °C de
muamele edilerek yag asitlerinin sabun yapisina gecmeleri saglanir. Karisim
sogutulduktan sonra sabun fazi ayrilir. Geriye kalan metanolik faz uygun bir organik

cOzgen ile ektrakte edilerek ¢ozelti ortamina alinirlar.
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Toksik ve kanserojen etkiye sahip PAH’larin ¢evre, gida ve biyolojik drneklerde
bulunan miktarlari, gaz kromatografisi (GC), yiikksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) ve elektrokinetik kromatografi gibi yiiksek hassasiyetle donatilmis cihazlar ile
tayin edilebilmektedir. PAH’larin gaz kromatografisi ile tayinlerde detektor olarak alev
iyonlagsma detektorii (GC;FID) ya da kiitle spektrometresi (GC;MS) kullanilmaktadir.
HPLC ile tayinlerde ise genelde ultraviyole spektrometresi (HPLC-UV), Floresans
spektrometresi (HPLC-F), fotodiyotarray (PDA) ve kiitle spektrometresi (HPLC-MS)
detektor olarak kullanilmaktadir. PAH’larin HPLC ile tayinlerinde genelde sabit fazin
apolar, hareketli fazin polar oldugu ters faz kromatografi (RP-HPLC) yoOntemi
kullanilmaktadir [16].
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2 SIVI KROMATOGRAFISi

Kromatografi, kompleks karigimlar igerisindeki maddelerin  birbiriyle
karismayan iki faz arasinda farkli dagilma oranlari/fazlara olan ilgileri / fazlardaki farkli
¢ozinirlikleri / adsorpsiyonalar1 / iyonik yiikleri / biyiklik farkliliklar1 gibi
ozelliklerinden yararlanilarak maddelerin ayrilmasi ve sonrasinda tanimlanmasi {izerine
kurulmug ayirma yontemine denmektedir. Fazlardan biri sabit digeri hareketli fazdir.
Sabit faz bir kolon igerisine doldurulmus veya diiz bir zemin {lizerine yayilmis herhangi
bir kati veya kat1 tizerine emdirilmis bir sivi, hareketli faz ise burada sivi olup bir
¢Oziici veya coziiciiler karigimidir. Hareketli faz bir kolon iginde, ya normal
gravitasyon (yer ¢ekimi) kuvvetiyle veya basingla kolondaki sabit faz igerisinden veya
tizerinden belirli bir akis hiziyla gegirilir. Bu gegis esnasinda hareketli faz igerisinde
¢Oziinmiis halde bulunan maddelerle sabit faz icerisinden veya lizerinde gecerken
aralarinda fiziksel ve kimyasal bazi ¢ekim kuvvetlerinden veya ¢oziiniirliikklerinden veya
maddelerin biiyiikliiklerinden dolay1 her madde igin farkli olan etkilesimler meydana
gelecektir. Bundan dolay1 hareketli faz, sabit faz {izerinden gecerken, hareketli faz
igerisinde bulunan maddelerin kolon i¢indeki hizlar1 farkli olur. Sabit fazla arasindaki
cekim kuvveti veya ilgisi en az olan biiyiik molekiiller kolon iginde hizli hareket ederek
kolondan en 6nce ¢ikarken, tersi durumlarda yavas hareket ederek kolondan daha geg
cikarlar [20].

2.1 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC’de hareketli faz bir sividir ve ayirimlarda, maddelerin sabit faz ile
hareketli faz arasindaki farkli dagilim oranlarina gore yapilmaktadir. Gliiniimiizde, ticari
olarak farkli firmalara tarafindan iiretilen HPLC cihazi ve kolonlar1 bulmak
miimkiindiir. Hareketli fazin sabit faz tizerinden belli bir akis hizinda gegebilmesi i¢in
pompa sistemlerine ihtiya¢ vardir. Genel olarak pompalar 0.1-10 mL/dak akis hizina
sahip olup 1200 atm’lik yiiksek basinglara kadar ¢ikabilmektedirler. HPLC, tiim ayirma
yontemleri igerisinde en yaygin olarak tercih edilenidir. Bunun baglica nedenleri;
duyarliligi, dogrulugu, tekrarlanabilirligin yiliksek olmasi, ugucu olmayan tiirlerin ya da
sicakta hizli bir sekilde bozunabilen maddelerin ayrilmasina uygun olmasi,pek ¢ok
bilim alaninin ve sanayinin ilgisini ¢geken maddelerin kantitatif ¢oziimlerine basit ve
genis bir bigimde uygulanabilir olmasidir [21]. Sekil 2.1. gradiyent ve izokritik

ayirmada kullanilabilecek ticari bir HPLC cihazinin sematik gosterimi verilmistir.
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Sekil 2.1. HPLC cihazinin sematik gosterimi [20]

2.1.1 Hareketli Faz Se¢imi

HPLC’de hareketli faz se¢imi maddelerin ayirimlarinin istenilen ayirma giiciinde
olmasi i¢in ¢ok Onemlidir. Hareketli faz se¢iminde, kaynama noktasi, viskozite, UV
gecirgenlik, kirilma indisi, saflik, 6rnek ¢6zelti bilesenlerine karsi inertlik, korozyon
direnci, toksisite ve fiyat gibi degisik ozellikler géz Oniine bulundurulmaktadir. Bu
ozellikler yaninda genel olarak hareketli faz se¢iminde en 6nemli nokta hareketli fazin
kullanilan detektére uygun olmasidir, yani detektore aktif olmalidir. Aksi durumda,
diigiik hassasiyet, diisiik duyarlik, yiksek zemin sinyali ve kromatogram iizerinde

beklenmeyen pikler goriilebilir [19]

HPLC’de hareketli faz olarak kullanilan bir veya birden fazla c¢oziiciiniin
karistirilmasiyla olusturulan hareketli fazin bilesimi sabit ve analiz siiresince de
degistirilmiyorsa yani analiz siiresince hareketli faz polaritesinde herhangi bir degisim
olmadan yapilan ayirma islemine izokritik ayirma veya izokritik eliisyon denir.
Hareketli faz bilesimi iki veya daha fazla farkli ¢oziicii kullanilarak analiz siiresince
belli bir programa bagl olarak degistiriliyor yani hareketli faz polaritesi analiz siiresince
degistiriliyorsa yapilan ayirima gradiyent ayirma veya gradiyent eliisyon olarak
adlandirtlir. Her iki ellisyon yonteminin de avantaj ve dezavantajlari vardir. Duruma

gore izokritik veya gradiyent ellisyon analizci tarafindan secilir. Yalmiz HPLC’de
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gradiyent eliisyon maddelerin ayirma kapasitesi lizerinde daha etkili oldugu akildan
¢ikartilmamalidir. [20].

2.1.2 Enjektor

HPLC metodunda hareketli faz bir pompa yardimiyla pompalandig1 ve kolonun
dolgu maddesinden dolay1 aymrimlar yliksek basing alintinda gergeklestirilmektedir.
Dolasiyla numunenin tekrarlanabilir bir sekilde ve basingta herhangi bir degisim
olmadan hareketli faz igerisine izin verecek enjeksiyon sistemi kullanilmak zorundadir.
Bu amag icin ticari olarak iiretilen alt1 yollu enjeksiyon valfi kullanilmaktadir (Sekil
2.2.). Enjeksiyon valfinin 6rnegi her zaman tekrarlanabilir bir hacimde enjeksiyon
yapak i¢in yiikkleme ve sonrasinda da 6rnegi kolona gondermek igin enjeksiyon olarak
iki konumu bulunmaktadir. Yiikleme konumunda 6rnek diisiik basing altinda loop diye
adlandirilan ve hacmi sabit olan 6rnek sarmali icerisine bir enjektdr yardimiyla 4-1-6
yolundan doldurulur. Loop hacmi sabit oldugundan enjektérden doldurulan 6rnegin
fazlas1 6 yolundan disar aktarilir. Bu konumda hareketli faz 2 ve 3 yolunu kullanarak
yiksek basing altinda kolona gitmektedir. Enjeksiyon konumunda valf bir adim
dondiiriilerek hareketli faz ylikleme adiminda sarmal igerisine doldurulan 6rnegin kolon
icerisine stiriiklemesi i¢in 2-1-4-3 yollar1 yardimiyla hareket ettirilir. Bu sekilde
enjeksiyon adiminda kolon basincinda herhangi bir degisim olmaz. Enjeksiyon manuel
veya otomatik olarak gergeklestirilebilir. Manuel de valfin hareketi analizci tarafinda
gerceklestirilmektedir. Otomatik sistemde valf hareketi bilgisayar kontrollii bir sistem
tarafindan  yapilmaktadir. Genel olarak otomatik enjeksiyon  sistemlerinin

tekrarlanabilirlik bakimindan daha iistiin oldugu bilinmektedir.

akig yonu akig yonu
G . A -
"( - U /enjektor baglanti portu
pompa \ akig yond  pompa akig yonud
N ~ % » -
2 {_n  enjektor baglanti portu
3 4 ————
i PO S
kolon kolon
pozisyon A (yikleme) pozisyon B (injeksiyon)

Sekil 2.2. Alt1 Yollu enjesiyon valfi i¢in yiikkleme ve enjeksiyon konumlari
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2.1.3 Kolon

Kompleks karisimlardaki maddelerin istenilen ayirma giiciinde ayrilmasinda en
biiyiik pay ve HPLC metodunun en 6nemli pargasi olan kolonlar 30-300 mm uzunlukta,
1-4.6 mm capinda, 1.9-10 um tanecik boyutuna sahip olabilirler. Gliniimiize kadar en
¢ok tercih edilen HPLC kolonu 4.6 mm ¢ap, 250 mm boy ve 5 pum tanecik boyutlu
kolonlardir. Bu tiir kolonlarla 40000;60000 plaka/m ulasilabilmektedir. Kolonlarin
boylariin artis1, 6rnek bilesenlerinin ayiriminin daha iyi olmasini saglamasina karsin,
analiz siliresinin uzamasina, hareketli faz miktarinin ve pik genisliklerinin artmasina

sebebiyet vermektedir [20].

UHPLC sistemlerinin varligi daha kisa, dar ve kiigiik tanecik boyutuna sahip
mikro-kolonlarin kullanimi 6n plana ¢ikmaktir. Her bir parametre (kolon uzunlugu, ¢api
ve tanecik boyutu) teorik plaka sayisi iizerinde etkilidir. Kolon ve tanecik boyutlar
yapilan analize ve eldeki cihaza gore se¢ilmektedir. Bu mikro-kolonlar ile ¢ok az
miktarda ¢oziicii ile hizli bir sekilde ayirma yapabilmektedir. Coziicliler kullanildiktan
sonra atildig1 i¢in mikro-kolon kullanimi ¢ok énemli bir iistiinliiktiir. 15 saniye gibi ¢ok

kisa bir zamanda sekiz farkli madde birbirinden ayrilabilmektedir [22].

2.1.3.1 Kolon Dolgu Maddeleri

HPLC kolonlarin ayirim giicii ve performansi yapildigi materyalden ziyade,
kolon dolgu malzemenin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine baglidir. Temel olarak dolgu
malzemesi silanol gruplarini ihtiva eden ana kemik yapi iizerine farkli fonksiyonel
gruplarin baglanmasiyla olusturulmaktadir. Fonksiyonel gruplarin farkli olmasi ve buna
bagl olarak polaritelerinin de farkli olmasindan dolayr HPLC’de farkli polariteye sahip
¢ok cesitli kolon kullanmak miimkiindiir. Bu fonksiyonel gruplar Cig (ODS), Csg, CsHs,
CN, NHo, diol, NO, gruplari olabilir. Segilecek analitik kolon, kullanilacak hareketli fazin
ve uygulanacak HPLC metodunun oOzelliklerine ve en Onemlisi analizi yapilacak

maddelerin 6zelliklerine gore se¢ilmelidir. [20].

2.1.3.2 Normal Faz Kromatografisi

Normal faz sivi kromatografisinde sabit faz yani kolon dolgu malzemesi polar
(silika veya polimer yap1 {lizerine baglanmis Diol, glikol, CN, NO: veya NH:
fonksiyonel gruplu dolgu maddeleri) yapiya sahip olup, hareketli faz apolar ya da kolon
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dolgu malzemesinden diisiik polariteye sahip (etileter, kloroform, hekzan vb.) ¢oziiciiler

ve karisimlarini igermektedir.

Normal faz sivi koromatografisinde diisiik polariteye sahip maddeler kolondan
ilk ¢ikar. Benzer ozelliklere sahip maddelerin birbiri i¢inde dagilma 6zelligi yiiksek
oldugu icin diislik polariteye sahip maddeler hareketli fazda ¢ok iyi ¢oziiniir ve kolon
dolgu malzemesi ile etkilesimi diisiik oldugunda kolonda kisa siireli tutularak kolondan
ilk once ¢ikar. Bu durumda, hareketli faz polaritesinin degistirilmesi ile alikonma
zamant lzerinde oynanabilir. Alikonma zamanmi kisaltmak i¢in hareketli fazin
polaritesi azaltilirken, alikonma zamanini arttirmak i¢in hareketli fazin polaritesi

artirtlabilir [20].

2.1.3.3 Ters Faz Kromatografisi

Ters faz sivi kromatografisinde, sabit faz yani kolon dolgu malzemesi apolar
(silika veya polimer yapi iizerine baglanmis Cs, Cs, Cis, CsHs, NH2 gruplu dolgu
maddeleri) yapiya sahip olup, hareketli faz polar (metanol, etanol, asetonitril,
tetrahidrofuran gibi polar organik c¢oziiciiler ve su veya tamponlanmis, pH ayari

yapilmis karigimlart) ¢oziiciiler igerir.

Ters faz sivi kromatografisinde yiiksek polariteye sahip maddeler kolondan ilk
cikar. Benzer Ozelliklere sahip maddelerin birbiri i¢cinde dagilma 6zelligi oldugu i¢in
yiiksek polariteye sahip maddeler hareketli fazda cok iyi ¢Oziiniir ve kolon dolgu
malzemesi ile etkilesimi diisiik oldugunda kolonda kisa siireli tutularak kolondan ilk
once ¢ikar. Bu durumda, hareketli faz polaritesinin degistirilmesi ile alikonma zamani
lizerinde oynanabilir. Alikonma zamanmi kisaltmak icin hareketli fazin polaritesi

azaltilirken, alikonma zamanini arttirmak igin hareketli fazin polaritesi artirtlabilir [20].

2.1.3.4 Kolonlarin Depolanmasi

HPLC kolonlarin Omriiniin uzatilmasi ve performanslarimin ilk gilinkii gibi
devam ettirilebilmesi i¢in kullanilmadiklar1 zamanlarda bazi kiicilik tedbirlerin alinmasi
onemli olmaktadir. Alinacak bu tedbirler kolonlarin depolama siirelerine gore

degisebilir, baz1 tedbirler asagida verilmistir.
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e Kisa siireli (bir giin veya gecelik) depolamalarda kolon igerisinden kullanilan
hareketli fazin belli bir siire gecirilmesi (kolon temizleninceye kadar) uygun
olacaktir.

e Orta siireli (2;7 giin aras1) depolamalarda kolonu, bakteri tiremesini engellemek
icin, tamponsuz hareketli faz ile yitkanmasi uygun olacaktir.

e Uzun siireli (7 glnden fazla) depolamalarda, kolon dolgu maddelerini,
ligandlarin olas1 bir hidrolizini minimum diizeyde tutmak i¢in, % 100 metanol

veya asetonitril ¢ézeltisi yikanmasi uygun olacaktir.

Tampon tuzlar1 organik ¢oziiciiler i¢cinde ¢okelerek kolonlar1 ve kilcal borular
tikayacaklarinda, her {i¢ durumda da kolonlar1 yitkamadan once, sulu ve organik ¢6ziicii

igeren tampon ¢ozeltileri kolon i¢inden temizlenmelidir [20].

2.1.4 Detektorler

HPLC sistemlerinde en 6nemli bilesenlerden biri detektordiir. Kromatografik
yontemle ayrilan herhangi bir maddeye iliskin anlamli bir sonug {iretebilmesi icin
kalitatif ve kantitatif yonden degerlendirilmesi gerekir. Bir detektoriin islevi 6rnegin
derisimi ile orantili olacak sekilde elektrik sinyali iiretmektir. ideal bir detektor, yaygin
olarak kullanilan ¢oziiciiler i¢in ya ¢ok az ya da hi¢ sinyal iiretmemelidir. Fakat
uygulamalarda boyle bir detektorle karsilasmak giictiir. Bu nedenle hareketli fazda ve
kromatografik sinirlar i¢inde se¢imlilik ve duyarlik agisindan en iyi saptanabilen bolge
secilmelidir. Ekstra bant genislemesini en aza indirmek i¢in detektor hiicresinin hacmi

miimkiin oldugu kadar kii¢iik tutulur.

HPLC’de genel ve 6zel amagh olmak iizere iki tip detektdr kullanilir. Genel
amagch detektorler, hareketli fazin kirma indisini, dielektrik sabitini, yogunlugunu 6lgen
detektorlerdir. Bu 6zellikler ¢oziinenin konsantrasyonuna ve tiiriine bagli olarak degisir.
Buna karsilik 6zel amagh detektorler, bir maddenin UV absorpsiyonunu, floresansini,
difiizlenme akimini, kiitlesini Olger. HPLC’de kullanilan detektorler Tablo 2.1°de

ozellikleriyle beraber verilmistir [20].
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Tablo 2.1. HPLC detektorlerin bazi performans 6zellikleri

HPLC Kiitle LOD Dogrusal Arahk
Ticari Detektorler o
Detektorii (tipik) (10x)

Absorbans Var 10 pg 3-4
Floresans Var 10 fg 5
Elektrokimyasal Var 100 pg 4-5
Kirma indisi Var 1ng 3
Iletkenlik Var 100 pg-1ng 5
Kiitle Var

<1pg 5
spektrometre
FT;IR Var 1 png 3
Isik sagma Var 1 pg 5

2.2 Kromatografinin Uygulamalar
Kromatografik yontemler kompleks karisim igerisinde yer alan kimyasal 6zellik
olarak Dbirbirlerine yakin bilesenlerin ayristirllmasinda, kalitatif ve Kkantitatif

analizlerinde 6nemli 6l¢iide kullanilmaktadir.

2.2.1 Kalitatif Analiz

Kromatografik yontemlerde kalitatif analizler alikonma zamanlar1 {izerine
kurulmustur. Kalitatif analiz gergeklestirilirken, 1yi bir standart karisim hazirlayip
kromatografik sisteme vererek bu standartlarin her birine ait alikonma zamanlar
bulunup daha sonra 6rnek i¢in elde edilen kromatogram {iizerindeki piklerin alikonma
zamanlar1 ile karsilastirma yapilir. Standart ve Ornek analiz esnasinda tiim
kromatografik kosullarin (kolon, detektor, akis hizi vb.) aym tutulmasi Onemlidir.
Ancak bu durumda kromatografik olarak kalitatif tayin gerceklestirilmesi miimkiin olur.
Bu sonuglar diger spektroskopik yontemlerle desteklenebilir.  Gliniimiizde
kromatografik yontemler spektroskopik yontemlerle birlestirilerek uygulanmakta ve

boylece kalitatif analizde daha giivenilir sonuglar elde edilebilmektedir [20].

2.2.2 Kantitatif Analiz
Kantitatif analiz, yapilan maddenin pik yiiksekliginin veya pik alaniin bir veya

birkag standardin yiikseklikleri veya pik alanlariyla kiyaslanmasina dayanir. [20].
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2.2.2.1 Pik Yiiksekligine Dayah Analizler

Bir kromatografi pikinin yiiksekligi, pikin her iki tarafindaki taban ¢izgilerinin
diiz bir ¢izgi ile birlestirilmesi ve bu ¢izgiden pik tepesine dikey mesafesinin dlgiilmesi
ile elde edilir. Bu ol¢im genellikle yiiksek kesinlikle yapilabilmektedir. Bununla
birlikte pik yiiksekliklerinin pik genislikleriyle ters orantili olduguna dikkat etmek
gerekir. Bu nedenle pik yiiksekliklerini kullanarak dogru sonuglar ancak kolon
kosullarindaki degisikliklerin numunenin ve standartlarin kromatogramlarini elde etmek
icin gerekli olan siirede pik genisliklerini degistirmedigi durumda elde edilir. Yakindan
kontrol edilmesi gereken degiskenler kolon sicakligi, eluent akis hizi ve numune
enjeksiyon hizidir. Ayrica kolonun asir1 yiiklenmemesine de dikkat edilmelidir.
Numune enjeksiyon hizi 6zellikle kromatogramin ilk pikleri i¢cin 6nemlidir. Bu sebepten

dolay1 siringa ile yapilan enjeksiyonlarda %5-10 bagil hata normaldir [20].

2.2.2.2 Pik Alanina Dayali Analizler

Pik alanlari, pik yliksekligine dayali analizlerde s6z konusu olan degiskenlere
bagli olan bant genislemesi etkilerinden bagimsizdir. Bu bakis agisina gore, alanlar pik
yiiksekliklerine gore daha iyi bir analitik degiskendir. Diger yonden pik ytikseklikleri
daha kolay 6l¢iiliir ve dar pikler igin daha dogru bir sekilde tayin edilebilir [20].

2.2.2.3 Kalibrasyon ve Standartlar

Kromatografik yontemlerde, kantitatif analizler i¢in en dolaysiz yontem,
bilinmeyenin bilesimine benzeyen bir seri standart ¢ozelti hazirlanmasini igerir. Bundan
sonra standartlarin kromatogramlar1 alinir ve pik yiiksekleri veya alanlar1 derisimin bir
fonksiyonu olarak grafige gecirilir. Kantitatif analiz yapilabilmesi icin c¢alisilan
konsantrasyon araliginda elde edilen grafik dogrusal olmalidir. En yiiksek dogruluk i¢in
sik sik yeniden kalibrasyon yapilmasi gereklidir. Bu yontemde en yiiksek hata kaynagi,

genellikle numune hacmindeki belirsizlik ve bazen de enjeksiyon hizidir.

2.2.2.4 1I¢ Standart Yontemi

En kesin kromatografik kantitatif degerler, i¢ standart kullanilmak suretiyle elde
edilir. Bu metotta kullanilan ¢oziiciilerde ¢cokca ¢oziinen ve analitin kimyasal yapisina
benzerlik gdsteren bir madde i¢ standart olarak segilir ve bilinen bir miktar1 numune

icerisine ilave edilir. Analitin pik alan1 veya yiiksekliginin, i¢ standardin pik
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yiiksekligine veya alanina oram1 bir analitik parametre olarak kullanilir ve
konsantrasyon bu oran iizerinden hesaplanir. Bu metottan iyi sonug¢ alabilmek icin i¢
standardin pikinin, numunede bulunan diger maddelerin piklerinden iyi ayrilmis (Rs>
1,25) ve analitin pikine ¢ok yakin olmasi gerekir. Uygun bir i¢ standart kullanilarak
kesinligi %1 den daha diisiik bagil hatayla tayinler yapmak miimkiindiir [20].
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3 MATERYAL VE METOT
3.1 Cihaz

Deneylerde, Perkin Elmer Series 200 marka HPLC cihazi kullanilmistir. Cihaz;
C18 (oktadekilsilan 4,6mm x 250mm) kolon, Perkin Elmer Series 200 marka UV;Vis
dedektor, Perkin Elmer Series 200 izokritik akis pompasi, 77251 Rheodyne enjektor ve
50 pL'lik loop ile donanimlidir.

Sekil 3.1. Deneysel ¢alismalarda kullanilan HPLC-UV sistemi

3.2 Kullanilan Materyaller

Deneylerde kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup; Supelco marka SS TCL
Polynuclear Aromatic Hydrocarbons Mix (Sekil 3.2), phenanthrene, pyrene,
benzo[a]anthracene, benzo[a]pyrene sigma aldrich marka, asetonitril, hekzan,
diklorometan Merck marka ¢6ziiciiler kullanilmistir. Ultra saf kendi laboratuvarimizda

Milipor Elix 5 cihazindan tiretilmistir.
Su ornekleri piyasada satilan igme suyundan, laboratuvarda bulunan ¢esmeden

ve ¢evrede bulunan nehirden temin edilmistir. Yag 6rnegi olarak kullanilan sivi yag ve

zeytinyagi rastgele marketten satin alinmistir.
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Sekil 3.2.Tez kapsaminda tayin edilen poliaromatik hidrokarbonlarin kimyasal yapilari
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3.3 Cozeltilerin Hazirlanmasi

[Ik optimizasyon ¢alismalarinda kullanilan PAHs (Fenantren, Piren,
Benzo[a]antrasen ve Benzo[a]piren) 1000 pg/L'lik ana stok ¢o6zeltileri asetonitril
icerisinde hazirlanmis olup, ¢alisma ¢ozeltileri bu ana stok ¢ozeltisinden ¢ikilarak 12,5-

1000 pg/L konsantrasyon araliginda asetonitril igerisinde hazirlandi.

On alt1 PAH ticari olarak satin alinan ve her bir PAH konsantrasyonu 2000 pg/L
olan PAH mix c¢ozeltisinden hazirlanmistir. Calisma standartlart 10-1000 pg/L
konsantrason araliginda bu ana stok ve hazirlanan ara stok (200 ug/L) ¢ozeltilerinden

cikilarak asetonitril i¢erisinde hazirlanmistir.

3.4 Poliaromatik Hidrokarbonlarin Ekstraksiyonu ve HPLC-UV Metodu ile

Tayinleri

Mevcut calismanin amaci, insan sagligi acisindan kanserojen olan ve ayrica
cevresel kirletici olarak kabul edilen PAH’larin bitkisel yaglardan ve g¢evresel su
orneklerinden (igilebilir ve atik sularda) rutin analizlerde kullanilabilecek hizli, basit ve
etkili bir sekilde ekstraksiyonlar1 i¢in yeni prosediirii olusturmak ve bunu takiben
HPLC-UV sistemini optimize ederek yag ve gevresel su Orneklerinde kalitatif ve
kantitatif tayinlerini gergeklestirmektir. Calismada PAH’lar iki kisimda incelenmistir.
Birinci kissmda PAH4 model olarak se¢ilmis ve optimizasyon islemleri bu PAHj4 i¢in
gerceklestirilmistir. Sonrasinda PAH3 i¢in elde edilen sartlarda PAH1e ektraksiyonu ve

tayinleri gegeklestirilmeye calisilmigtir.

3.4.1 Orneklerin Ekstraksiyonu
3.4.1.1 Su Orneklerinin Ekstraksiyonu

Su orneklerinde olast PAH’lar sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile direk olarak
diklorametan (DCM) ¢oziiciisii igerisine ¢ekilir. Bu amag i¢in 50 mL’lik su 6rnekleri 10
mL’lik DCM ile ii¢ kez ekstrakt edilir ve ekstraktlar birlestirilerek DCM’nin tamami
rotary ile kuruluga kadar ugurulur. Kalinti 1 mL’lik hareketli fazda ¢6ziilerek HPLC
sistemine enjekte edilir. DCM’in rotary ile uzaklastirllmast esnasinda PAH
miktarlarinda herhangi kaybin olup olmadigt 30 mL saf DCM igerisine bilinen

konsantrasyonda PAH c¢ozeltisinin spike edilmesi ve sonrasinda yukaridaki islemler

23



yapilarak elde edilmistir. Orneklerin asir1 miktarda kirli olmas: durumunda kalinti SPE

kartusundan gecirilmesi diisiiniilmiistiir.

Stvi-sivi ektraksiyon yonteminin verim hesaplamasi, saf su ortamina bilinen
konsantrasyonda PAH’larin spike edilip ekstraksiyon prosediiriiniin uygulanmasi ile

elde edilmistir. Prosediire ilk olarak PAH4 sonrasinda PAH16 i¢in uygulanmustir.

3.4.1.2 Yag Orneklerinin Ekstraksiyonu

Yag ornekleri ekstraksiyonlari i¢cin 5 mL yag 6rnegi 10 ml n-hekzan ile ¢oziiliir.
Daha sonra yag hekzan karisim 3 x 10 mL ACN ile ekstraksiyon yapilir ve ayrilan ACN
fazlan birlestirilir. Rotaryde 40°C'de evapore edilir. Evaporasyon islemi kuruluga kadar
yapilir ve elde edilen kalint1 1 mL mobil faz ile ¢6ziilir ve HPLC sistemine enjekte
edilir. Sivi-sivi ektraksiyon yonteminin verim hesaplamasi, yag ortamina bilinen
konsantrasyonda PAH’larin spike edilip ekstraksiyon prosediiriiniin uygulanmasi ile

elde edilmistir. Prosediire ilk olarak PAH4 sonrasinda PAH36 i¢in uygulanmistir.

3.4.2 PAH’larin HPLC-UV ile Tayinleri

Yag ve su orneklerinin analizinde kullanilan yontem ters faz sivi kromatografisi
yontemi olup, kromatografik ayirimlar asetonitril/su igeren hareketli faz ile C18 kolonda
gerceklestirilmistir.  HPLC-UV analizlerinde optimizasyon parametreleri olarak,
hareketli fazin bilesimi, akis hizi ve kolon gibi parametreler optimize edilmistir.
Tayinler PAHs ve PAH36 olarak iki gergeklestirilmistir. Olusturulan optimum satlarda
yontemin her bir PAH serisi i¢in yontemin dogrusalligi, dogrulugu, tekrarlanabilirligi

gibi istatiksel ¢aligmalar yapilmistir.
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4 SONUCLAR VE TARTISMA
4.1 Standartlarm HPLC-UV Metoduyla Tayinleri
4.1.1 PAH4iin HPLC-UV Tayinleri

PAH’larin HPLC-UV tayinlerinde optimizasyon parametreleri olarak, hareketli
faz bilesimi, akig hiz1 ve kolon gibi parametreler optimize edilmistir. HPLC-UV sistemi
ile tayinlerde baslangigta, model olarak segilen dért PAH (Phen, Pyr, B[a]Ant, B[a]P )
i¢cin 1yl bir zaman araliginda en iyi ayirim CI18 kolon ve 1.5 mL/dak akis hizinda ve
%80 asetonitril ve %20 su hareketli faz bilesiminde olup pik okumalarinin 254 nm
dalga boyunda elde edilmistir. Bu sartlarda segilen PAH4igin alikonma zamanlar1 5.83—
16.09 dakika arasinda degismektedir (Sekil 4.1).

B[a]JANT

e PYR B[a]P
PHEN

Sekil 4.1. Optimum sartlarda PAH4 standartlarina ait HPLC-UV kromatogrami.

Olusturulan optimum sartlarda sistemin dogrusalliginin tayini i¢in karisimdaki
PAH, standartlarinin konsantrasyon araligi 12.5-1000 pg/L arasinda hazirlanmistir. Bu
konsantrasyon araliginda hazirlanan standartlar HPLC-UV sistemine enjekte edildi ve
elde edilen pik alanlar1 konsantrasyonun bir fonksiyonu olarak grafige gecirilerek
kalibrasyon grafigi olusturuldu (Sekil4.2). Calisilan konsantrasyon araliginda HPLC-
UV sisteminin dogrusalliginin oldukea yiiksek oldugu grafiklere ait dogrusal korelasyon
katsayilar1 (R?) degerlerinden anlagilmaktir. Optimum sartlarda HPLC-UV sistemi 5000
ng/L’ye kadar dogrusallik gostermektedir.
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Sekil 4.2. PAH; icin HPLC-UV yonteme iligkin kalibrasyon grafikleri

HPLC-UV yonteminin tekrarlanabilirligi icin PAH4 standartlarin1 igeren 200
pg/L konsantrasyondaki c¢ozelti 10 kez sisteme enjekte edilmis ve sistemin
tekrarlanabilirligi, maddelerin alikonma ve her bir madde igin elde edilen pik alanlarina
gore hesaplanmistir. Alikonma zamani i¢in hesaplanan bagil standart sapma %0.05ten,
pik alanlar1 i¢in bagil standart sapma %1°den kiiciik hesaplanmistir. Bu sonuglar her iki

ozellik i¢in sistemin tekrarlanabilirliginin iyi oldugunu gostermektedir.

Sistemin dogrulugu, bilinen konsantrasyondaki PAHs ¢ozeltisinin HPLC-UV
sistemine 10 kez enjekte edilmesi ve pik alanlar1 kullanilarak daha 6nce olusturulan
kalibrasyon egrilerinden elde edilen denklemlerden hesaplanmistir. Her bir PAH i¢in
hesaplanan bagil hata degerleri Tablo 4.1 de verilmistir. Model olarak ¢alisilan PAH’lar
icin bagil hata degerleri oldukga kiiclik ¢cikmistir. Bu degerler sistemin dogrulugunun

oldukca iyi oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.1. PAH4 i¢in HPLC/UV metodunun dogruluguna ait veriler

Standartlar Gergek kons, Hesaplanan kons, Bagil hata,
(ng/L) (ng/L) (%)

1. Phenanthrene 100 98.09 1.91

2. Pyrene 200 198.29 0.85

3. Benzo[a]antracane 200 197.22 1.39

4. Benzo[a]pyrene 200 197.42 1.29
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4.1.2 PAH1'nin HPLC-UV Tayinleri

PAH; i¢in olusturulan optimum sartlar PAH16 serisi iginde uygulanmistir. Fakat
elde edilen kromatogramdan, bazi piklerde oOrtiisme ve yeni eklenen PAH’larin
alikonma zamanlar1 genel olarak kabul edilebilir alikonma zamanlarindan biraz uzun
oldugu goriilmiistir. Bu nedenle parametrelerde bazi degisiklikler yapilmistir. En
onemli degisiklik hareketli faz bilesimi ve hareketli faz akis hizinda yapilmistir.
PAHis’in HPLC’de ayirmak icin ii¢ asamali gradiyet hareketli faz bilesimi ve 1-1.5
mL/dak akis hizi kullanilmistir. Detektér dalga boyu aymi sekilde 254 nm olarak

ayarlanmistir. Kullanilan ti¢ asamali gradiyent metot bilgileri Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. PAHse tayinleri icin HPLC-UV analizlerinde kullanilan hareketli faz bilesimi

ve akis hizlari.

Metot Zaman Hareketli faz akis hiz Hareketli faz bilesimi
Adimlan (dak) (mL/dk) (SU/ACN v:v)
1 0-5 1,00 10/90
2 5-15 1,50 0/100
3 15-20 1,00 10/90

Tablodan da anlasildigi gibi PAH16’nin ayirimi 5 dak 10/90 su/ACN (v/v), 10
dak 0/100 su/ACN (v/v) ve 5 dak 10/90 su/ACN (v/v) hareketli faz bilesiminde elde
edilmistir. Optimum sartlarda PAH1e'larin alikonma siiresi 3-21 dak arasinda olup pikler
keskin, simetrik ve birbirinden iyi derecede ayrilmig bir sekilde elde edilmistir (Sekil

4.3). Kromatogram tizerindeki piklerin siralamasi Tablo 4.3 te verilmistir.

Tablo 4.3. Optimum sartlarda PAHjs tiirlerinin HPLC-UV tayinlerinde elde edilen
kromatogramdaki siralamalari

1. Pik, Nph 6. Pik,Ant 11. Pik,B[b]F

2. Pik, Aph 7. Pik,Flt 12. Pik, B[K]F

3. Pik, Ace 8. Pik,Pyr 13. Pik, B[a]P

4. Pik,FlIr 9. Pik, B[a]A 14. Pik,B[ghi]Per

5. Pik, Phe 10. Pik,Chr 15. Pik, DB[ah]A
16. Pik,Ipyr
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Sekil 4.3. Optimum sartlarda PAH1¢ Standartlarina ait HPLC-UV kromatogrami.

PAH36 igin olusturulan optimum sartlarda HPLC-UV yonteminin dogrusalliginin
tayini genis bir konsantrasyon (25-1000ug/L) araliginda on ii¢ farkli konsantrasyon
kullanilmis ve her bir PAH igin elde edilen pik alanlar1 konsantrasyonun bir fonksiyonu
olarak grafige gecilerek kalibrasyon grafikleriyle elde edilmistir. Tablo 4.4 kalibrasyon
egrilerini olusturulmasinda kullanilan her bir PAH igin ii¢ enjeksiyon sonunda elde
edilen piklerin pik alanlarinin ortalama verilerini igermektedir. Sekil 4.4. PAH16’nin her
birine ait kalibrasyon egrilerini gostermektedir.

Tablo 4.4. PAH36 Standartlarina ait piklerin ortalama pik alanlar

1.pik 2.pik 3.pik 4.pik 5.pik 6.pik 7.pik 8.pik

Coz. no | Konst. Nph Aph Ace Flr Phe Ant Flt Pyr
¢6z.1 10 6659 0 0 4639 4183 2421 1843 2190
¢6z.2 25 16386 | 1681 0 11671 | 9852 4552 4140 5181
¢6z.3 50 31424 | 2509 821 17570 |17541 | 8795 7561 9339
¢6z.4 100 63887 |5081 1670 35465 | 35546 | 17837 |15479 |21471

¢0z.5 200 127942 10178 | 3326 71494 | 70178 34850 |32573 |37108

¢0z.6 300 190912 | 15977 |5620 105649 | 106397 |53381 [48968 |53579

¢0z.7 400 239495 | 22158 | 6386 150918 | 149247 | 74765 |64043 |82007

¢0z.8 500 282466 | 28372 |9542 185663 | 184591 |91707 |85794 |96772

¢0z.9 600 382914 30309 |9951 211971 | 209950 |102552 |98460 |110527

¢6z.10 | 700 432333 |39194 12603 |252815 |248436 |120415 |109113 |128720
¢oz.11 | 800 504755 |43680 14532 | 277177 | 278573 |130515 |125776 |142482
¢6z.12 | 900 543409 |47185 17011 |302136 |295753 |139475 |137420 |154896

¢6z.13 | 1000 618389 |50821 |16988 |344425 |338985 |158400 |157806 |178351
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9.pik | 10.pik | 1l.pik | 12.pik | 13.pik | 14pik | 15.pik | 16.pik
Coz.no | Konst. B[a]A Chr B[b]F | BIK]F B[a]P | B[ghi]Per | DB[ah]A | Ipyr
¢6z.1 10 3251 7817 3818 2198 3895 1599 1694 2228
¢6z.2 25 7899 17466 | 8212 3359 9081 3104 3462 4913
¢6z.3 50 14524 | 32670 |13697 | 7606 16844 | 5365 6388 8004
coz.4 100 28418 | 64144 29050 16280 33924 10708 |12931 |16450
¢6z.5 200 57264 |127160 |58387 |30022 |68639 |22422 |26709 |33904
¢6z.6 300 85580 192010 |88907 |45016 |104261 |33388 |40025 |49766
¢6z.7 400 120977 | 269801 |124407 |64813 |146192 |46078 |55729 |69633
¢6z.8 500 151137 | 338021 |[153703 |79639 |180426 |57152 |68824 |87016
¢6z.9 600 172208 | 387608 |178641 |92426 |202130 |66125 |79541 |99418
¢6z.10 | 700 203029 |454560 |210082 |107208 |246021 |77915 |93737 |116868
¢oz.11 |800 222906 |499144 |230365 |118491 |267965 |86233 |103042 |128930
¢6z.12 900 241993 |541420 | 250086 |128263 |284092 |[92750 |110938 |139594
¢6z.13 1000 278990 |621923 |286514 |146686 |330893 |105448 |127155 |159909
1. PIK(Naphthalene)
700
600 y =0,6147x + 0,6016
R2=0,9978
“. 500
—
% 400
s
= 300
=
< 200
=
A~ 100
O T T T T 1
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2. PiK (Acenaphthylene)
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3. PiK (Acenaphthene)
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Pik alanlari x 103
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5. PIK (Phenanthrene)
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6. PIK (Anthracene)
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7.PIK (Fluoranthene)
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8. PIK (Pyrene)
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9. PIK (Benzo[a]anthracene)
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10. PiK (Chrysene)
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11. PiK (Benzo[b]fluoranthene)
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12. PIK (Benzo[k]fluoranthene)
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13. PiK (Benzo[a]pyrene)
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14. PIK (Dibenzo[a,h]anthracene)
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15. PiK (Benzo[g,h,i]perylene)
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16. PiK (indeno[1,2,3-cd]pyrene)
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Sekil 4.4. PAH316 icin HPLC-UV yonteme iliskin kalibrasyon grafikleri
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Kalibrasyon grafiklerinin R? degerlerine bakilarak segilen calisma araliginda,
HPLC-UV yontemin dogrusalliginin genis bir konsantrasyon aralifinda oldukca iyi

oldugu goriilmektedir.

HPLC-UV yonteminin pik alanlar1 ve alikkonma zamanlar1 bakimindan
tekrarlanabilirliginin tayini PAH1e Standardinin optimum sartlarda 5 kez sisteme enjekte
edilmesi ile elde edilen verilerle gergeklestirilmistir. Her iki durumda da verilerin
degerlendirilmesi tekrarlanabilirligin Ol¢ilisii olan SD ve RSD degenlerine gore

yapilmustir.
Pik alanlar1 bakimindan HPLC-UV ydnteminin tekrarlanabilirligi genel olarak

yiiksek olup bagil standart sapma ¢ogunlukla %2.5’in {izerine ¢ikmamis sadece {i¢ tiir
i¢in bu degerin lizerine ¢ikmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. PAHs igin pik alanlar1 bakimindan tekrarlanabilirlik verileri

Pik Alam Ortalama Standart Bagil
Pik Alam Sapma, Standart
Sapma (%)

1. PIK 278172; 283814; 286679; 283786 3374 1,19
Nph 284131, 286136
2. PIK 29757, 27435; 27281 28158 1387 4,93
Aph
3. PIK 8076; 9514; 9291 8960 774 8,64
Ace
4. PIK 184117; 192108; 189174 3258 1,72
Fir 191083;90800; 18776
5. PIK 183805; 190048; 187371, 187122 2277 1,22
Phe 187938; 186447
6. PIK 87838; 92197; 89746; 90352 2531 2,80
Ant 93701; 88276
7. PIK 84184; 87318; 86779; 86858 1592 1,83
Flt 88270; 87737
8. PIK 125824; 130749; 115902 124158 7562 6,09
Pyr
9. PIK 150585; 154061; 154876; 153854 1863 1,21
B[a]A 154754; 154994
10. PIK 331340; 340277; 341893; 340342 5389 1,58
Chr 345600; 342598
11. PIK 154887; 157182; 158623; 157834 2062 1,31
B[b]F 157948; 160528
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12. PIK 79735; 80684; 80257; 80681 833 1,03
BIK]F 80742; 81985

13. PIK 181109; 184037; 183173; 183872 2028 1,10
B[a]P 184324; 186717

14. PIK 56424; 58395; 58610 58631 1431 2,44
B[ghi]Per 59526; 60202

15. PIK 68839; 69915; 70989; 70300 927 1,32
DB[ah]A 70793; 70962

16. PIK 86574; 88244; 88545 88206 1043 1,18
Ipyr 88206; 89459

Alikonma zamanlari bakimindan

tekrarlanabilirligiile ilgili veriler Tablo 4.5 verilmistir. SD ve RSD degerlerine
bakildiginda bu degerlerin sirasiyla 0.79 dak ve %6’dan kiigiik olduklar1 gériilmektedir.
Bu sayisal degerler HPLC-UV yontemininin alikonma zamanlar1 bakimindan
tekrarlanabilirligin iyi oldugunu gostermektedir. istenirse piklerin tanimlanmasi igin
bagil alikonma zamanlar1 da kullanilabilir. Bagil alikonma zamaninin hesaplanmasinda
piklerden biri referans pik olarak secilir ve diger piklerin alikonma zamanlar1 referans
olarak secilen pikin alikonma zamanin boéliinerek hesaplanabilir. Naftalen icin bagil

alikonma zamani asagidaki gibi hesaplanmistir. Diger 15 PAH i¢in de ayni formiil

HPLC-UV yonteminin optimum sartlarda

kullanilarak hesaplamalar yapilmis ve Tablo 4.6’daki sonuglar elde edilmistir.

RRT: bagil alikonma zamani, treferans: referans olarak kullanilan pikin alikonma zamant,

tpik: diger piklerin alikonma zamani.

t .
RRT= —2* _iseRRT =

tre ferans

31356 RRT = 0,62
5.08

Tablo 4.6. PAH16 i¢in alikonma zamanlar1 bakimindan tekrarlanabilirlik verileri

Alikonma Ort. Standart Bagil Bagil
zamanti, (dak.) Alikonma Sapma, Standart Alkonma
zamani, tg (dak) Sapma (%) | Zamam,
(dak) RRT
1. PIK 3,13; 3,15; 3,12; 3,13 0,01 0,32 0,62
Nph 3,12; 3,13
2. PIK 3,40; 3,45; 3,37; 3,40 0,03 0,88 0,67
Aph 3,38; 3,47
3. PIK 3,53; 3,59; 3,48; 3,53 0,04 1,13 0,69
Ace 3,50; 3,54
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4. PIK 3,75; 3,85; 3,69; 3,75 0,07 1,87 0,74
Flr 3,68; 3,77
5. PIK 3,99; 4,16; 3,95; 4,01 0,09 2,24 0,79
Phe 3,92; 4,01
6. PIK 4,24; 451, 4,22; 4,30 0,12 2,79 0,85
Ant 4,22; 4,30
7. PIK 4,48; 4,83; 4,48; 4,59 0,15 3,27 0,90
Flt 4,53; 4,64
8. PIK 4,97; 5,27; 4,97; 5,08 0,13 2,56 1,00
Pyr 5,03; 5,15
9. PIK 5,91; 6,07; 5,67; 5,84 0,17 2,91 1,15
B[a]A 5,69; 5,87
10. PIK 6,17; 6,67; 6,17; 6,30 0,23 3,65 1,24
Chr 6,10; 6,38
11. PIK 7,37; 8,11; 7,35; 7,53 0,35 4,65 1,48
B[b]F 7,25; 7,59
12. PIK 8,30; 9,11; 8,36; 8,40 0,37 4,40 1,65
B[K]F 8,14; 8,54
13. PIK 9,32; 10,23; 9,55 0,40 4,19 1,88
B[a]P 9,45;9,22; 9,55
14. PIK 10,26;11,62;10,62 10,66 0,56 5,25 2,09
B[ghi]Per :10,24; 10,56
15. PIK 11,69; 13,16; 12,13 0,60 4,95 2,38
DB[ah]A 13,12;11,70;

12,00
16. PIK 12,42; 14,37, 13,04 0,79 6,02 2,57
Ipyr 13,09; 12,53;

12,81

Sistemin dogrulugu, bilinen konsantrasyondaki PAHis ¢ozeltisinin HPLC-UV
sistemine 5 kez enjekte edilerekelde edilen pik alanlarinin, kalibrasyon egrilerinden elde
edilen denklemlerde yerlerine konularak hesaplanmistir. Her bir PAH i¢in hesaplanan
bagil hata degerleri Tablo 4.7 de verilmistir. Bu degerler HPLC-UV sisteminin ¢dzelti
veya numune igerisindeki PAH’larin tayinleri i¢in dogrulugunun oldukga iyi oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 4.7. PAH36 i¢in HPLC-UV metodunun dogruluguna ait veriler

Standartlar Gergek kons, Hesaplanan Bagil hata, (%)
(ng/L) kons, (ng/L)
Naphthalene 500 502.34 0.47
Acenaphthylene 500 479.43 -4.71
Acenaphthene 500 469.52 -6.10
Fluorene 500 509.45 1.89
Phenanthren 500 506.86 1.37
Anthracene 500 492.61 -1.48
Fluoranthene 500 506.20 1.24
Pyrene 500 472.92 -5.42
Benzo[a]anthracene 500 508.99 1.80
Chrysene 500 503.43 0.69
Benzo[b]fluoranthene 500 516.80 3.36
Benzo[k]fluoranthene 500 506.54 1.31
Benzo[a]pyrene 500 509.55 191
Dibenzo[a,h]anthracene 500 512.94 2.59
Benzo[g,h,i]perylene 500 510.72 2.14
Indeno[1,2,3;cd]pyrene 500 506.84 1.37

HPLC-UV yonteminin LOD ve LOQ degerleri deneysel olarak belirlenmistir.
Deneysel olarak LOD ve LOQ degerleri Sekil 4.5°de verilen 10 pg/L konsantrasyona
sahip PAH16 icin elde edilen kromatograma gore degerlendirilmistir. Kromatogramda
goriildiigii gibi Aph ve Ace haricindeki tiim PAH tiirlerine ait pikler net goriillmekte ve
piklere ait pik alanlari rahatlikla elde edilebilmektedir. Bu durum LOQ degerlerinin
Aph ve Ace i¢in kalibrasyon grafiginin en diisiikk konsantrasyonu olan 25pg/L, diger 14
PAH i¢in ise LOQ degerinin 1 ug/L den kiiciik oldugu soylenebilir. LOD degerleri ise

bu konsantrasyon degerlerin altinda oldugu tahmin edilebilir.
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Sekil 4.5. PAH16 standart ¢ozeltisine (10png/L) ait HPLC-UV kromatogrami
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4.2 Ekstraksiyon Yontemi

Uygulanan ekstraksiyon prosediiriiniin tekrarlanabilirligi ve ekstraksiyon verimi
sentetik olarak olusturulan spike ¢ozeltilerle gerceklestirilmistir. ilk calismalar yine
PAH; i¢in gergeklestirilmis ve sonrasinda elde edilen optimum sartlar PAHie igin

uygulanmaya ¢alisilmstir.

4.2.1 PAHsEkstraksiyonu
4.2.1.1 Sularda PAH4Ekstraksiyonu

Su orneklerinin ektraksiyonu sonucu elde edilen DCM ¢ozeltisinin rotary ile
uzaklagtirllmasinda esnasinda PAH4 miktarinda herhangi bir kaybin olup olmadigi, 30
mL’lik saf DCM igerisine bilinen konsantrasyonlarda PAH4 eklenip ve sonrasinda
rotaryde kuruluga kadar evapore edip elde edilen kalintinin 1 mL hareketli faz
igerisinde ¢ozilip HPLC-UV sistemine enjekte edilmesiyle tayin edilmistir. Sonugta
DCM’nin rotaryde uzaklagtirmasi esnasinda ortalama %]1’lik bir kaybin oldugu
hesaplanmistir. Orneklerin asir1 miktarda kirli olmasi durumunda ekstraklarin SPE
kartusundan gecirilmesi s6z konusu olacaginda yukaridaki ¢ozelti SPE kartusundan
gecirilmis ektraksiyon basamagi ayni sekilde uygulanmistir. PAH4’lin SPE kartusundan
gecirilmesi esnasinda yaklasik %2’lik bir kaybin oldugu hesaplanmaistir.

Sivi-sivi  ektraksiyon yOnteminin verimliligi ¢aligmasinda yine bilinen
konsantrasyonlardaki PAHs 50mL’lik saf su igerisine eklenerek DCM ile ektrak edilmis
ve DCM rotary evaparasyonu ile kuruluga kadar buharlastirilmis ve kalintt 1 mL
hareketli faz igerisinde ¢oziilerek HPLC sistemine enjekte edilmistir. Elde edilen

sonuglar Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8. Su 6rneklerinde PAH4 i¢in ekstraksiyon verimi verileri

Standart Maddeler Eklenen Hesaplanan | Bagil hata, | Esktraksiyon
kons, (ng/L) | Kkons, (ng/L) (%) Verimi (%)

1. Phenanthrene 300 283.65 5.45 94.55

2. Pyrene 600 580.01 3.33 96.67

3. Benzo[a]antracane 600 577.34 3.78 96.22

4. Benzo[a]pyrene 600 572.73 4.57 95.43
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Tablodan da goriildiigii gibi ekstraksiyon verimi %95’ten biiyiik ve ortalama bagil hata
ise %5 civarlarindadir. Sayisal veriler direk ektraksiyon yonteminin sularda PAH4

tayininde kullanilabilecegini gostermektedir.

4.2.1.2 Yaglarda PAH4 Ekstraksiyonu

Yag orneklerinde PAH4 tayini igin basit olarak diigiiniilen sivi-sivi ekstraksiyon
sonucunda asetonitril fazinin kuruluga kadar ugurulmasi ile elde edilen kalint1 igerisinde
yag taneciklerinin olmasi ekstraksiyon verimini onemli derecede etkilemektedir. Bu
nedenle sivi-sivi ekstraksiyonu sonrasinda ¢éziicliniin ugurulmasina gegmeden Once
asetonitril igerisinde ¢Oziinmiis veya miseller olusturmus yagin tamamen temizlenmesi
icin asetonitril ekstraktt SPE kartustan gecirilmistir.Yag ornekleri ekstraktlarinin SPE
kartustan gegirilmesi ¢oziiciiniin kuruluga kadar ugurulmasindan sonra 1 mL hareketli
faz igerisinde ¢06ziilmesi sonucu olusan yag taneciklerinin giderilmesi konusunda
herhangi bir yardimi olmamistir. Ayrica SPE kartusu PAH4 standardi ile yiikleme
yapilmis ve standartlar asetonitril ile kolondan alinmistir. Fakat, sonuglar beklenmedik
bir sekilde eklenen konsantrasyonlardan olduk¢a yiiksek ¢ikmistir. Bu nedenle
ekstraktlarn  SPE  kartusundan  gegirilmesi  bundan  sonraki  ¢alismalarda

uygulanmamustir.

Yag Ornekleri igerisindeki PAH4’lin ekstraksiyon verimi ig¢in, farkli
konsantrasyonlara sahip PAH4’le spike yapilan 2 mL zeytinyagi 6rnegi 10 mL n-hekzan
ile iyice ¢oziiliir. Daha sonra karisim 3 x 10 mL ACN ile ekstraksiyon yapilir ve ayrilan
ACN fazlan birlestirilir. Rotaryde 40°C'de evaporasyon islemi kuruluga kadar yapilir ve
elde edilen kalinti 1 mL mobil faz icerisinde ¢6ziilerek HPLC-UV sistemine enjekte
edilir. Spike yaglarla yapilan ¢alismalarin sonuglari Tablo 4.9 da verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore PAH4 i¢in uygulanan ektraksiyon yonteminin verimi diisiik, 6zellikle
spike 2 ¢ozeltisi i¢in elde edilen verim oldukea diisiik. Bu durumun yapilmig herhangi
bir hatadan kaynaklandigi diisiiniildiigiinde, bagil standart sapmanin diigiik olmasi bu
ihtimalide ortadan kaldirmaktadir. Her ne kadar verim yiiksek olmasa da beli bir

yiizdede ekstraksiyon gercgeklestirilmektedir.
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Tablo 4.9. Yaglarda PAH4 igin sivi-sivi ekstraksiyon verimi verileri

Cozeltiler | Eklenen Hesaplanan | Bagil Std. Bagil Ekstraks
Kons. Kons. Sapma Hata Verimi
ng/L ng/L (%) (%) (%)
PHEN Spiked;1 25 -
Spiked;2 200 146.52 8.18 -26.74 73.26
Spiked;3 400 236.90 0.49 -40.78 59.22
PYR Spiked;1 50 29.37 4.46 -41.26 58.47
Spiked;2 400 294.23 8.43 -26.44 73.56
Spiked;3 800 681.81 1.23 -14.77 85.23
B[a]ANT | Spiked;1 50 47.53 1.03 -4.94 95.06
Spiked;2 400 248.62 9.10 -37.85 62.15
Spiked;3 800 708.31 1.00 -11.46 88.54
B[a]P Spiked;1 50 44.42 2.98 -11.16 88.84
Spiked;2 400 190.74 8.47 -52.31 47.69
Spiked;3 800 681.15 1.06 -14.86 85.14

4.2.2 PAHis Ekstraksiyonu
4.2.2.1 Sularda PAH16 Ekstraksiyonu

PAH; i¢in uygulanan sivi-sivi ektraksiyon yontemi PAHz16 i¢inde uygulanmustir.
Ekstraksiyon verimi ¢alismasi igin bilinen konsantrasyonlardaki PAH1s 50 mL’lik saf su
tizerine eklenerek spike numune hazirlandi. Elde edilen spike su numunesi 3 kez 5 mL
DCM ile ekstrak edildi. Elde edilen ekstraktlar hem rotary hem de hava ile kuruluga
kadar uc¢uruldu ve kalinti 1 mL ACN eklenerek HPLC cihazina enjekte edilmistir. Elde

edilen sonuglar Tablo 4.10°da verilmistir.

Tablo 4.10. PAHss ile spike edilen su ornekleri i¢in hava ve rotary ile yapilan
hesaplamalar

DCM’nin Hava ile Ucurulmasi DCM’ninRotary ile

Durumundaki Veriler Ucurulmasi Durumundaki

Veriler
Eklenen | Hesaplanan Hata Ekst. Hesaplana Hata Ekst.
Kons. Kons. (%) Verimi n Kons. (%) Verimi
(ng/L) (ng/L) (%) (ng/L) (%)
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Nph 700 - - - - - -

Aph 700 - - - - - -

Ace 700 - . - R - -

Flr 700 29349 | -58,07 | 41,93 563,57 | -19,49 | 80,51
Phe 700 733,59 4,80 | 104,80 430,21 | -38,54 | 61,46
Ant 700 39536 | -43,52 | 56,48 522,69 | -2533 | 74,67
Flt 700 621,92 | -11,15 | 88,85 699,48 0,07 | 99,93
Pyr 700 726,95 3,85 | 103,85 819,39 17,06 | 117,06
Bla]A 700 822,33 17,48 | 117,48 828,82 18,40 | 118,40
Chr 700 857,31 22,47 | 122,47 848,80 | 21,26 | 121,26
B[b]F 700 677,24 -3,25 96,75 736,97 528 | 105,28
BIK]F 700 674,59 -3,63 96,37 671,93 -4,01 | 95,99
Bla]P 700 663,42 -5,23 94,77 655,50 6,36 | 93,64
Blghi]Per | 700 658,98 586 | 94,14 669,67 433 | 9567
DB[ah]A 700 648,81 7,31 92,69 44191 | -36,87 | 63,13
Ipyr 700 692,89 1,02 | 9898 660,26 568 | 94,32

Rotary evaparsyonu PAH; icin oldukga iyi sonuglar vermesine ragmen PAHzie
i¢in beklenen sonuglar1 vermemistir. Diger bir durum ise ilk ti¢ PAH (Nph, Aph ve Ace)
rotary evaparasyonu sonrasinda Onemli derecede azalma goézlemlenmistir. Her iKi
durumu da iyilestirmek igin DCM’nin ugurulmasi alternatif olarak hava ortaminda
gerceklestirilmistir. Fakat bu degisimde ekstraksiyon veriminin artirilmasina ve ayn
zamanda Nph, Aph ve Ace tiirlerinin de kromatogramda goézlemlenmesine &nemli
derecede etki etmemistir. Bu durum ilk iic PAH’1n uguculuklarinin yiiksek olmasindan
kaynaklanmaktadir. Basitlik nedeniyle bundan sonraki c¢alismalarda ekstraksiyon

ortamindan DCM’nin uzaklasgtirilmasi hava ortamindan gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.6. PAH16 standart ¢ozeltisine (700ug/L) ait HPLC-UV kromatogrami

10

ol @ @
& a o

u
a

o
o

o
a

Sekil 4.7. PAHs6 standart ¢ozeltisi (700pg/L) ile spike edilen saf su 6rneginin
ekstraksiyon sonrasina ait HPLC-UV kromatogrami
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Sekil 4.8.PAH6 standart ve spike edilen saf su 6rneginin ekstraksiyon sonrasina ait
HPLC-UV kromatogramlarinin ¢akistirilmig durumlari

4.2.2.2 Yaglarda PAH1s Ekstraksiyonu

Yag ornekleri igerisindeki PAHie’lin ekstraksiyon verimi i¢in, bilinen
konsantrasyondaki (700 pug/L) PAHjie ile spike yapilan 2 mL zeytinyagi ornegi 10 mL
n-hekzan ile iyice ¢oziiliir. Daha sonra karisim 3 x 10 mL ACN ile ekstraksiyon yapilir
ve ayrilan ACN fazlar birlestirilir. Rotaryde 40°C'de evaporasyon islemi kuruluga
kadar yapilir ve elde edilen kalinti 1 mL mobil faz igerisinde ¢oziillerek HPLC-UV
sistemine enjekte edilir. Spike yag i¢in ektraksiyon sonucu elde edilen kromatogram
Sekil 4.9’da ve PAHis standarttina ait kromatogram ise Sekil 4.6’da verilmistir.
Kromatogramlarda pikler goriilmesine ragmen kantitatif hesaplama yapmak miimkiin

olmamustir.
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Sekil 4.9. PAH35 standart ¢ozeltisi (700pg/L) ile spike edilen yag 6rneginin
ekstraksiyon sonrasina ait HPLC-UV kromatogrami

4.3 Orneklerin Analizleri
4.3.1 Su Orneklerinde PAH: Tayinleri

Su 6rneklerini piyasada satilan igme suyu, laboratuvarda bulunan ¢esme suyu ve
cevrede bulunan nehirden alinan sular olusturmaktadir. Burada yapilan ektraksiyonda
toplanan DCM faz1 rotary ile evapore edilmistir. Sekil 4.10 standart ve 50 kat
zenginlestirilmis su Orneklerine ait kromatogramlarin iist {iste ¢akistiritlmis durumlarini
gostermektedir. Kromatogramlardan, su Ornekleri igerisinde PAHs varhigi
goriilmektedir. Tablo 4.11 su ornekleri igerisindeki tayin edilen PAHs miktarlarint

gostermektedir.
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Sekil 4.10. Optimum sartlarda PAH4 standartlarina ve su 6rneklerine ait HPLC-UV
kromatogramlarinin st iste ¢akistirilmis durumlari (n=3)

Tablo 4.11. Su 6rneklerinin igerisindeki PAH4 miktarlari

Poliaromatik Hidrokarbonlar Atik Suyu Icme Suyu Cesme Suyu
(ng/L) ng/L ng/L

1. Phenanthrene 4.69+0.02 0.37+0.19 4.23+0.95

2. Pyrene 0.52+0.21 0.11+0.03 0.92+0.02

3. Benzo[a]antracane 0.23+0.03 0.13+0.01 0.95+0.40

4. Benzo[a]pyrene bsa 0.10+0.01 0.52+0.02

bsa: belirtme siniriin altinda

Su 6rnekleri igerisinde bulunan degerler PAH4 i¢in belirlenen limit degerler ¢ok
altindadir. Ozellikle PAH kirliliginin bir 6lgiisii olarak belirlenen Benzo[a]pyren alt
limit deger olan 5 pg/L degerinin ¢ok ¢ok altinda. Dolayisiyla her ne kadar su
orneklerinde PAH4 bulunmus olsa da sularin PAH’lar bakimindan kirletilmistir demek

yanlis olur.

4.3.2 Su Orneklerinde PAH16 Tayinleri
HPLC-UV analizleri PAH4 i¢in basarili bir sekilde uygulanmis olmasina ragmen
PAH316 i¢in ¢ok da basarili olmamistir. PAH’larin sayisinin ¢ok olmasi ve alikonma

zamanlarindaki ~ farklilagmalar  piklerin ~ tanimlanmasinda  6nemli  giicliikler
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cikartmaktadir. Sekil 4.11 Atik, ¢esme ve i¢me sularina ait HPLC-UV kromatogramlari
gostermektedir. Ozellikle igme ve ¢esme sularinda olduk¢a ¢ok sayida pik olmasina
ragmen standartlarin alikonma zamanlarina (Sekil 4.12) bakarak net tanimlama yapmak

¢ok dogru olmayacaktir.

Atik Suyu

i f
J / \4\ /\. | /’Lf\u'h\\ m‘k_aﬂ,__qu |
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Cesme Suyu

Sekil 4.11. PAH16 i¢in atik, ¢cesme ve icme sularina ait HPLC-UV kromatogramlari

PAH1s Standardi
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Sekil 4.12. PAH1¢ standart ¢ozeltisine ait HPLC-UV kromatogrami

4.3.3 Yag Orneklerinde PAH4 ve PAH1s Tayinleri

Yag orneklerinde PAH; ve PAH16 tayini i¢in basit olarak sivi-sivi ektraksiyon
yontemi ile olumlu sonuglar elde edilememistir. Bu durumun en 6nemli belirtisi 700
ng/L konsantrasyona sahip PAHi6 ile spike edilen yag ornegine ait kromatogramdir
(Sekil 4.13). Kromatogramda her bir PAH’a ait piklerin 700 pg/L standart PAHzis
¢ozeltisi i¢in elde edilen kromatogramdaki (Sekil 4.14) gibi net olarak goriilmesi
beklenmektedir. Fakat, piklerin bazilar1 istenmedik bir sekilde genis ve ayrilmamis

sekilde elde edilmistir.
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Sekil 4.13. Standart PAHie ¢ozeltisi ile (700pg/L) spike edilmis yag Orneginin
kromatogrami

Sekil 4.14. Standart PAH16 ¢ozeltisine ait (700png/L) ait kromatogram

Sekil 4.15 yag Ornegine ait kromatogrami gostermektedir. Kromatogram
tizerinde ¢ok sayida pik olmast PAH1s varligi oldugunu diistindiirmektedir. Fakat hangi
pik hangi PAH’a ait oldugunu sadece alitkonma zamanlarina bakarak soylenmesi

oldukga zor oldugu goriilmektedir. Bu durum yaglarda PAHj4 tayini iginde sdylenebilir.
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Sekil 4.15. Yag ornegine ait kromatogram

4.4  Orneklerin PAH1s GC-MS Analizleri

Ozellikle PAH36 tayinlerinde HPLC-UV kromatogramlari yardimi ile tiirlerin
alikonma zamanlar1 lizerinden tanimlanma yapilmasinda yasanan sorunlardan dolay1 su
ve yag oOrnekleri daha spesifik bir yontem olan ve m/s orani parametresi iizerine
dayandirilan GC-MS yontemiyle de analiz edilmistir. Uygun GC-MS kosullarinda 1000
ug/L konsantrasyon sahip PAH16 standard: sisteme enjekte edilmistir. Sekil 4.16 analiz
sonucunda elde edilen TIC modunda ki GC-MS kromatogramint gostermektedir.
Kromatogramda goriildiigii gibi PAHzis tiiriiniin de goriilmesi miimkiin olmustur.
Kantitatif analizler i¢in 100 pg/L konsantrasyon sahip PAHis standardina ait SIM
modundaki ait kromatogramda elde edilmistir (Sekil 4.17). Kantitatif analizler
standartlar i¢in elde edilen pik alanlartyla numune i¢in elde edilen pik alanlariyla

karsilastirilmasiyla gerceklestirilmistir.
Kromatogramlar iizerindeki her tiire ait kiitle spektrumlari sirastyla Sekil 4.18°de

verilmistir. MS spektrumlarinda her bir PAH tiiriiniin molekiiler iyon pikleri net bir

sekilde goriilmektedir. Bu durumda kalitatif tanimlamalar ¢ok daha kolay olmustur.
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Sekil 4.16. PAH16 standartlarinin TIC modundaki GC-MS kromatogrami
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Sekil 4.17. PAH16 standartlarinin SIM modundaki GC-MS kromatogrami
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Sekil 4.18. PAH16 standartlarinin her birinin kiitle spektrumlari
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Tablo 4.12. GC-MS ile su 6rneklerinde PAH1e tayinleri

Poliaromatik Saf Su Atik Suyu Icme Suyu Cesme Suyu
Hidrokarbonlar (ng/L) (ng/L) ng/L ng/L
1. Nph bsa 0.32 0.39 0.21
2. Aph bsa bsa bsa bsa
3. Ace bsa 0.38 0.32 bsa
4. Flr bsa 0.48 1.51 bsa
5. Phe 0.28 0.45 1.23 0.48
6. Ant bsa bsa bsa bsa
7. Flt bsa bsa bsa bsa
8. Pyr bsa bsa bsa bsa
9. B[a]A 0.18 0.14 bsa bsa
10. Chr bsa bsa bsa bsa
11. B[b]F bsa bsa bsa bsa
12. BIKJF bsa bsa bsa bsa
13. B[a]P bsa bsa bsa bsa
14. B[ghi]Per bsa bsa bsa bsa
15. DB[ah]A bsa bsa bsa bsa
16. lpyr bsa bsa bsa bsa

bsa: belirtme sinirinin altinda

Su oOrneklerinde o6zellikle B[a]P olmamasi sularin kirletilmedigi anlamina
gelmektedir. Her bir su 6rneginde sadece bir kag tane PAH varlig1 gézlemlenmektedir.
Toplam PAH’lar bakimindan da bakildiginda sularin kirlenmemis oldugu ve Limit

degerlerin altinda oldugu gortilmiistiir.

Yag oOrneklerinin sonuglart oldukca yiliksek c¢ikmistir. Bu kadar yiiksek
konsantrasyonda PAH olma ihtimalinin miimkiin olmadigi disiiniilmektedir. Bu
nedenle yag ornekleri i¢in elde edilen sonucglar burada verilmemistir. Bunun nedeninin
basit olarak uygulanmak istenen ve her hangi bir temizleme prosediirii uygulanmadan
elde edilen yag oOrneklerinde yiiksek miktarlarda birlikte ekstrak edilen maddenin

olmasindan kaynaklanmaktadir. Her ne kadar MS spesifik bir detektor olmasina ragmen

ayn1 m/z degerine sahip tiirlerin ektrak icerisinde oldugu diisiiniilmektedir.

56




5 SONUC

HPLC-UV metodu tez kapsaminda analizleri planlanan 16 PAH tiirii i¢in basarili
bir sekilde uygulanmistir. Calisma kapsaminda segilen 16 PAH 15 dakika gibi bir
alikonma zamani igerisinde birbirlerinden ayrilmis ve her bir PAH i¢in keskin ve dar
pikler elde edilmistir. Yontemin alikonma zamanlart bakimindan tekrarlanabilirligin
0.79 dak SD ve %6 RSD den diisiik hesaplanmistir. Yontem dogrulugu ise bagil hata
tiirlinde %0.47-6.10 hata araliginda degismektedir. Deneysel olarak degerlendirilen
LOQ degerleri standart ¢ozeltiler ile yapilan ¢aligmalara gore 1-25 pg/L arasinda oldugu

bulunmustur.

PAH’larin su ve yaglardan ektraksiyonu icin basit olarak sivi-sivi ektraksiyonu
uygulanmistir. Burada su oOrneklerinde PAH’lar diklorametan igerisine, n-hekzan
icerisinde ¢oziilen yag ornekleri igerisindeki PAH’lar ise asetonitril i¢erisine ¢ekilmistir.
Elde edilen ekstrakt ¢ozeltileri rotary ve hava ortaminda kuruluga kadar ugurulmus ve

kalint1 1 mL asetonitril igerisinde ¢oziilerek HPLC-UV sistemi ile analizlenmistir.

Sonuglar sivi-sivi ektraksiyon prosediiriiniin su ornekleri i¢in uygulanabilir
oldugunu  gostermistir.  Su  Orneklerinde PAH  varligina rastlanmis  olup
konsantrasyonlar1 oldukc¢a diisiik ¢ikmistir. Bu baglamda su o6rneklerinin PAH’lar

bakimindan kirlenmemis oldugunu gostermektedir.

Yaglarin ektraksiyonu ise beklenildigi gibi 1yi sonuglar vermemistir.
Ekstraksiyon verimini ve birlikte ektrak edilen maddeleri temizlemek i¢cin SPE kartusu
kullanilmistir. Fakat her iki durum i¢inde bir iyilestirme saglanamamistir. Yaglar i¢in
elde edilen kromatogramlar {izerinde olduk¢a fazla sayida, genis ve tam olarak bir
birlerinde ayrilmayan piklerin varligi standartlarin  alikonma zamanlarin ile
karsilastirilarak tanimlama yapmaya imkan saglamamaktadir. Bu durumun en 6nemli
sebeplerinden biri ¢alisilan konsatrasyonlarm pg/L gibi ¢ok diisiik olmasi ve UV
detektor sisteminin segici olmamasinda kaynaklanmaktadir. Standartlarla c¢alisma
esnasinda pg/L diizeyindeki (1-10 pg/L) PAH’larin HPLC-UV sisteminde ¢ok
rahatlikla tayin edilmesine ragmen yag ornekleri ortaminda bu diizeylerde tayinlerde
zorluklar karsilagilmaktadir. Daha yiiksek konsantrasyonlar olan mg/L seviyelerinde
calismak bu durumu diizeltebilir, fakat PAH’lar i¢in verilen limit degerlere uygun

olmayacaktir. Diger bir iyilestirme noktasi olarak oOrnek miktarlarinin aritilmasi
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disiindlebilir, fakat bu durumda da birlikte ektrakte edilen maddelerin de
konsantrasyonu bagil olarak artacaktir. Yag ektraklari GC-MS gibi daha spesifik bir
analiz yonteminde de beklenen sonuglar1 vermemistir. Birlikte ektrakte edilen tiirlerin
tayinleri tizerine etki ederek PAH konsantrasyonlarinin kabul edilemeyecek sekilde ¢ok

yiiksek ¢ikmasina neden olmustur.

Bu sonucglar dogrultusunda gelecekte yapilacak c¢alismalarda ektraksiyon
prosediiriinii sadece sivi-sivi ektraksiyonu seklinde degil daha iyi sonuglar verecek
sekilde gelistirmek ¢alisma konusu olabilir. Ekstralarin temizlenmesi i¢in klasik kolon,

SPE vs tayinler i¢in daha spesifik olan GC-MS-MS analiz yontemleri diistiniilmelidir.
Sonug, HPLC-UV metodu su 6rneklerinde PAH’larin tayini i¢in kullanilabilir.

Yag ornekleri analizlerinde ise ektraksiyon isleminden sonra ektraklarin analiz &ncesi

uygun bir temizleme yontemine tabi tutulmasi gerekmektedir.
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