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OZET

Halojenli fenoller badlica kirleticiler arasinda yer almaktadir. Bu nedenle bu tip maddelerin
Ozellikle icme sularindaki tayinleri dnem kazanmaktadir ve bu amacla bir ¢cok analitik metot
gelistiriimektedir. Bu calismanin amaci 3-bromofenol, 3-klorofenol, 4-florofenol, 4-
klorofenol ve 4-iyodofenol gibi halojenli bilesiklerin ayrilmas icin metot gelistirmek ve
buinlarin bulundugu bir matrikste bu maddeleri tayin etmektir. Halojenli fenollerin ayrilmasi
icin uygulanan HPL C tekniklerinde, mobil fazin pH’si ve sicaklik 6nemli parametrelerdir. Bu
calismada halojenli fenollerin ayirma isemlerinde en uygun mobil faz bulunmus ve ortam
pH’s fosforik asit ile 4,552' ye ayarlanmistir. Ve sicaklik ¢calismaarindan da ayirmaicin en
uygun sicaklik 25°C olarak bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Haojenli fenoller, HPLC, ayirma, kromatogram



ABSTRACT

Halogenated phenols are priority pollutants. Their determination in drinking waters is,
therefore, of great importance and many analytical methods have been developed.
Chromatographic methods are suitable for the selective determination of individual phenolic
compounds. It was aim of this study to develop a method for separating halogenated phenols
such as 3-bromophenoal, 3-chlorophenol, 4-fluorophenol, 4-chlorophenol, and 4-iodophenal in
complex matrices that both sensitive and selective. At the application of HPLC technique in
the separation of halogenated phenols, pH of the mobile phase and heat are cruwia
parameters. The most suitable mobile phase at the separation of halogenated phenols that are
studied is water that its pH was adjusted 4.552 values with phosphoric acid, and, optimum

heat is 25°C.

Key words: Halogenated phenols, HPL C, separation, chromatogram



TESEKKUR

Bu calismayi bana tneren ve calismalar sirasinda her tlrlU destegini esirgemeyen danisman
hocam SDU Fen Edebiyat Fakiltesi Kimya Bolimii ogretim tlyesi Sayin Yrd. Dog. Dr. Hakan
AKTAS a, deneysel calismalarimda yardimci olan S.D.U Merkezi Arastirma laboratuari
mudurd Prof. Dr. Gilleren ALSANCAK’a ayrica Merkezi Arastirma Laboratuarinda
calismalarimda emegi gegen arkadaslarima, bana destek olan esime ve beni bugunlere

yetistiren aileme sonsuz tesekktrlerimi sunarim.

Aysegill YILMAZ CALIK

Isparta - 2004
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1.GIRIS

Insan sagligini olumlu veya olumsuz sekilde etkileyebilecegi dustintlen bir cok
maddenin tayini her gegen giin dnem kazanmaktadir. Belirlenen kriterler sayesinde
ozellikle insan sagligi Uzerinde zararli etkileri saptanabilen tUm parametrelerin
dizenlenmesi calismalari tum dunyada strdurtlmektedir. Eser dizeylerde bir ¢ok

maddenin tayini gelisen teknolgji ile son zamanlarda basari ile yapilabilmektedir.

Halojenli fenollerin kromatografik sartlarda ayirimi  ginimizde blydk ©6nem
kazanmistir. Fenolik bilesikler cesitli endustriyel proseslerde kullanilmaktadir.
Bunlarin biyik bir gogunlugu cevreye kirlilik vermektedir. Fenoller; pestisitler,
yiyecek koruyuculari, tekstil ve deri sanayinde énemli miktarlarda kullanilmaktadir.
Bunun bir sonucu olarak, sularda, toprakta ve sedimentlerde bunlara siklikla
rastlanmaktadir. Fenolik bilesiklerden 6zellikle klorofenollerin toksik yapida oldugu
ve bunun cevreye verdigi zararlar bilinmektedir. Bu sebeple bunlardan bazilari

cesitli Ulkelerde kirleticiler listelerinin baslarina yerlesmistir.

Halojenli  fenoller cesitli  yontemlerle tayin  edilebilmektedir.  Bunlar,
spektrofotometrik, amperometrik, potansiyometrik, ve kromatografik yontemlerdir.
Son vyillarda halojenli fenollerin tayini icin ters faz yuksek performans sivi
kromatografiss (RPHPLC) yontemi, diger yontemler icerisnde daha cok tercih
edilmektedir. RPHPLC calismaarinda analitik kosullar deneysel olarak
belirlenebilir. Ancak bunun ¢ok zaman alici oldugu ve bu esnada kolon etkinliginin
azadigi bilinmektedir. RPHPLC' de asetonitrilin kullanilmasi durumunda, pH ve
¢OzUcu bilesimi disinda kolon bozunma etkileri yiztinden, 6l¢cim zamani da bir diger
Onemli faktordur. Bu nedenle son yillasda RPHPLC calismalarinda organik
modifiyer bulunduran mobil fazin 6zellikleri esas alinarak ayirmanin optimizasyonu

amaglanmaktadir.

Sivi kromatografide yontem gelistirmede lzerinde durulacak en dnemli husus yeterli
ayirmaya ulasmaktir. Bu durum uygun alikonma zamani, uygun kolon etkinligi ve

Ozellikle yeterli ayirma gucudur. Kromatografik ayirmalarda seciciligi optimize



etmek icin bircok sistematik ve kismen de otomasyona uygun yontemler
gdistirilmistir. Bu yontemlerin gogu RPHPLC' ye de uygulanabilir. Bu yontemler,
genellikle mobil fazin bilesminin (s+ organik faz orani) optimize edilmesinde
kullanilir. lyi bir kapasite faktéri ne ¢ok disik ne de gok yuksek olmalidir. Log k
degerleri ile ¢coziinen in BN degeri arasindaki iliski, log k nin organik modifiyerin
mol kesrine olan iliskisinden dahaiyi bir dogrusallik gosterir logk = C + e V). Bu
baginti, kompleks karissmlarin ayrilmasinda deneysel calismayi onemli 6lclde
azaltir. Log k - Er™ lineerligi nedeniyle bircok durumda iki k degeriyle bu baginti
kullanilarak mobil faz optimize edilebilir. iyonik ve iyonlasabilen c¢oziinenlerin
ayrilmasinda mobil fazin pH’ sindaki degisme ¢ok buyuk degisikliklere yol agabilir,
zira bu bilesiklerin aikonma zamanlari, dolayisiyla kapasite faktorleriyle ortamin
hidrojen iyonu derismi arasinda belli bagintilar vardir. Sivi kromatografide
kullanilan mobil fazlarin pH' si, genellikle sulu ¢ozelti pH' s olarak alinmaktadir,
oysa RPHPLC calismalarinda su-organik modifiyer karismi hareketli faz olarak
kullanilir. RPHPLC mobil fazinda organik modifiyer olarak genellikle asetonitril ve
metanol tercih edilir. Bu ortamlarda pH standardizasyonu ile ilgili calismalar
mevcuttur. Asetonitril disik absorpsiyonu, dusik viskozites ve simetrik pik sekli
verebilmesinden dolayi organik modifiyer olarak kullanilabilir. Asetonitril-su
ortaminda ( % 70' e kadar) potasyum hidrojen ftalat tamponu igin cesitli sicakliklarda
standart pH degerleri belirlenmistir. pH'nin sudaki pH yerine mobil fazdaki
degerinin kullanilmasi, ¢ozinenin tutulmasi ile pH arasindaki iliskiye ¢ok daha iyi

uyum gostermektedir.

Optimizasyon, pH ve ¢Oziclu kuvvetini ( sulu faz /organik faz ) ayni anda
degistirmekle mumkin olur. pH ve ¢ozicl kuvvetine ek olarak tampon tipi ve
derismi, toplam iyon siddeti ve kuyruklanmayi azaltici diger reaktiflerin

dustinilmes yararlidir.

Y ukarida belirtildigi Uzere halojenli fenoller toksik ¢zellikleri nedeniyle karsimiza
her alanda cikmaktadir. Bu calismada secilen halojenli fenollerin kromatografik
(HPLC ile) ayrilmasi amaglanmaktadir. Literatirde cesitli calismalar bulunmakla

beraber ayirmanin optimizasyonu ileilgili herhangi bir calisma bulunmamaktadir.



1.1. Kuramsal Temeller
1.1.1. Fenoller hakkinda genel bilgi

Hidroksil grubu benzen halkasindaki karbon atomuna baglandigi zaman olusan
bilesk, fenol olarak adlandirilir. Bu sinifin en basit Gyesi olan hidroksibenzen, fenol
olarak bilinir (Pine, 1987).

(|)H

Hidroksibenzen (Fenol)

Fenol sbzcugu, fenil sozcugunin ilk harfi ile cifte baga bagli karbon Uzerinde
hidroksil grubu bulunduran yapilarin adi olan enol sdzcuginden turetilmistir
(Chemical Abstracts, IUPAC sistemini kullanarak slbstitie fenolleri benzenol
seklinde adlandirmakta ve drnegin o-nitrofenol yerine o- nitrobenzenol demektedir ).
Hidroksil sayisi birden fazla ise hidroks 6n eki kullanilir, 1,2-dihidroksibenzen gibi.
Aromatik halkada hidroksil yaninda karboksil, stlfonik asid gibi gruplar varsa
ismlendirmede oOncelik sirasini bu gruplar air ve boyle yapilar ornegin m:
hidroksibenzoik asid, p-hidroksibenzaldehid, 2- hidroksibenzensilfonik asid vb.
seklinde adlandirilir.

Fenoller serbest yada esterlesmis halde dogada da yaygin olarak bulunur ve bu dogal
maddeler, 6zel adlari ile anilir: anisol, anetol, o, m, p- kresol’ler, gayakol, gallik

asit gibi.
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Fenollerin Ozellikleri: Fenoller, keskin ve nifuz edici kokuda billur maddelerdir.
Basit fenol 41° de ergir, ancak cok nem gekici oldugundan kismen sivilasmis olarak
bulunur ve bu nedenle erime dereces daha da duser. Basit fenolin suda kolay
¢ozinmesine karsilik akil fenoller gu¢ ¢Ozunir. Hava oksijeni fenolleri okside
ederek kinon denen renkli yapilari meydana getirir; hidroksil sayisinin artmasi hava
oksidasyonunu hizlandirir, alkali karsisinda bu oksidasyon daha da hizli olur. Bu
0zellik nedeniyle alkali pirogalol cozeltis havanin oksijenini tutmak amaciyla
kullanilir. Fenoller hava oksijeninden baska oksidanlarla da kinon yapisina
donlsebilir, drnegin ferri iyonlari bunlardan biridir ve degisik fenollerle degisik
renkler olusturur, bu reaksiyondan fenollerin tanisindan yararlanilir. GUmus oksi,
nitrik asit, sodyum bikromat vb. oksidanlar da fenolleri kinonoid yapiya
donusturebilir:
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Oksidanlarla kinonoid yapiya gecen 1,4- ve 1,2- dihidroksibenzenler, rediksiyon
gjanlari ile yeniden dihidroks bilesigi haline déonisebilir; yani bu redoks sisteminin
en onemli 6zelligi elektrokimyasal bakimdan geri dontstimli olusudur:

o

i OH
* = -

@ * 2H % 2e e ( i
o =

0OH

]
(8]

Ornegin 1,4-kinon bilesigi olan menadion (K3 vitamini ), rediksiyonla 2metil-1,4-

dihidroksinaftalen verir:

D OH
- :
e - S
8 1

CH

: Nk , -
cmettl=1,5-naftokinon d=metil=],4-dihidroksinafealen

Fenoller, asit karakterde maddelerdir. Bu asitlik karboksilik asitlerden az, akollerden
fazla oldugundan suda c¢ozinmeyen fenoller, alkali bikarbonat cozeltilerinde
cOzinemez, fakat seyreltik alkali hidroksitlerde fenolat vererek ¢ozindr. Aromatik
halkadaki elektron veren sibstitientler ve metil grubu fenolin asitligini zayiflatir;
buna karsilik nitro ve siyano gibi kuvvetli elektron gekici slbstittentler fenolin
asidik etkisini belirgin sekilde artirir; halojenlerde asitligi artiran stibstittentlerdir.
Nitro grubunun hidroksile gore orto ya da para konumunda olmasi durumunda
fenolin aditligi daha fazla artar. Bunu nedeni, bu konumlardaki nitro grubunun fenol
hidroksili ile daha kolay rezonansa girebilmesidir; o halde hidroksil grubunun asidik
0zelligi, rezonans nedeniyle hidroksil oksijeninin pozitif yik kazanmasindan ve
bunun sonucunda hidrojenin proton halinde atilabilmesinden ileri gelmektedir.

Asagida fenoltn iki kanonik yapisinda bu rezonans durumu goérulmektedir:
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Halkadaki nitro sayisinin fazlaligi agitligi artirir, ornegin 2,4-dinitrofenoliin pK,
degeri 4.09, 2, 4, 6-trinitrofenolin (pikrit asit) pK, degeri 0.25 dir (fenol pK;=10.0).

Fenol hidroksili halojenle degistirilebilir. Ancak OH ile halojenin yer degistirmes
alkollerden zor oldugu icin fosfor pentaklorir ya da fosfor pentabromir kullanmak

gerekir:

CsHsOH + PCls ? GCgHs5Cl + POCl + HCI

Hidroksil grubu, 1. sinif bir stibstitient oldugu icin halojen, nitro, stlfonik asit gibi
gruplari orto- ve para- konumlarina yoneltir ve érnegin o ya da p- bromofenol, p
nitrofenol, 4 hidroksibenzen1,3-dislifonik asit gibi sibstitiie fenol bilesikleri elde
edilir. Pikrik asit sentezinde kullanilan 4hidroksibenzen1,3- distiifonik asidi elde
etmek icin, 100°C de derisik stilfurik asitle muamele edilir. Bu maddenin nitrik asitle
buz banyosunda etkilestirilmes, fenole gore orto- konumunu nitrolar, sonra nitrik
adsitli karism igtilarak nitro gruplarinin stilfonik asit gruplarinin yerine gegcmes
saglanir. Elektrofilik bir slbstitiisyon olan bu reaksiyon, hakadaki hidrojenin
stibgtitiisyonu gibi yirtr; halkadan ayrilan parcanin proton yerine SOsH" katyonu
olmasidir; ancak nihai uriin, SOsH" grubunun da protonunu hemen atmasi ile, notral

bir molekil olan SOs tir.

1.1.2. Kromatogr afide temel kavramlar

Kromatografide bazi 6nemli kavramlar kapasite faktoru, secicilik, ayirma gucl ve
etkin tabaka sayisidir. Kromatografide bir pik, alikonma zamani, tg, ile tanimlanir.
Ters faz sivi kromatografide mobil fazin organik modifiyeri arttikca, mobil faz

polaritesi ve ¢ozunenin alikonmasi azalir. Bu deger, mobil fazin akis hizi ve kolon



uzunlugu ile de degisir. to durgun fazda hi¢ tutulmayan bir tire ait pikin gelis

stiresi veya 6l hacmidir ve hareketli fazin ortalama gog hizini verir.

Kromatografide karsilastirmalarda alikonma zamani yerine kapasite faktortinden, K,

yararlanilir,

o (1)

olarak verilir.

Burada tr , bilesene, t,, kolonda tutunmayan tlre ait alikonma zamanlaridir, k
degerinin biyik olusu, bilesenin sabit fazda iyi tutuldugu icin kolon boyunca yavas
ilerledigini; k degerinin kiclk olmas, bilesenin hareketli faza ilgisnin fazla
olmasindan dolayi kolon boyunca hizli ilerledigini gosterir. HPLC ayirmalarinda K,
mUmkin oldugunca 1-10 arasinda tutulmalidir, k ¢ok kicgukse, bilesik, ¢ozici
pikinden ayrilamaz, k ¢ok blyurse ayirma islemi ¢ok zaman alir. k degerlerinin bu

araikta olmasi, hareketli faz ve durgun faz bilesmlerinin degigtiriimes ile saglanir.

lyonlasabilen bir tire ait kapasite faktord, tirlerin mobil fazdaki mol kesirlerine
bagli olarak ¢Ozlnenin iyonik ve notral formlarinin agirlikli ortalamas olarak
verilebilir (Horvathvd., 1977).

K =X Kpya X, K, n(2)

Esitlik 27 de monoprotik bir asit (HA) icin tdrlerin mol kesirleri yerine molar

derisimleri yazildiginda:

_ [HAlKky, A Jk,

THA+ lA_ ] (3




esitligi ede edilir. RPHPLC de yuklt tirlerin tutulmes, gendlikle nétralerden daha azdir.
Zayif bir monoprotik aditin ODS veya polimer esadi kolonda tutulmed ile ilgili kapasite
faktort ve mobil faz pH's arasindaki iliski esitlik 3'deki baginti ile verilir (Poole ve
Poole, 1997).

Monoprotik asitler i¢in termodinamik ayrisma sabiti;

K, = [A_ E:H* (D)

olarak verilebilir.Esitlik 4’ G esitlik 3'de yerine yazdigimizda;

K= kua tk, K,/ga,.

...(5

1+K,/ga,. ©)
esitligi elde edilir. Esitlik 5 dogrusal olarak;

k(1+Ka/gaH*):kHA+kA' Ka/ga‘H* ()]

ifade edilebilir. Molar aktivite katsayis, g, klasik Debye-Hickd esitligi ile
bulunabilir.



logg =— N ee(T)

Burada A ve B degerleri Debye-Hickel sabitleri ve a, ise organik c¢ozicirsu
karisimlarinda iyon ¢api parametresidir. Esitlik 7'deki iyon ¢api parametresinin
degeri IUPAC’ ntavsiyeeri dogrultusunda Bates-Guggenhein esitligi ile bulunabilir.

(a,B), =1.9e"r */(e"r S)]T”2 ....(8)

w ves lst indideri sirasiyla su ve organik karisimini, T at indisi uygun sicakligi,

e, dielektrik sabitini, r, yogunlugu ifade eder (Rondinini vd., 1987)

Cizelge 1.1. Asetonitril-su karismlarinda Debye-Huckel solvatokromik parametre
degerleri, pK 4 degerleri ve silikakolon pH degerleri

%%(w/w) ACN A 2B PKap Slikakdon
pH adig
0 0,5103 1,5000 14,00 1-8,00
10 0,5404 15206 14,26 1-8,26
30 0.6476 15018 14,94 1-894
40 0,7227 1,6369 1533 1-9.33
50 08107 1,6859 1573 1-9.73
70 10181 1,7880 1681 1-1081
100 1,4463 10531 33,60 1-27,60

Kullanilan mobil fazlarin iyonik siddeti, I, her bir mobil faz bilesimindeki yuk ve
kitle denkliklerinden, pH ayarlamalarinda kullanilan asit veya bazin anditik
konsantrasyonundan ve okunan pH degerlerinden hesaplanarak bulunabilir (Barbosa
vd., 1998A; Barbosavd. , 1998B).

I ki pikin birbirinden ayrilmas segicilik faktord, a, ile verilir.
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dir. a, 1,15iseiki bilesgin birbirinden ayrildigi kabul edilir.

Bir kromatografik ayirmada en az ayrilan pikler, kritik pik gifti olarak adlandirilir. Pik
ciftinin teme cizgide birbirinden ayrilabilmes icin ayirma faktoriiniin 1,5 olmas gerekir.

Bir kromatografik ayirmada etkin tabaka sayisi, asagidaki baginti ile belirlenir.

¢ U
N =5546—"( (9)
&Vos

Burada,;

N . Teorik tabaka sayis

tr  : Bileseneait alikonma zamani

Wos : Pkinyari yiksekligindeki pik genidigi

dir.

Bir kromatografi kolonunun boyu. L, ile hesaplanan N degeri kullanilarak, kolondaki
bir kuramsal plakanin yiksekligi, H hesaplanir, tg' nin degeri, L ile dogru orantili,
tr / ty'nin degeri ise (L)Y2 ile dogru orantili oldugundan, bir pikin genisliginin
OlcUsli olan ty degeri de (L)Y2 ile dogru orantili olarak artar. Bir kolonda N degeri
ne kadar buylUk ise, yani H degeri ne kadar kicik ise kolonun verimi o kadar
yUksektir. H'nin degerini blyuten her etken, kolonun verimini dusirir ve pik

genislemesine neden olur.

Birbirini izleyen iki pik arasindaki ayirma gucl, Rs icin farkli hesaplama
yontemleri gelistirilmistir. Asagidaki baginti kullanilarak hesaplamayapilabilir.
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R = (U4 fa- Dra] [k/(as K] 10
Burada,

Rs :Pikgifti icin ayirma gicu,
VN : Etkin tabaka sayis,

a . Secicilik faktor

k : Kapasite faktori

dlr.

Ayirmaguct igin gdligtirilen diger bir baginti, asagida verilmigtir.

R=118x_\2 1) (1)

0,5 +WPO,5

Burada

R . Pik cifti icin ayirma gucu.

] : Birinci pikin alikonma zamani, s,

to - ikinci pikin alikonma zamani, s,

Wos : Birinci pikin zaman ekseninde yari genidigi,
Whpos @ Ikinci pikin zaman ekseninde yan genidigi
dir.

1.1.3. Yuksek performandi sivi kromatografi (HPLC)

Ik sivi kromatografi, capi 1-5 cm ve uzunlugu 50-500 cm olan cam kolonlarinda
uygulanmistir. Uygun akis hizlari temin etmek icin, Kkati durgun fazi olusturan

partikdllerin capi, genellikle 150- ila 200- um araligindaydi. Bu durumda bile, akis
hizlari dusikti ve analitin kolondaki ilerleme hizi dakikada milimetrenin birkag
ondalik kesri kadar oluyordu. Bdylece ayirma zamanlari ¢cok uzundu ve ¢cogu zaman
birka¢ saat aliyordu. Bu klasik kromatografi islemlerini hizlandirmak igin vakum
veya basing uygulama girisimleri de pek yararli olmadi; cinki akis hizi artinca,



teorik tabaka yuksekligi, akis hizi —tabaka yuksekligi egrisindeki minimum
noktasinin Otesinde yukseklik artiddarina yol agiyor, sonugta ayirma verimi

dustiyordu.

Sivi kromatografinin gelistigi ilk yillarda, bilim adamlari, kolon veriminin, dolguda
kullanilan taneciklerinin boyutunun azaltiimas ile 6nemli dlglide artacagini fark
ettiler. Ancak, tanecik capi 310 um kadar kicik olan dolgu maddelerinin Gretim
teknolojisinin gelismesi ve kullanilmasi 1960'li yillarin son donemlerine kadar
basarilamadi. Bu teknoloji, klasik yercekimi- akidli sivi kromatografinin basit cam
kolonlardaki durumun aksine, yuksek basingta calisan gelismis cihazlara ihtiyag
gostermektedir. Yuksek Performandi sivi kromatografi (HPLC) ismi, preparatif
amacla halen kullanilan temel yontemlerden, daha yeni islemlere ayirt etmek icin
kullanilmaktadir.

1.1.3.1. HPL C’ nin kapsami

Y Uksek performansli sivi kromatografi bitin analitik ayirma teknikleri arasinda bir
milyar dolar’ a yaklasan yillik satisiyla en yaygin kullanilanidir. Y éntemin bu kadar
yaygin olmasinin sebepleri, duyarliligi, dogru kantitatif tayinlere kolaylikla
uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan tirlerin veya sicaklikla kolayca bozunabilen
turlerin ayrilmasina uygun olmasi ve hepsinden de dnemlis sanayinin, bircok bilim
dalinin ve hakin birinci derecede ilgilendigi maddelere genis bir sekilde
uygulanabilirligidir. Bu gibi maddelere 6rnek olarak; amino asitler, proteinler,

nikleik asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaclar, terpenoidler, pestisitier,

antibiyotikler, steroidler, meta- organik tdrler ve cesitli inorganik bilesikler

sayilabilir.

Sekil 1.1, sivi kromatografi isemlerinin, uygulama alanlari bakimindan birbirini
tamamlama egiliminde oldugunu gostermektedir. Ornegin, mol kiitlesi 10000’ den
daha buylk maddeler icin, her ne kadar simdilerde bu gibi maddeleri ters- faz



13

dagilma kromatografi ile de incelemek mimkin ise de, eleme kromatografi daha
cok kullanilir.  Daha kigik mol Kkitleli iyonik turler igin, iyon degistirme
kromatografi yaygin bir sekilde kullanilir. Kuigcuk, polar, ancak iyonik olmayan
tarler, en iyi dagilma yontemleri ile incelenebilir. Ayrica, bu isem, homolog
serilerin ayrilmasi icin cogu zaman kullanidlidir. Adsorpsiyon kromatografi ¢cogu
zaman polar olmayan tarlerin,  yapisal izomerlerin ayrilmasi ve alifatik
hidrokarbonlar gibi bilesik siniflarinin alifatik alkollerden ayrilmasi icin secilir.

Artan polarhik
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Sekil 1.1 Sivi kromatografinin uygulamalari

1.1.3.2. Sivi kromatogr afide kolon verimliligi

Bu bolimde, durgun fazin tanecik boyutunun onemli etkis aciklanacak ve sivi

kromatografide bazen pik genislemesine yol agan ti¢c 6nemli faktor ele alinacaktir.
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1.1.3.2.1 Dolgu maddesi tanecik boyutunun etkileri

HPLC kolonunun verimliligi, tanecik boyutu azaldiginda carpici bir bicimde
artmalidir. Sekil 1.2, tanecik boyutunun 45 um’ den 6 um’ ye dismesiyle tabaka
yuksekliginin 10 kat veya daha fazla azaldigini gosteriyor ki, bu, sOylenenin
deneysel bir kanitidir.

/0 =

447 um

i

349 um

[
=

Tabaka yiksekligi (H), mm

22 .6 m

[ ] o
Cree——== |3} 2 1ty

tr— Y B rm
-— il T 6,1 um

I} e et £+ ;

i 1.1 20 a0 4,1

Dagrusal akrg hue, cmis

Sekil 1.2 Sivi kromatografide tabaka yuksekligi H'a dolgu maddesinin tanecik
boyutunun ve akis hizinin etkisi. Kolon boyutlari: 30cm x 2, 4mm. Céziinen
madde:N, N-dietil-n-aminoazobenzene. Hareketli faz:hekzan, metilen klordr,

isopropil alkol karisimi

1.1.3.2.2. Sivi kromatografide kolon-disi bant genislemesi

Sivi kromatografide, kolon dolgusunun dis kisminda bazen 6énemli bant genislemesi
meydana gelmektedir. Kolon dis bant genisemesi olarak adlandirilan bu olay,
¢OzUnmis maddenin, enjeksiyon sisteminde bulunan acik borularda, dedektor
bolgesinde ve sistemin farkli parcalarini birbirine baglayan boru baglantilarinda akisi
srasinda meydana gelir. Buradarda, borunun merkezindeki ve ceperine yakin
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bolgedeki sivi tabakalarinin akis hizlari arasinda farktan dolayi genisleme olur.
Sonug olarak, ¢ozinen maddenin olusturdugu bandin merkezi, dis kismindan daha
hizli hareket eder. Gaz kromatografide, kolon disi geniseme diflizyonla buytk
Olctde dengelenir. Ancak, sivilardaki diftizyon 6énemli 6lcglide yavastir ve bu tip bant
genislemesi ¢ogu zaman 6nemsenecek duruma gelir. Toplam tabaka yuksekligine

kolon disi etkilerin katkisi (Hais) asagida verilen esitlikle gosterilmistir:

Orau
24D,

DIS= .....(12)

Burada u, dogrusal akis hizi, cm/s ; r, borunun yaricapi, cm; ve Dy , ¢bziinen
maddenin hareketli fazdaki difiizyon katsayisi, cnf/sdir. Kiicik capli kolonlar
kullanildiginda kolon dis geniseme olduk¢a ciddi boyutlara ulasilabilir. Burada,
kolon baglantilarinin yarigapini 0, 25 mm’nin altina dusirmek icin her tlrlG gayret
gosterilmelidir.

1.1.3.2.3. Kolon verimliligine numune miktarinin etkisi

Sekil 1.3, farkli tipteki sivi kromatografileri igin kolon verimliligine bagil numune
kitlesinin (ug numune /g dolgu maddes )etkisini gostermektedir. Burada, diger tip
dolgu maddeleri ile karsilastirildiginda, ters faz tipi baglanmis dolgularin olagan
Ustl performansina dikkat edilmelidir.

1.1.3.3. Sivi kromatogr afi cihazlari

Modern sivi kromatografi sistemlerinde genel olarak kullanilan ve tanecik boyutu 2-
ile 10- um arasinda olan dolgu maddeleri ile uygun sivi akis hizlari elde edebilmek
icin, yuzlerce atm’lik pompa basinglarina gerek vardir. Bu yiksek basinglarin bir
sonucu olarak HPLC icin gerekli donanim, diger tip kromatografi sistemleri dikkate
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Sekil 1.3 Tabaka yuksekligine bagil numune kitlesinin etkis

alindiginda, dahaince isgilik gerektirir ve sonugta daha pahalidir. Sekil 1.4, her biri
asagidaki paragraflardatartisilan, tipik bir ytksek-performandli sivi kromatografinin

Onemli parcalarini sematik olarak gostermektedir.
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Sekil 1.4 Bir HPLC cihazinin semasi
1.1.3.4. Hareketli faz hazneleri ve ¢ozlici muamele sistemleri

Modern bir HPLC cihazi, bir veya dahafazla, her biri 200-1000 ml ¢6zlcl igeren
camdan veya celikten yapilmis hazne icermektedir. Bu hazneler cogu zaman,
kolonda ve dedektdr sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan
¢cozinmus gazlarin (genellikle oksijen ve azot) giderilmesi icin bir cihazla
donatilmistir. Bu gaz kabarciklari bant genislemesine; ayrica, ¢ogu zaman
dedektorin performansinda bozucu etkilere sebep olurlar. Gaz giderme diizenegi,
vakum pompas sistemi, damitma sistemi ve ¢ozUctiyu isitip karistiran bir parcadan
olusabilecegi gibi, Sekil 1.4'teki gibi disiuk c¢ozuntrlikteki inert bir gazin kigik
kabarciklari yardimiyla, ¢6zUnmus gazlari strikleyen basit bir Ufleyici de olabilir.

Cogunlukla bu sistemler, ¢06zlcu icinde bulunabilecek toz ve partikil halindeki
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maddelerin pompaya veya enjeksiyon sistemine zarar vermemes veya kolonu
tikamamasi icin, toz ve partikil maddeleri siirmeye yarayan bir siizme diizenegi de
icerirler. Gaz gidericilerin ve stizme dizeneginin, Sekil 1.4'de goruldigu gibi,
HPLC sisteminin ana parcasi olmasi gerekli degildir. Ornegin, c¢oziiclyii hazneye
doldurmadan 6nce uygulanacak uygun bir yol, ¢oziclyd, vakum altinda bir milipor
sizgegten  stzmektir. Bu uygulama, sispansiyon halindeki  maddeleri

uzaklastirmanin yani sira gazlari da giderir.

Sabit bilesimdeki tek bir ¢ozict kullanilarak yapilan bir ayirma izokratik ellisyon
olarak adlandirilir. Siklikla, ayirma etkinligi gradiyent ellisyonu ile buyuk 6lctde
artirilir. Burada polariteleri dnemli derecede birbirinden farkli, iki veya U¢ ¢ozici
sistemi kullanilir. EllGsyon basladiktan sonra, belli bir programa gore, bazen sirekli
olarak ve bazen de bir seri basamaklar halinde, ¢Ozlcllerin orani degistirilir.
Modern HPLC ekipmanlari cogu zaman, c¢ozicllerin hacimsel orani zamanla
dogrusal olarak veya Ustel olarak degidtirilebilecek sekilde, iki veya daha fazla
hazneden aldigi ¢cozlculeri bir karistirma odasinda stirekli olarak degisen hizlarda bir

araya getirilen sistemlerle donatilmistir.

Sekil 1.5, bir klorbenzen karisiminin ayrilmasinda gradiyent ellisyonun avantgjini
aciklamaktadir. Metanol / su orani 50:50 (v/v) olan bir ¢cozelti ile yapilan izokratik
elisyon Sekil 1.5 (b)'deki egriyi vermistir. Sekil 1.5 (a)'daki egri, iki ¢ozicuntn
40:60 oranlarindaki karisimi ile baslatilan ve daha sonra metanol derisimi %8 /dakika
hizla artirilan gradient ellsyon icindir. Burada gradiyent ellsyon ile ilk cikan
piklerdeki ayrilmadan 6din vermeden, ayirma zamaninin ©Onemli Olglde
kisatildigina dikkat edilmelidir.
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Sekil 1.5 Gradiyent ellisyon ile ayirma verimliliginin iyilestirilmesi. Numune: 5 pL,
izopropanolde hazirlanmis klorlanmis benzenler. Kolon: 1 m x 2, 1 mm i¢ ¢ap

paslanmaz ¢elik boru. Dolgu maddesi:%1 Permaphase. Dedektor:UV fotometre (254
nm). Kosullar 60 , 82 atm.

1.1.4. Mobil fazda pH standar dizasyonu

Kromatografik ayirmada mobil faz pH’si, iyonlasabilen bilesiklerin ayrilmalarinda
Oonemli bir faktordir. Bilindigi gibi kapasite faktord, ¢ozinenin nétral ve iyonik

formlarinin kapasite faktorlerinin mobil fazda bu formlarin mol kesirlerine gore
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agirlikli ortalamasidir. Mol kesirleri, ¢cozinenin pK ve mobil fazin pH degerinden

hesaplanir.

Sivi kromatografide kullanilan mobil fazlarin pH’si, onceleri sulu c¢ozelti pH's
olarak alinmistir. Oysa HPLC calismalarinda su hichir sekilde tek basina mobil faz
olarak kullanilamaz. Tampon ¢ozelti halinde veya bir organik modifiyer olarak
asetonitril ve metanol tercih edilir. Bu ortamlarda pH standardizasyonu ile ilgili
calismalar mevcuttur. Sulu faz pH’sinin 6lgimi ¢ok daha kolaydir, ancak su organik
¢cOzlcu karisminda elektrolitin iyonlasmasi secimli solvasyona ¢cok bagimlidir ve
¢cOzinene gore degisir. Bu nedenle HPLC mobil fazina ve su ortamina ait pK,
degerleri farklidir. Organik coziclrsu karisimlarinda ortamin dielektrik sabitinin
azalmas nedeniyle aktivite katsayilari dikkate alinmaktadir. pH’ nin sudaki pH yerine
mobil fazdaki degerinin kullanilmasi, ¢dzinenin tutulmasi ile pH arasindaki iliskiye
cok daha iyi uyum gostermektedir. (J. Barbosa ve V. Sanz-Nebot, 1993 ).

Referans deger pH standart ¢ozeltisi (RVS) olarak potasyum hidrojen fitalat cozeltisi
secilmis ve 0,05 molkg esas alinmistir. (Rondinini et a. 1987). Metanol-su ve
asetonitril- su ortaminda (% 70’ e kadar) potasyum hidrojen fitalat tamponu icin gesitli
sicakliklarda standart pH degerleri belirlenmistir. 0,05 m potasyum hidrojen fitalatin
(KHPh) su asetonitril karisimlarinda gesitli sicakliklardaki pH degerleri (Rondinini et
a. 1987, ve Nese, 1987). Cizelge 1.2de verilmistir. PH
standardizasyonunda ¢ok noktali kalibrasyon da 6nerilmektedir (Baucke et al. 1993).

Rondinini

Cizelge 1.2 Asetonitril su karissminda 0,05 m KHPh igin pHrysdegerleri

t°C Asetonitril kitlece ylzdes , %(w/w) ve mol kesri
5,0,0226 |15;0,0719 |30;0,1583 |50;0,3050 |70;0,5059
15 4,163 4,533 5,001 5,456 6,159
25 4,166 4,533 5,000 5,461 6,194
40 4,178 4,542 5,008 5,475 6,236
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Co6zlcu karisimlarinda (metanol-su, asetonitril-su ) standart tampon cozeltilerinin
referans pH degerleri, pHs bilindigi igin bu karismlarda pH olcimleri pH’'nin
tanimina uygun olarak p asagidaki baginti dikkate ainarak yapilir.
Es - Ex
+
g
Bu baginti, sivi temas potansiyeli, E, referans ¢ozeltinin, PS, degismes ile

pH, = pH ....(13)

degisiyorsa asagidaki sekle donUsir.

pHx: pHs + 2 x + — (14)

Burada; (E)x-(Ej)s artik sivi temas potansiyelidir ve pH 6l¢lilmesinde dikkat edilmesi
gerekir (Barbosa et al. 1991; Barbosa et al. 1996). PH 6lcimintn yapildigi hiicre
asagidaki gibi sematize edilebilir.

Referans elektrot ¥aTuz koprusiu ¥34S ¢oziiclsinde numune  ¥%H" duyarli elektrot

cozeltisi veya tampon ¢ozelti

Mobil fazin pH's aikonmanin anlasilmasinda son derece onemlidir. Mobil faz
pH's cozunenlerin iyonlasma derecesini, durgun faz ve mobil faz katkilarinin
davranidarini etkiledigi igin segiciligin optimizasyonunda dikkate alinmalidir. Mobil
fazin pH optimizasyonu, c¢ozlct bilesiminin optimizasyonundan c¢ok daha
komplikedir. Zira pH'nin degismes ile sadece iyonlasan ¢oztinen yapilarin segicilik
ve alikonma ozellikleri degismez, ayni zamanda pik genidigi ve pik simetriside
degisir. Bu nedenle ayirmanin hesabinda pik genislik ve sekillerinin de goz 6nine

alinmasi gerekir.
1.1.5. Kromatogr afik ayirmalara giris
Genedllikle, kimyasal tayin yonetmeleri segici olup belki ¢ok azi spesifiktir. Bunun

sonucu olarak, maddelerden ayrilmasi ¢ogu zaman zorunludur. Yirmibirinci yUzyilini

ortalarina kadar analitik ayirmalar ¢oktirme, damitma ve ekstraksiyon gibi klasik



yontemlerle yapiliyordu. Gunumizde, analitik ayirmalar, 6zellikle numune c¢ok

bilesenli ve karmasik ise gogunlukla kromatografi ve elektroforez ile yapilmaktadir.

Kromatografi, bilimin tim dallarinda uygulamasi bulunan gugli bir ayirma
yontemidir. Kromatografi yirminci yUzyilin basinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett
tarafindan bulunmus ve onun tarafindan isimlendirilmistir. Tswett bu teknigi, toz
kalsiyum karbonat doldurulmus bir cam kolondan bitki pigmentleri cozeltisini
gecirerek klorofil ve ksantrofil gibi birgok bitki pigmentini ayirmada kullanmistir.
Ayrilan maddeler kolonda renkli bantlar seklinde goéziktliginden, yontem icin
kromatografi adini kullanmistir.( Yunancada chroma “renk” ve graphein “yazma’
anlamina gelmektedir).

Son bes yilda hem birgok yeni kromatografik teknik gelistigi ve hem de bilimcilerin
karmasik karisimlari ayirmak icin daha iyi tekniklere gereksinimleri arttigi icin,
kromatografik uygulamalar ¢ok blylk oranda artmistir. Bu yontemlerin bilime
blyUk katkilar yapmasi sonucu bu alandaki buludarina karsilik 1952 yilinda A.J.P.
Martin ve R.L.M. Synge’ye Nobel odult verilmistir. Daha da énemlisi 1937 ile 1972
yilari arasinda alinan 12 Nobel Odiilti kromatografinin énemli rol aldigi calismalara
verilmigtirl.(L.S. Ettre, High-performance Liguid Chromatogr aphy, C. Horwath. Ed.,
Vol. 1, p. 4. New York: Academic Press, 1980). Siiphesiz, giinimuze kadar bu sayi
dahadaartmistir.
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2. KAYNAK BILGIS

Pocurull ve arkadaslarinin 1995 yilinda yaptiklari calismada, calismacilar cevresel
sularda bulunan ferolik bilesikleri 6n zenginlestirme islemi yapmak suretiyle HPLC
vasitasiyla tayin etmiderdir. Calismacilar calismalarinda musluk suyu ve nehir suyu
olmak Uzere gercek Orneklerle analiz yapmislardir. Musluk suyunun 4 mililitresi 6n
deristirme yapilarak fenolik bilesikler tutulmus ve 1 ng/L seviyesinde tayin
yapilmistir. Bu numunede dedeksiyon limiti 1-10 ng/L olarak belirlenmistir. Nehir
suyu analiz edilirken sadece 1 mL drnek 6n deristirilmistir, ¢ciinkil humik ve fulvik

asitler bu numunede engelleme yapmidlardir.

Yine Pocurull ve arkadaslari 1996 yilinda yaptiklari calismada dogal sulardaki
fenolik bilesikleri 6n zenginlestirme isleminden sonra, ultraviyole ve elektro
kimyasal dedeksiyonlu sivi kromatografide tayin etmeyi basarmidardir. Calisma
sonucunda tayin edilen fenolik bilesiklerin tayin sinirinin 0,1 pg/L oldugu
belirlenmistir.

Jauregui ve arkadaslarinin 1997 yilinda yaptiklari ¢calismada calismacilar, musluk
suyu ve deniz suyundaki klorlu ve nitrofenolik  bilesikleri  kitle
spektrofotometresinde tayin etmislerdir. Calismadaisocratik mobil faz olarak % 0,05
asetik agt-asetonitril (50:50 v/v) kullanilmigtir. Tayin limiti olarak 0,02 - 20 ng
saptanmistir.

Puig ve Barcelo 1997 yilinda yaptiklari calismada sulardaki fenolleri sivi-sivi
ekstraksiyonu takiben kulometrik dedeksiyonlu sivi kromatografide tayin etmislerdir.
Calismacilar sadece 5 mL su kullanilarak yapilan analizlerde tayin limitinin trilyonda

bir kisim oldugunu belirtmislerdir.

Fiehn ve Jekel 1997 de yaptiklari calismada 6n kolon reaksiyon dedeksiyonu ve
HPLC ile endustriyel atik sulardaki fenolik bilesiklerini analiz etmidlerdir.
Calismacilar hayli karmasik bir kompleks de bile RP-HPLC ayirmasindan sonra

fenolleri tanimlayan yeni bir metot gelistirmiderdir. Bunun icin guclt asidik ortamda
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Ce(NH4)2(S0O4)3 ve N-metilbenzotioazol-2-hidrazon ilavesinden sonra fenoller 500
nm dalga boyunda tayin edilmiderdir. Su iceriginin gorinir spektrumlari ve
yogunlugu tipik HPLC eluentleri kullanilarak bagimsiz hale getirilmistir. 30 bilinen
hidroksi aromatik bilesik tayin edilmistir. Fenollerin hemen hemen heps maksimum
absorbandarini 500 nm civarinda gostermislerdir. Nitro fenoller hari¢, belirlenme
dedeksyonu 1-20 ng  arasindadir. Bu sartlar dtinda adehitler reaksiyon
vermemiglerdir. Sekil 2.1 de muamele edilen atik sulardaki eluatlarin HPLC ve UV
kromatogramlari gosterilmistir.

LU'V1x before denvatization -- —

0 | WS after derivatization W PR [N

WS sy % F
I|I EMpH 2.5
(|
11
I [}

f A

i Ml | 1) Ml ad
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WA e W M
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5 10 15 =

Sekil 2.1 Calismada muamele edilen atik sulardaki eluatlarin HPLC ve UV
kromatograml ari
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Bartak ve Cap 1997 vyilinda yaptiklari calismada kati faz mikroekstraksiyon
metoduyla fenolleri tayin etmislerdir. Calismacilar, analitleri cok ince eritilmis silika
fiber Gzerine uygun sorbentlerle kaplanmis ince tabaka vasitasiyla ekstrakte
etmiderdir. Bu fiber gaz kromatografisinin enjeksiyon boélimtne verildiginde,
analitler gaz kromatografisinde isisal desorpsiyonla analiz edilmiderdir. Calismacilar
en iyi sonuglari poliakrilat kaplamada elde ettiklerini belirtmislerdir. Calisma sartlari,
ekstraksiyon zamani 60 dakika, desorpsiyon zamani 250°C de 8 dakika olarak
belirlenmistir. Hidroklorik asit ile asitlestirme ve tuzlarin uzaklastiriimasiyla en iyi
geri kazanma sartlari elde edilmistir. Calismacilarin  elde ettigi  fenollerin

kromatogrami Sekil 2.2'de verildigi gibidir.

wotaga [miv]
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Sekil 2.2 Bartak ve Cap tarafindan calisilan fenollerin tipik kromatogrami

Huang ve arkadadlari tarafindan 2000 yilinda yapilan bir ¢alismada, bazi segilmis
klorlu fenollerin sudaki ¢ozundrligine pH’ nin etkisi incelenmistir. Klorlu fenolik
bilesikler zayif asitlerdir. Y Uksek toksik 6zelliginden dolayi hasere ilaci, tarim ilaci
ve dezenfektan olarak kullanilirlar. Suda ¢ozinurlUk kimyasallarin toksik 6zelligini
etkileyeceginden; sicaklik, pH gibi cetvel faktorlerin bu maddeler Gzerindeki etkileri
incelenmistir. Suda ¢ozinlrlik pH 2 ile 4 arasinda iken, 25°C'de UV tayini ile
HPLC ile olcllerek 2,4-diklorofenal ; 2,4,6-triklorofenol; 2,3,4,6-tetraklorofenol ve
pentaklorofenol icin yapilmis dlcimlerdir. pH' in bu 4 maddeye etkis hemen hemen
aynidir. DuUstk pH degerinde (pKa nin atinda bir deger) ¢ozinurlik asagi yukari
sabit iken pKa civarinda, ortamdaki iyonik etkenlerden dolayi artar. pH, pKa yaesit

oldugunda toplam ¢ozinurldk ikiye katlanir, bu durumda iyonik ve iyonik olmayan
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formlar esit derismde bulunmaktadir. Calismada kullanilan maddelerin

¢Ozunurlugine pH’' nin etkisi grafikleri asagidaki sekillerde gorilmektedir.

Sekil 2.3 25°C de 2,4-diklorofenol tin ¢ézinlrltigtine pH' nin etkisi

Lt e

Sekil 2.4 25°C de 2,4,6-triklorofenol tin ¢ozuindrl tigtine pH’ nin etkisi

i e

Sekil 2.5 25°C de 2,3,4-6-tetraklorofenol in ¢ozindrltigline pH’ nin etkisi
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Sekil 2.6 25°C de pentaklorofenol tin ¢ozindrlligtine pH’ nin etkis

Patsias ve Mourkidou tarafindan 2000 vyilinda yapilan calismada, tamamen oto
matize edilmis kati faz ekstraksiyon yuksek performans sivi kromatografik metot,
sulu matriste dusik mg/L seviyesinde slbstite olmus fenollerin ve anilin
threvlerinin bire bir analizi igin gdistirilmistir. Diod isini ve elektro kimyasal tayin
yontemi analit tayininde calismacilar tarafindan kullanilmistir. Axios nehrinden
alinan su o6rneginde (endustriyel, tarimsal atiklar bulunan 6rnek) bu bilesiklerin
analizinde bu analitik metotlar uygulanmistir. Anilin ve fenol haricinde bitin
bilesiklerin tayin limiti 0,05 ve 0,2 mg/L olarak bulunmustur. Fenoliin pik seklinin,
saklama zamani ile degistigi gozlenmis olup, 3 aylik bir saklama stiresinin sonunda
pik dagilmas gozlenmistir. Analitik metot da biittin test edilecek bilesiklerin tayin
limiti 0,05 — 0,2 mg/L araliginda calismacilar tarafindan bulunmustur. Calismada
yapilan su numunesinin HPLC kromatogrami Sekil 2.7 de verilmistir.

Sekil 2.7 Su numunesinin HPL C kromatogrami
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Denizli ve akadadari tarafindan 2001 vyilinda yapilan bir calismada sulu
sistemlerdeki klorofenollerin boya sever mikro boncuklar yardimiyla ayrilmasi
arastirilmistir. Cibacron mavis F3GA PHEMA mikro boncuklar klorofenollerin
uzaklastirilmasinda (6rnegin fenol, m-klorofenol, p-klorofenol ve 2,4,6-triklorofenal)
boya sever sorbent olarak arastirilmistir. PHEMA mikro boncuklari, HEMA’nin
polimerizasyonunun bir baslatici (azobisizobetinitril) varliginda modifiye edilmesi
ile hazirlanir. Bu mikro boncuklar sulu ortamdan klorofenolleri uzaklastirmak icin
kullanilir. Klorofenollerin absorpsiyon hizlari oldukga yuksektir ve 20 dakikada
dengeye ulasilir. Mikro boncuklari tasiyan cibacron mavisinden klorofenollerin
maksimum absorsiyonu fenol icin 88,8 pmol/g ; 24,6-triklorofemol icin 94,6
pmol/g; pklorofenol igin 97,6 pmol/g ve mklorofenol icin 109,1 umol/g olarak
calismacilar tarafindan bulunmustur. Calisilan bilesiklerin affinite siras ise sdyle
bulunmustur. mklorofenol > p-klorofenol > 2,4,6-triklorofenol > fenol. pH arttikca
klorofenollerin  adsorpsiyonunun  azaldigi  ifade edilmistir.  Calismacilar
klorofenollerin  desorpsiyonunu % 30 (v/v) metanol c¢ozeltis kullanarak
basarmidardir. Calismada cibacron mavis F3GA’nin gozle gorulir bir adsorpsiyon
kapasite kaybi olmadan bes donguiden fazla kullanim uygunluguna sahip oldugunu
belirtmidlerdir.

Takeda ve arkadadarinin 2001 vyilinda yaptiklari calismada, iyonlasabilen

diklorofenollerin analizleri kapiler elektroforez ve kitle spektrofotometreleri ile

yapilmistir.

Penaver ve arkadadlari 2002 yilinda su numunelerindeki fenolik bilesikleri, Y tiksek
performans sivi kromatografisi ve kati faz mikro ekstraksiyonunu eslestirerek tayin
etmeye calismidlardir. Kati faz mikro ekstraksiyon (SPME), HPLC ile birlestirilerek
(UV ve eektrokimyasal tayin yontemiyle) bir fenolik bilesigin tayininde
kullanilmaktadir. 85 pum poliakrilat fiber, sulu numuneden analiti ekstrakte etmek
icin kullanilmistir. SPME kombinasyonunda iki farkli sivi kromatografi dizayni
kiyasdamas yapilmistir. Dinamik ve statik dizaynlari kiyaslanmis ve SPMEHPLC
deki absorpsiyon ve desorpsiyona karsi olan cesitli etkenler optimize edilmistir.

Fenol bilesikleri icin statik desorpsiyonun daha iyi sonug verecegi bulunmustur. Bu



metot nehir ve atik sulardan ainan numunelere uygulanmistir. Bu su numunelerinde,
dusik seviyedeki fenol bilesiklerinin tayini de yapilabilmistir. SPME absorpsiyon
islemine etki eden faktorlerin optimize edilmes icin; 30 dakika, 50°C, 360 g/L ve pH
2,5 da tutulmus, cevabin lineerligi 0,005-30 mg/L araliginda UV dedektéri ile 0,05
100 mg/L araliginda elektrokimyasal dedektorle olcllmis, her iki durumda da
lineerliginin (R®>0,9925) iyi oldugu bulunmustur. yalniz fenolde 0,1-30 mg/L oldugu
gorilmus (UV’'de), 10-100 mg/L (elektrokimyasal dedektorle) oldugu gorilmustir.
Kisaca modifiye edilmis HPLC dizayninda elde edilen sonuglarin, SPMEticari
HPLC edestirilmesinden elde edilen sonuglarda daha iyi oldugu bulunmustur. Bu
sistemde iyilestirmenin yuksek ve elde edilen piklerin daginik olmadigi gorilmdastur.
Bu calismada elde edilen Shimadzu HPLC dizayni igin desorpsiyon zamaninin
optimizasyon sekilleri ve atik su orneginin SPMEHPLC metodu ile bulunan
kromatogramlari Sekil 2.8 ve 2.9’ da gosterilmistir.

—4—PFh
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Sekil 2.8 Shimadzu HPLC dizayni icin desorpsiyon zamaninin optimizasyon sekilleri



200 D-'_'*."-I
|

my

=
3
. o}
| +
A0
15000 .
140CK) [ ‘

}
G000

- |
MLJL' L~

o

o 10 i} n &

Timne {man)

Sekil 2.9 Atik su 6rneginin SPME-HPLC metodu ile bulunan kromatogrami

Sarrion ve arkadadari 2002 yilinda yaptiklari calismada kati faz mikroekstraksiyon
ve sivi kromatografi ile klorofenolleri tayin etmiderdir. Kati faz mikroekstraksiyon
metodu, cevreden ainan numunelerde buluna 19 klorofenoliin (CPs) tayini igin
gelistirilmistir. Analitik prosedir CPs'in direkt olarak sudan numunelendirilmesine
dayanir. Bunun igin kati faz mikroekstraksiyon (SPME) kullanilarak ve
elektrokimyasal tayinli sivi kromatografi (LC-ED) yontemi ile tespit edilmistir. CPs
analizinde U¢ cesit fiber [ 50 pum karbomaks-templated regine (CW-TPR), 60 pm
polidimetilsiklookzan-divinilbenzen (POMS-DVB) ve 85 um poliakrilat (PA)]
kullanilmistir. Bu fiberlerin icinden, CW-TPR’in sudaki CPs analizi igin en uygunu
bulunmustur. hem desorpsiyon hem de absorpsiyon icin optimal kosullar
belirlenmistir. Buna gore desorpsiyon ¢ozucuslnin bileseni (su-asetonitril- metanol
20:30:50), desorpsiyon zamaninin 5 dakika, ekstraksiyon zamaninin 50 dakika,
sicakligin 40°C, pH’'in 3,5 ve iyonik kuvvetin 6 g NaCl oldugu sonucuna
calismacilarca varilmistir. Bu metot 3/4 degerinde lineer olup tayin limiti 3 ile 8 ng/L
olarak bulunmustur. bu deger araligi Avrupa komitesinin icme sulari i¢in belirttigi
degerden daha kiguktir. Bu metot su ve odun numunelerinde CPs andlizi igin
uygulanmistir.Calismada tayin edilen 19 klorofenoliin kromatogrami Sekil 2.10'da
gosterilmistir.
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Sekil 2.10 Calismadatayin edilen 19 klorofenol in kromatogrami

Hanada ve arkadadari tarafindan 2002 yilinda yapilan calismada su, hava ve toprak
orneklerindeki halojenli fenoller, pentaflorobenzil bromid ile tlreviendirme metodu
ile gaz kromatografisi/kitle spektrometress (GC/MS) ile tayin edilmistir.
Calismacilar su, hava ve toprak orneklerindeki kloro-, bromo- ve diklorofenolleri
pentaflorobenzil  bromid ile  tirevlendirerek gaz  kromatografisi/kitle
spektrometresinde tanimlamis ve tayin etmidlerdir. Hava ornegindeki fenoller PS-2
Sep-PAK kartusunda tutulmus ve 2-propanol ile elute edilmistir. Su ve toprak
ornekleri diklorometan ile sivi-sivi ekstraksiyonuna tabi tutulmus ve cozelti 2-
propanol ile yer degistirilmistir. Cozeltideki fenoller pentaflorobenzil bromid ile
reaksiyona sokulmus ve pentaflorobenzil esterlerine benzetilmistir. Ekstraksiyondan
sonra hekzan ile tlrevliendirilmis ve GC/MS ile tayin edilmistir. Su, hava ve
topraktaki fenollerin tayin limitleri 0,0033-0,0073 pg/cnt, 0,0066-0,0147 pg/L ve
0,33-0,73 pg/mg olarak sirasiyla bulunmustur. gercek cevre drneklerinde halojenli
fenollerin geri kazanmasi % 90'in Uzerinde bulundugu calismacilar tarafindan
belirtilmistir. Sekil 2.11 de halojenli fenol-PFBB tlrevinin kitle spektrum oOrnegi

gosterilmistir.
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Sekil 2.11 Halojenli fenol-PFBB tirevinin kiitle spektrum ornegi



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Gendl Bilgi

Bu bdlumde halojenli fenollerin kromatografik analizlerinde kullanilan cihazlar ve
kimyasallar hakkinda bilgi verilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

3.2.1. Yuksek performanssivi kromatografi cihazi (HPLC)

Halojenli fenollerin kromatografik ayirmalari, Shimadzu HPLC cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Cihaz, sistem kontrol tnitess (SCL 10 A VP), pompa (LC10
ADVP), dedektér (SPDM 10A VP Foto Diod Array), oto enjektér (SIL 10 ADVP
(70 Via Model Rack 7)), kolon firini (CTO 10 AVP) ve gaz giderme biriminden
(DGU 14 A) olusmaktadir.

Caismada RP Cig, Luna (250x4,6mm, 5um 1.D.) kolon kullanilmistir.

3.2.2. UV-GOorunlr spektrofotometre cihazi

Halojenli fenollerin  kromatografik ayirmalarinda hangi dalga boylarinda
calisilacagini  saptamak amaciyla PerkinElmer Lambda 20 UV-VIS
spektrofotometre kullanilmistir.

3.2.3. lyon analiz cihazi

HPLC mobil fazinin pH 6l¢imlerinde Metleer Toledo MA 235 pH / lyon analiz
cihazi kullanilmigtir. Hanna HI 1332 AgQ/AgCl kombine cam elektrottan

yararlanilmistir. pH 6lctimlerinde sabit sicaklik su banyosu kullanilarak, 25°C+0,1°C
sicaklikta calisiimistir.



3.3. Kullanilan Kimyasal M addeler

Deneylerde kullanilan bitin kimyasal maddeler andlitik veya HPLC safliktadir.
Calismada kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.1’ de verilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan kimyasallar ve 6zellikleri

Kimyasal Madde Ozdlik

3-bromofenal Avocado Research Chemicals Ltd.
3-klorofenol Fluka

4-florofenal Merck

4-Kklorofenol Fluka

4-iyodofenol Avocado Research Chemicals Ltd.
Metanol Merck

Fosforik asit RDH

Potasyum hidrojen fitalat Merck

3.3.1. Kullanilan ¢ozeltiler

Calismada halojenli fenollerin ayirimi i¢in % 30 ve % 50 (v/v)' lik metanol-su olmak
Uzere iki tip mobil faz hezirlanmistir. Sivi kromatografik ayirmada kullanilan ¢oziicl
karisminin pH’si, metanol-su ikili karisimlarinda pH standardizasyonuna uygun
sekilde HsPO,4 ¢ozeltisi ilave edilerek istenen pH degerine ayarlanmistir.

Mobil Faz 1

75 mL Metanol ainarak hacim saf suyla 250 mL’ye tamamlanmis ve bdylece %30-
%70’ lik Metanol-Su mobil fazi hazirlanmistir. Bu ¢ozelti 0,0037 M fosforik asit
icermektedir. pH’'nin 4'e ayarlanmas icin bu cozeltiye 1 M NaOH c¢ozdtis

eklenmistir.




Mobil Faz 2
125 mL Metanol alinarak hacim saf suyla 250 mL’ye tamamlanmis ve bdylece %50-
%50’ lik Metanol-Su mobil fazi hazirlanmistir. Bu ¢ozelti 0,0037 M fosforik asit
icermektedir. pH'nin 4'e ayarlanmas igin bu ¢ozeltiye 1 M NaOH c¢ozeltis
eklenmistir.

1 M NaOH cozeltisi
0,5 g NaOH tartilip 25 mL mobil fazda (%50-%50) mobil fazda ¢ozllerek

hazirlanmistir.

Halojenli fenollerin standart ¢ozeltileri

3-bromofenol ¢ozeltisi, 1000 ppm

0,025 g tartilarak 25 mL lik balon jojeye konmus ve hacim saf su ile tamamlanmistir.

3-klorofenal ¢ozeltisi, 1000 ppm

0,025 g tartilarak 25 mL lik balon jojeye konmus ve hacim saf su ile tamamlanmistir.

4-flor ofenol ¢ozeltisi, 1000 ppm

0,025 g tartilarak 25 mL lik balon jojeye konmus ve hacim saf su ile tamamlanmistir.

4-klor o fenol ¢ozeltisi, 1000 ppm

0,025 g tartilarak 25 mL lik balon jojeye konmus ve hacim saf su ile tamamlanmistir.

4-iyodofenol ¢ozeltisi, 1000 ppm

0,025 g tartilarak 25 mL lik balon jojeye konmus ve hacim saf su ile tamamlanmistir.
KBr ¢ozeltisi, %0,01'lik

0,010 g KBr 100 mL suda ¢dzulmustir.

Hazirlanan tUm standart cozeltiler enjeksiyondan dnce mobil faz ile seyreltilerek

cihaza verilmistir.



3.3.2. Primer standart pH referans ¢ozeltis

Potasyum hidrojen fitalat, CeHs(COOK)(COOH) (0,05 mol/kg) 2 saat 120°C’da
kurutulmustur. Bu katidan gerekli miktar tartilarak suda ¢ozulmustur.

3.3.3. Kartus

Calisilan halojenli fenollerin segilen su numunesinde analizi igin Sep-Pak Cig marka
kartus kullanilmistir.

3.4. Metot

3.4.1. UV-GOrunur bolge spektrofotometresi calismalari

Ik olarak hazirlanan 1000 ppm'lik standart halojenli fenollerin 200-900 nm dalga
boylari arasinda absorpsiyon taramasi yapilarak, hangi bilesigin hangi dalga boyunda
maksimum absorbans yaptigi  belirlenmistir. Bu sonuglardan faydalanarak bu
maddelerin kromatografik ayirmalari gin uygun dalga boyu belirlenmis ve HPLC

calismalarina ondan sonra gegilmistir.

3.4.2. Mobil faz pH standardizasyonu

Mobil faz olarak kullanilan Metanol-Su karisimlarinda primer standart referans
cozeltilerin pH degerlerinin belirlenmesi, 0,05 mol/kg potasyum hidrojen fitalat
cozeltis kullanilarak ve 298,15 K referans ainarak kombine pH elektrodu ile
yapilmistir. Her bir durum igin baslangi¢c pH degeri teorik olarak hesaplanmis, cihaz
bu deger dikkate alinarak kalibre edilmistir.

3.4.3. Sivi kromatografik ayirma calismalari

HPLC calismasi, her bir bilesigin ¢ozeltisnden 10 pL enjekte edilerek yapilmistir.
Calismada iki farkli akis hizi 0,5 mL/dak ve 1,0 mL/dak denemistir.0,5 mL/dak akis
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hizinda gerekli ayirma saglanamamis ve ¢alismanin bitininde 1,0 mL/dak akis hizi
kullanilmistir. Yine calismada sicaklik etkisi bir parametre olarak arastirilmistir.
25°C ile 40°C arasi 5°C'lik farklarla calisilmis, en iyi ayirma yapilan sicakligin 40°C
oldugu belirlendikten sonra bu sicaklikta calismalara devam edilmistir. HPLC
calismasinda kapasite faktorleri, t, dikkate alinarak hesaplanmistir. Halojenli
fenollerin kapasite faktorlerinin belirlenmesinde KBr ¢ozeltis kullanilarak t, degeri
belirlenmistir. Calismada KBr ve halojenli fenollerin alikonma zamanlari, Ucer
enjeksiyonla belirlenmis ve 3 oOl¢cimin ortalamasi alinarak belirlenen alikonma

zamanlari, kapasite faktorlerinin hesabinda kullanilmistir.



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Halojenli fenollerin ilk olarak 1000 ppm'’lik cozdtileri hazirlanarak UV-Gorinir
bolge spektrofotometresinde 200-900 nm dalga boylari arasinda absorpsiyon
taramas yapilmis, hangi bilesigin hangi dalga boyunda maksimum absorbans yaptigi
belirlenmistir. Bu sonuglar asagida gosterilmistir.
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Sekil 4.1 3-kloroferolin 200-900 nm araligindaki absorbans taramasi

2,40
2,2 ]
2,0 ]
1,8 |
1,6 |
1,4 |
1,2 |

A
1,0 |
038 |
0,6
04 ]

0,2 |

-0,01

T T T T T T T T T T T T T 1
200,0 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900,0
NM

Sekil 4.2 3-bromofenol in 200-900 nm araligindaki absorbans taramasi
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Sekil 4.3 4-klorofenol in 200-900 nm araligindaki absorbans taramasi
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Sekil 4.4 4-florofenoltin 200-900 nm araligindaki absorbans taramasi
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Sekil 4.5 4-iyodofenol in 200-900 nm araligindaki absorbans taramasi

Gerekli taramalar yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.1' de verilmistir.

Cizelge 4.1 UV-Gorunir bolge spektrofotometresinde 200-900 nm dalga boyu
araliginda taranan halojenli fenollerin saptanan maksimum dalga boylari

Halojenli Fenol | Maksimum absorbans
3-kloro fenol 273,53
3-bromo fenol 273,31
4-kloro fenol 279,64
4-floro fenol 277,60
4-iyodo fenal 280,66

Uygun dalga boyu saptandiktan sonra 280 nm ortak dalga boyu olarak kabul
edilmis ve bu dalga boyunda HPL C ayirmalarina gegilmistir.

Calisilan bilesiklerin farkli sicakliklardaki ayirmalari incelenerek ayirma lzerine
sicakligin etkis parametresi incelenmistir. Calismalarda enjeksiyon edilen halojenli
fenollerin standart karisimlari hazirlanarak her bir enjeksiyon bu derisimlere gore

yapilmistir. Karismi olusturan maddeleri derisimleri syledir. 4-floro fenol 125 ppm;
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4-kloro fenol 200 ppm ; 3-kloro fenol 100 ppm ; 3-bromo fenol 50 ppm ve 4-iyodo
fenol 525 ppm.

Ik olarak 25°C’da 1,0 mL/dak akis hiziyla ayirma yapilmaya caisilmis ve bulunan
degerler Cizelge 4.2’ de verilmisgtir.

Cizelge 4.2. Haojenli fenollerin 25°C de alikonma zamanlari (Mobil faz: Metanol —
su (%50-% 50 (v/v)); Akis Hizi: 1,0 mL/dak ; Kolon : RP Gg, Luna (250x4,6mm,
5um I.D.) ; Kolon sicakligi 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 uL ; Halojenli fenoller igin
?=280 nm ; KBr i¢cin =200 nm)

Eltsyon siras tr ort, dakika K a
4 floro 8,705 2,290 -
4 kloro 17,937 5,779 2,523
3kloro 19,112 6,223 1,077
3bromo 23,145 7,747 1,245
diyot 30,812 10,645 1,374
to 2,646

Bu sartlarda alinan kromatogram Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Halojenli fenollerin 25°C’ de adinan kromatogrami. 8,710 nolu pik 4-floro
fenol ; 17,934 nolu pik 4-kloro fenolt ; 19,112 nolu pik 3-klor fenoll ; 23,145 nolu
pik 3-bromo fenolii ve 30,812 nolu pik de 4-iyodo fenolt gostermektedir.

Bu sartlarda alinan kromatogramdan’da goértldigu bu sicaklik sartinda halojenli
fenoller kromatografik olarak ayrilmaktadir. Yapilan UV taramasinda 4-iyodo
fenoltin 232 nm de maksimum absorbans verdigi belirlenmisti (Sekil 4.5). Bundan




V)

dolayi 25°C’de ve 232 nm de bu halojenli fenollerin bir kromatogrami alinmis ve bu
kromatogram Sekil 4.7 de verilmistir. Bu kromatogramdan gortldigl gibi 25°C ve
232 nm de 4iyodo fenolin pik siddetinin biytdigt belirlenmistir. Pik siddetinin
blyUkligl nedeniyle 25°C ve 232 nm sartlari halojenli fenollerin ayrilmasi icin

uygun kosul degildir.
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Sekil 4.7. 25°C ve 232 nm de halojenli fenollerin kromatogrami. 8,710 nolu pik 4-
floro fenolti ; 17,937 nolu pik 4-kloro fenoli ; 19,105 nolu pik 3-klor fenolt ; 23,147
nolu pik 3-bromo fenoli ve 30,816 nolu pik de 4-iyodo fenolt gostermektedir.

Bu sartlardan sonra 280 nm dalga boyunda calisilmaya devam edilmis ve sicaklik

etkisinin belirlenebilmes icin bir sonraki sicaklik olan 30°C denenmistir. 30°C ve
280 nm de yapilan ayrilma sartlari Cizelge 4.3 de verilmistir.

Cizelge 4.3. Haojenli fenollerin 30°C de alikonma zamanlari (Mobil faz: Metanol —
su (%50-% 50 (v/v)); Akis Hizi: 1,0 mL/dak ; Kolon : RP Gg, Luna (250x4,6mm,
5um 1.D.) ; Kolon sicakligi 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 pL ; Haojenli fenoller icin
?=280 nm ; KBr i¢in ?=200 nm)

ElUsyon siras tr ort, dakika K a
4 floro 7,813 -
4 kloro 15,203 1,747 2,487
3kloro 16,152 4,346 1,077
3bromo 19,295 4,679 1,236
diyot 25,092 5,784 1,358
to 2,844 7,858

Bu sartlarda alinan kromatogram Sekil 4.8’ de verilmistir.
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Sekil 4.8. Halojenli fenollerin 30°C’ de alinan kromatogrami. 7,813 nolu pik 4-floro
fenol ; 15,203 nolu pik 4-kloro fenolti ; 16,151 nolu pik 3-klor fenoll ; 19,295 nolu
pik 3-bromo fenolii ve 25,092 nolu pik de 4-iyodo fenolt gostermektedir.

Bu sartlarda ainan kromatogramdan’da gorildigt 30°C'ye cikildiginda piklerin
siddetlerinde ve alikonma zamanlarinda 6nemli degisikler olmustur. Sicakligin artis
organik modifiyer artiss gibi etki gostermis alikonma zamanlarinda degisim
gbzlenmistir. Bu sicaklik sartinda da halojenli fenollerin yeteri kadar ayrilabildigi
ancak alikonma zamanlarinda bir disme oldugundan uygun bir parametre olarak

gordlmemistir.

Sicaklik parametresinin ve yeterli ayirma sartlarinin belirlenebilmes icin bu defada
35°C sicaklik ve 280 nm de calisma yapilmistir. Bu sartlara ait ellisyon sirasi Cizelge

4.4 de verilmistir.

Cizelge 4.4. Haojenli fenollerin 35°C de alikonma zamanlari (Mobil faz: Metanol —
su (%50-% 50 (v/v)); Akis Hizi: 1,0 mL/dak ; Kolon : RP Gg, Luna (250x4,6mm,
5um I.D.) ; Kolon sicakligi 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 L ; Halojenli fenoller igin
?=280 nm ; KBr icin =200 nm )

EllGsyon siras tr ort, dakika K a
4floro 7,762 1,894 -
4 kloro 15,081 4,623 2,441
3kloro 16,022 4,974 1,076
3bromo 19,138 6,136 1,234
diyot 24,928 8,295 1,352
to 2,682




Bu sartlarda alinan kromatogram Sekil 4.9'da verilmistir.
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Sekil 4.9. Haojenli fenollerin 35°C’ da alinan kromatogrami. 7,762 nolu pik 4-floro
fenoll ; 15,081 nolu pik 4-kloro fenoll ; 16,022 nolu pik 3-klor fenolt ; 19,138 nolu
pik 3-bromo fenol U ve 24,928 nolu pik de 4-iyodo fenol i gostermektedir.

Sicakligin artisi organik modifiyer artisi gibi etki gostermis alikonma zamanlarinda
dusme gozlenmistir. Bu sicaklik sartinda halojenli fenollerin yeterli bir ayirma
gosterdigi saptanmis, ancak sicaklik parametresinin arastirilmasi icin son sicaklik
olan 40°C" de denenmeye karar verilmistir. 40°C sicaklik sartinda ve 280 nm dalga
boyunda alinan kromatogramin ellisyon sirasi Cizelge 4.5 de verilmistir. Yine bu

sartlarda alinan kromatogram da Sekil 4.10° da verilmistir.

Cizelge 4.5. Halojenli fenollerin 40°C de alikonma zamanlari (Mobil faz: Metanol —
su (%50-% 50 (v/v)); Akis Hizi: 1,0 mL/dak ; Kolon : RP Gg, Luna (250x4,6mm,
5um 1.D.) ; Kolon sicakligi 25°C; Enjeksiyon hacmi: 20 pL ; Haojenli fenoller icin
?=280 nm ; KBr i¢cin =200 nm)

EllGsyon siras tr ort, dakika K a
4floro 7,178 1,495 -
4 kloro 13,412 3,662 2,449
3kloro 14,206 3,937 1,075
3bromo 16,901 4,835 1,230
diyot 21,645 6,516 1,345
to 2,877
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Sekil 4.10. Halojenli fenollerin 40°C’ da alinan kromatogrami. 7,178 nolu pik 4-floro
fenolt ; 13,412 nolu pik 4-kloro fenoll ; 14,206 nolu pik 3-klor fenold ; 16,901 nolu
pik 3-bromo fenol U ve 21,645 nolu pik de 4-iyodo fenol Ui gostermektedir.

Sicakligin artis organik modifiyer artis gibi etki gostermis alikonma zamanlarinda

degism gozlenmistir. Yapilan ayirma calismalarindan en uygun sicaklik sartinin
25°C ve 280 nm dalga boyu olduguna karar verilmistir. Ayrica KBr icin de 40°C

sicaklikta kromatogram alinmis ve Sekil 4.11 de bu gosterilmistir.
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Sekil 4.11. KBr icin 40°C’ da alinmis kromatogram



En uygun kosul saptanip yeterli ayirma saglandiktan sonra, her bir halojenli fenol
icin geri kazanmalar hesaplanmis ve analitiksel veriler Cizelge 4.11' de verilmistir.
Korelasyon katsayilarindan gorulecegi gibi her bir bilesk icin bu kosulda alan
derisim iliskis lineerdir. Her bir madde icin aanderism degerleri ve grafikleri

asagida gosterilmistir.

Cizelge 4.6. 4-floro fenol icin derism (ppm) — alan verileri

Derisim (ppm) Alan
2 37240
4 90050
8 154269
20 366113
25 453078
27 476777
500000
400000
300000
200000
100000+
0 I I I T T 1
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Sekil 4.12. 4-floro fenol igin derism-alan grafigi
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Cizelge 4.7. 4-floro fenal icin derism (ppm) — alan verileri

Derism (ppm) Alan
2,75 32019
55 74450
11 127331
25 299011
30 370105
37,5 463468
500000
400000}
300000}
% 200000}
100000
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Sekil 4.13. 4-kloro fenal igin derism-alan grafigi



Cizelge 4.8. 3-kloro fenol icin derism (ppm) — alan verileri

Derism (ppm) Alan
2,75 27206
55 66207
11 109242
25 272695
30 335086
35 396206
400000
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Sekil 4.14. 3-kloro fenol icin derisim-alan grafigi



49

Cizelge 4.9. 3-kloro fenol icin derism (ppm) — alan verileri

Derism (ppm) Alan

2,25 31290

4,5 75064

9,0 133153

20 284308

25 347178

30 419800
500000
400000
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% 200000
100000
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Sekil 4.15. 3-bromo fenol icin derism-alan grafigi



Cizelge 4.10. 3-kloro fenol icin derisim (ppm) — alan verileri

Derism (ppm) Alan
20 124659
40 298331
80 509780
125 775104
150 916193
185 999112

ppm

Sekil 4.16. 4-iyodo fenol icin derism-alan grafigi

Cizelge 4.11. Halojenli fenalller icin geri kazanmalar ve analitiksel veriler

Halojenli fenol y=atbx R Geri kazanma
4-flor y=12408,8 +17477,5x 0,999 %86
4-Klor y=1366 + 12300,5x 0,999 %89
3-klor y=-5007,6 + 11326x 0,999 %95

3-Brom y=7495,2 + 13728,1x 0,999 %88
4-iyot y=3458,9 + 5889,1x 0,999 %88
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4.1. Numune Calismasi

Kromatografik ayirmanin optimizasyonundan sonra halojenli fenollerin (4-floro
fenol ; 4-kloro fenal ; 3-kloro fenol ; 3-bromo fenol ; 4-iyodo fenol) tayini igin 6rnek
olarak icme suyu secilmistir. 0,01 M dipotasyum hidrojen ftalat ile seyreltilen (1:1)
karism numuneden 20 pL enjekte edilmis ve yapilan analizde su numunes iginde

halojenli fenollerin saptanmasi calisilmistir.

Yapilan calismada halojenli fenollerin pH’s icin 4,552 degeri bulunmustur. Bu
numunenin kolona enjeksiyonundan sonra bunlarin kolondaiyi bir sekilde tutundugu
saptanmis ve bu kosulu ortadan kaldirmak icin ortam 0,01 M dipotasyum hidrojen
ftalat ile 1:1 oraninda seyreltilerek pH’'nin bazik bolgeye kaymasi saglanmistir. Bu
isem icin de Sep-Pak C;g kartustan yararlanilmistir. Asidik bolgede yapilan ayirma
calismalarinda 7-8 mL metanol kullanilirken, bunun ortadan kaldirilmasi amaciyla
Cis kartus kullanilmis ve harcamanin 23 mL ye distigi gozlenmistir. Her bir mL
metanol ie alinmis kismin kromatogrami ainarak su icerindeki halojenli fenollerin

dedeksiyonu amaglanmistir. Asagidaki sekillerde bu kromatogramlar gortlmektedir.
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Sekil 4.17. 0,01 M dipotasyum hidrojen fosfat ile 1:1 seyreltilen standart karisimin
kartustan ilk 1 mL metanol ile alinmis kisminin kromatogrami.
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Sekil 4. 18. 0,01 M dipotasyum hidrojen fosfat ile 1:1 seyreltilen standart karisimin
kartustan ikinci 1 mL metanol ile alinmis kisminin kromatogrami.
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Sekil 4. 19. 0,01 M dipotasyum hidrojen fosfat ile 1:1 seyreltilen standart karisimin
kartustan tctinctl 1 mL metanol ile alinmis kisminin kromatogrami.
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Sekil 4. 20. 0,01 M dipotasyum hidrojen fosfat ile 1:1 seyreltilen standart karisimin
kartustan alt faza gegcen sulu kisminin kromatogrami.

Hanada ve arkadadlari tarafindan yapilan calismada fenoller icin dedeksiyon limitinin
0,0033-0,0073 pg oldugu saptanmistir. Bu dedeksiyon limitinden yararlanarak,
yapilan bu calismalar neticesinde kartusun atina gecen su numunesinin
kromatogramindan herhangi bir halojenli fenol dedeksiyonuna rastlanamadigi

saptanmistir.



5. SONUCLAR

Bu caismada haojenli fenollerin (4-floro fenol; 4kloro fenol; 3kloro fenol; 3
bromo fenol ve 4-iyodo fenol) sicaklik parametresi kullanilarak ters faz sivi

kromatografik ayirimi gerceklestirilmeye calisiimistir.

Bir cok kromatografik calismada mobil faz pH’si, mobil fazin sulu kisminin pH’s
olarak alinmaktadir. Bu yaklasm son derece yanlistir. Bazi durumlarda mobil faz
pH’s organik modifiyer ile sulu kismin karistirilmasindan sonra 6l¢ilmektedir. Bu
durumda potansiyometrik sistem sulu ¢ozeltiler kullanilarak kalibre edildigi igin
Olculen pH, mobil fazin gercek pH’'s degildir. Kromatografide uygun yaklasm
mobil fazin pH’sini su-organik ¢oziict karisiminda belirlemektir. Bu glin su-organik

¢Ozlcu karismlarinda pH standardizasyonu ileilgili calismalar mevcuttur.

Cdismamizda calislan haojenli fenollerin literatirdeki pK degerlerinden
yararlanilarak pH 4,552'de calismaari surdirdlerek tamamlanmistir. Secilen pH
degeri herhangi bir negatif deney sonucu vermedigi icin farkli bir pH’da deneme
yapilmamistir.

Cadismada ilk olarak halojenli fenollerin 1000 ppn'lik ¢ozdtileri hazirlanmis UV-
Gorunur bolge spektrofotometresinde  200-900 nm dalga boylari arasinda
absorpsiyon taramas yapilmis, hangi bilesigin hangi dalga boyunda maksimum
absorbans yaptigi belirlenmistir. Uygun dalga boyu saptandiktan sonra 280 nm ortak
dalga boyu olarak kabul edilmis ve bu dalga boyunda HPLC ayirmalarina
gecilmistir.

Calismada iki farkli mobil faz hazirlanmis ve denenmigtir. Birinci mobil faz'la (%30
- % 70 Metanol — Su) yapilan ayirma ¢alismalarinda, ¢alisilan maddelerin piklerinde
yeterli keskinlige ulasilamamis ve piklerin yayildigi goruldigi icin bu mobil fazla
calisilmaktan vazgecilmistir. Ikinci mobil faz'la (% 50 - % 50 Metanol — Su) yapilan
calismada yeterli pik yuksekligi ve yeterli ayirma saglandigi belirlendikten sonra bu

mobil faz'la calismalara devam edilmistir.



Calisilan bilesiklerin farkli sicakliklardaki ayirmalari incelenerek ayirma Uzerine
sicakligin etkis parametresi incelenmistir. Calismalarda enjeksiyon edilen halojenli
fenollerin standart karismlari hazirlanarak her bir enjeksiyon bu derisimlere gore

yapilmistir.

Ilk olarak 25°C'da 1,0 mL/dak akis hiziyla ayirma yapilmaya calisilmistir. Bu
sartlarda alinan kromatogramdan’ da goruldigt bu sicaklik sartinda halojenli fenoller
kromatografik olarak ayrilmaktadir. Yapilan UV taramasinda 4iyodo €nolin 232
nm de maksimum absorbans verdigi belirlenmisti (Sekil 4.5). Bundan dolayi 25°C’ de
ve 232 nm de bu haojenli fenollerin bir kromatogrami alinmistir (Sekil 4.7) Bu
kromatogramdan goruldugt gibi 25°C ve 232 nm de 4-iyodo fenol(in pik siddetinin
biyUdugu belirlenmistir. Pik siddetinin biiyikl gl nedeniyle 25°C ve 232 nm sartlari
halojenli fenollerin ayrilmasi icin uygun kosul degildir. Bu sartlardan sonra 280 nm
dalga boyunda calisilmaya devam edilmis ve sicaklik etkisinin belirlenebilmesi icin
bir sorraki sicaklik olan 30°C denenmistir. Bu sartlarda alinan kromatogramdan
30°C’ye cikildiginda piklerin siddetlerinde ve aikonma zamanlarinda Onemli
degisikler oldugu saptanmistir. Sicakligin artis organik modifiyer artis gibi etki
gostermis aikonma zamanlarinda degism gozlenmistir. Bu sicaklik sartinda da
halojenli fenollerin yeteri kadar ayrilabildigi ancak alikonma zamanlarinda bir diisme
oldugundan uygun bir sart olarak gordlmedigi  distndlmastir.  Sicaklik
parametresinin ve yeterli ayirma sartlarinin belirlenebilmesi icin bu defada 35°C ve
40°C sicakliklarda ve 280 nm de calisma yapilmistir.  Sicakligin artis organik
modifiyer artis gibi etki gostermis aikonma zamanlarinda degism gozlenmistir.
Y apilan ayirma ¢alismalarindan en uygun sicaklik sartinin 40°C ve 280 nm dalga

boyu olduguna karar verilmistir.

En uygun kosul saptanip yeterli ayirma saglandiktan sonra, her bir halojenli fenol
icin geri kazanmaar hesaplanmis ve anditiksel  veriler Cizelge 4100 da
gosterilmistir. Korelasyon katsayilarindan goruldigt  gibi her bir bilesk icin bu

kosulda alan derism iliskisinin lineer oldugu saptanmistir.



Kromatografik ayirmanin optimizasyonundan sonra 4-floro fenol ; 4-kloro fenal ; 3-
kloro fenol ; 3bromo fenol ; 4iyodo fenol’Gn tayini icin 6rnek darak icme suyu
secilmistir. 0,01 M dipotasyum hidrojen ftalat ile seyretilen (1:1) karism
numuneden 20 pL enjekte edilmis ve yapilan analizde su numunesi icinde halojenli

fenollerin saptanmasi calisiimistir.

Yapilan calismada halojenli fenollerin pH’si icin 4,552 degeri bulunmustur. Bu
numunenin kolona enjeksiyonundan sonra bunlarin kolonda iyi bir sekilde tutundugu
saptanmis ve bu kosulu ortadan kaldirmak icin ortam 0,01 M dipotasyum hidrojen
ftalat ile 1:1 oraninda seyreltilerek pH'nin bazik bolgeye kaymas saglanmistir. Bu
islem igin de Sep-Pak Cig kartustan yararlanilmistir. Asidik bdlgede yapilan ayirma
calismalarinda 7-8 mL metanol kullanilirken, bunun ortadan kaldirilmasi amaciyla
Cis kartus kullanilmis ve harcamanin 23 mL ye distligti gozlenmistir. Her bir mL
metanol ile ainmis kismin kromatogrami alinarak su icerindeki halojenli fenollerin
dedeksiyonu amaglanmistir. Yapilan bu calismalar sonucunda kartusun altina gegen
su numunesinin  kromatogramindan (Sekil 4.20) herhangi bir halojenli fenol

dedeksiyonu saptanamamistir.
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