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o-Fenilendiamin (0-FDA) tiirevleri aminler arasinda bilinen insan saglhigi agisindan en
tehlikeli aminlerdendir. Sa¢ boyalarinda, gida boyalarinda ve gida iirlinlerinde 0-FDA ve
tirevlerinin yaygin bir sekilde kullanildigi tahmin edilmektedir. Bunun sonucu olarak
boyanmis sag, biyolojik s1vi, ¢evre ve gida numunelerinde bu maddelere rastlanmasi beklenen

bir durumdur.

Bu calismada, sa¢ boyasi, boyanmis sag, biyolojik sivi, gida ve g¢evre o6rneklerindeki 0-FDA
tiirevlerinin kalitatif ve kantitatif tayinleri icin GC-MS analizine dayali bir analitik metot
gelistirilmistir. Bu metot ilgili maddelerin tiiretilmesi, sivi-sivi ekstraksiyonu ve GC-MS
analizini igermektedir. Bu amagla 0-FDA’lar nitrit iyonu ile tlirevlendirilmistir. Tiiretme
verimini artirmak i¢in pH parametresi optimize edilerek, optimum pH degeri 2 olarak
belirlenmistir. Elde edilen 1H-benzotriazol (1H-BT) tiirevlerine toluen ile sivi-sivi

ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Sivi-sivi ekstraksiyon i¢in pH optimize edilmis ve en

il



OZET (devam ediyor)

yiiksek verim pH 6’da elde edilmistir. Toluen fazina alman tiirevlerin GC-MS analizleri

yapilarak yapilar1 aydinlatilmistir.

Yapilan bu ¢alisma ile 0-FDA ve tiirevlerini, sa¢ boyasi, boyanmis sag, sanayi atik suyu, dere
suyu, deniz suyu, meyve suyu ve mide suyu oOrneklerinde diisiik konsantrasyonda dahi
belirlenmesine imkan saglayan, hassas, spesifik ve uygulanabilir bir analiz metodu

gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: o-Fenilendiamin tiirevleri, sa¢ boyasi, boyanmis sa¢, gida ornekleri,

mide suyu, ¢evre drnekleri, GC-MS

Bilim Kodu: 405.03.01
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0-Phenylenediamines (0-PDA) and derivates are among the most dangerous amines in terms
of human health. It is estimated that o-PDA and derivates are extensively used in
manifacturing of hair dyes, food colorants and foods. As a result, these substances present in

dyed hair, biological liquid, environment and food samples is expected.

In this work, an analytical method based on GC-MS analysis was developed for qualitative
and quantitative analysis of 0-PDA derivates in hair dye, dyed hair, gastric juice, food and
environmental samples. This method includes derivatizing, liquid-liquid extraction and GC-
MS analysis of molecular interested. For this aim, derivatization was achiveed with nitrite. pH
parameter was optimized to pH 2 for high yield. 1H-benzotriazole (1H-BT) derivates were
extracted with toluen. Highest extraction yield was established at pH 6. 1H-BT derivates 0-
PDA’s were extracted at pH 6 to isolate. Extracted derivates were analysed with GC-MS and

structural identification of compound were carried out.



ABSTRACT (continued)
A sensitive, spesific and applicable GC-MS method was developed for determination even
low concentration of PDA’s in hair dye, dyed hair, industrial wastewater, river water,

seawater, fruit juice and gastric juice samples.

Keywords: 0-Phenylenediamines and derivates, hair dyes, dyed hair samples, enviroment

sample, fruit juice and gastric juice GC-MS
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

dk Dakika

eV Elektronvolt

R? Korelasyon katsayisi

m/z Kiitle/yiik (m/e)

X Madde konsantrasyonu

M Molarite

M* Molekiil iyon piki

KISALTMALAR

pH Aktif hidrojen iyonu konsantrasyonunun eksi logaritmast
rt Alikonma zamani (Retention time)

NPD Azot-fosfor 1s1 dedektorii

BEHPA Bis-2-etilhekzilfosfat

EI Elektron darbe iyon kaynagi (electron impact)
ECD Elektro kemiliiminesans dedektor

PFD Fosfor alev dedektorii

GC Gaz kromatografisi

GC-MS Gaz kromatografisi-Kiitle spektrometresi
SPE Kati-faz ekstraksiyonu

SPME Kati-faz mikro ekstraksiyonu

ug Mikrogram

mg Miligram

mm Milimetre

mL Mililitre

mm? Milimetre kare

BSA N,O-bis (trimetilsilil)asetamid

MBTFA N-metilbis(trifloroasetamid)

MSTFA N-metil-N-(trimetilsililtrifloroasetamid)

xvil



MTBSTFA:

ng
T™MS
0-FDA
ppb
ppm
PFA
SIM
TFA
uv
HPLC
1H-BT
DNBS
DNFB
LC

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi (devam ediyor)

N-metil-N-(tert-butildimetilsilil)trifloroasetamid
Nanogram

N-trimetilsilil
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 AROMATIK AMINLER

Aromatik aminler, amino grubunun (-NH2) dogrudan dogruya aromatik halkaya bagli oldugu
bilesiklerdir. Aromatik hidrokarbonlarin yan zincirlerinde amino grubu igeren bilesikler
genelde aromatik aminler arasinda incelense de bunlar temelde aril siibstitiie alifatik
aminlerdir. Aromatik aminler, en basit yapili anilinden; heterohalkali yapiya veya birden fazla

stibstitiie gruba sahip olduk¢a kompleks yapiya kadar degisen aralikta yer alabilmektedirler.

En basit aromatik amin olan anilin ilk kez 1826’da Unverdoben tarafindan indigo boyar
maddelerin kireg ile yapilan parcgalayici distilasyonundan elde edilmis olup ve bundan dolay1
adim Ispanyolca adi olan ‘anil’den almaktadir. Anilin genel olarak nitrobenzenin

indirgenmesinden elde edilmektedir.

Aminler nispeten zayif baz olmalarina karsin alkil gruplarinin elektron verme 6zelliginden
dolay1 alifatik aminler amonyaga gore daha kuvvetli bazik 6zellik gostermektedirler. Bunun
yani sira aromatik aminler alifatik aminlerden ¢ok daha zayif bazik 6zellik gostermektedirler.
Aromatik aminlerin alifatik aminlerden daha zayif baz olmalarinin nedeni aromatik halkanin p
orbitaline dogru azot atomu iizerindeki elektron c¢iftinin delokalizasyonundan yani bag

olusumu i¢in mevcut azot atomu tizerindeki elektron yogunlugudur.

Aromatik halkaya baglanan elektron verici siibstituentler (CH3, OCHs, vb.) halkanin
bazikligini yiikseltirken, elektron alici siibstituentler (Cl, NO2, vb.) bazikligi azaltarak
aromatik aminlerin bazikligini etkilemektedir. Azot gurubuna goére aromatik halka {izerindeki
stibstituentlerin orto, meta ya da para yonlenmeleri baziklik iizerine etki ettigi yapilan

caligmalarla belirlenmistir (Hehre 1986). Aromatik amin igeren halkaya metil grubunun para



konumunda baglanmasiyla bazlik en yiiksek iken, orto konumunda baglanmasinda en diisiik

bazik 6zellik gosterdigi belirtilmektedir (Fieser 1958, Motekaitis 1988).

Anilin ve tlirevleri gibi aromatik aminler, toksititeleri ve kanserojenik etkileri sebebiyle
cevresel su Kkirleticilerinin en 6nemli kisimlarini olustururlar. Siibstitiie aromatik aminler
kimya endiistrisinde boyalarin, pestisitlerin ve farmasotiklerin iiretiminde c¢okca
kullanilmaktadir. Sudaki ¢oziiniirliiklerinin yiiksek olmasi sebebiyle toprak altina kolayca
sizabilirler ve yer alti sularmi kirletirler. Ayn1 zamanda mesrubat, sekerleme gibi ticari

iirlinler ve igme sularinda belirlenebilir seviyede bulunabilirler (Singh et al. 2003).

Kalorisiz tatlandiricilarda, i¢eceklerde ve cesitli gida triinlerinde, kagit, deri, kozmetik, ilag,
oyuncak, plastik, matbaa baskilari, tekstil gibi bir ¢ok sanayide aromatik aminler ve aromatik
amin kokenli azo boyalar1 kullanilmaktadir (Saurina and Herndndez-Cassou 1999). Aromatik
aminlere, tiitiin ve irilinlerinin yanmast sonucu olusan dumanlarda da rastlanilmigtir. Sigara
kullananlarin mesane ve yumurtaliklarinda aromatik amin eklenmis DNA pargalar1 seviyesi

belirgin bir sekilde yiiksek ¢ikmigtir (Talaska 1994).

Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri aromatik aminlerin yiiklii ya da ndtral halde bulunabilmelerini
saglamaktadir. Bu durum c¢evrede yol agtiklar1 zararlar tizerinde 6nemli etki gostermektedir.
Bir¢ok aromatik amin kanserojenik olarak siniflandirilmaktadir. Dolayisiyla ¢evrede aromatik
aminlerin belirlenmesi cesitliligin ve miktarlarinin 6nlemlerinin alinmasinda ve bunun ig¢in

yeni tedavi teknolojilerinin gelismesine yardim edebilir.

Aromatik aminlerin diazolanmasi ile olusan azo boyar maddeleri ile ilgili yapilan
caligmalarda, aerobik ortamda azo boyar maddelerin biyolojik bozunma ile zararsiz birkag
bilesige doniistiikleri tespit edilmis ve bununla beraber bu bilesiklerin anaerobik ortamda daha
zararll bilesikleri olusturduklar1 belirtilmistir (Pagga and Brown 1986, Donlon et al. 1997,
Sparr Eskilsson et al. 2002). Tekstil ve deri sanayinde siklikla kullanilan Mordant Orange I
azo boyar maddesinin muhtemel anaerobik ve aerobik bozunma reaksiyonlar1 ve olusan

iirtiinler Sekil 1.1°de verilmektedir (Donlon et al. 1997).
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Sekil 1.1 Mordant Orange boyar maddesinin aerobik ve anaerobik ortamda bozunma
reaksiyonu (Donlon et al. 1997).

Aromatik aminler kimyasal, tekstil ve deri fabrikalarin atiklariyla cevreye
yayilabilmektedirler (Pinheiro et al. 2004). Aromatik aminler ve tiirevleri agiz yoluyla,
solunum ve deri temasiyla viicuda alindiginda insanlar i¢in toksik 6zellik gostermektedirler.

S6z konusu aminlerin bazilar1 ¢ok diisiik konsantrasyonda dahi kanserojeniktir (Scott 1962).

1.1.1 Fenilendiamin ve Tiirevleri

Fenilendiaminler, CeH4(NH2)2 formiiliiyle gosterilen, yapilarinda bir aromatik halka ve bu
aromatik halkaya bagli iki amino grubuna sahip kimyasal bilesikler olarak tanimlanir. Amino
grubunun yonlenmesine bagl olarak orto, meta ve para olmak iizere ii¢ fenilendiamin izomeri

vardir ve bunlar genel olarak boyarmadde tiretiminde kullanilmaktadir.

@NHZ H2N\©/NH2 /©/NH2
NH, H,N

Sekil 1.2 Fenilendiamin izomerleri (orto-, meta-, para-fenilendiamin).
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0-FDA (o-fenilendiamin) ve tlirevlerinin mutajenitesi ve toksikliginin anilin, p-FDA (p-
fenilendiamin) ve mM-FDA (m-fenilendiamin) ile karsilastirilmasi c¢alismalar1 yapilmistir.
Anilin yiiksek diizeyde toksik degildir, fakat baska bir amino grubunun orto ya da para
konumunda eklenmesi ile toksikligi artar. p-FDA, 0-FDA’dan daha toksik, 0-FDA’ninm-
FDA’ dan daha toksik etki gosterdigi goriilmiistiir. Bunun yaninda amino gurubunun konumu
mutajenik aktiviteyi de etkilemektedir. 0-FDA ve m-FDA, test edilen degisik hayvanlarda p-
FDA’den daha mutajenik oldugu belirlenmistir (Chung 1995). Fenilendiaminlerin bazi ¢evre
ortamlarinda bulunmalari, mutajenik olmayan ¢evre kirleticilerinin mekanizmalar sonucunda

mutajenik maddelere doniistiigiiniin bir gostergesidir (Gichner et al. 2001).

Heterosiklik bilesiklerin sentezinde 6nemli bir baslangic maddesi olan 0-FDA, C¢Ha(NH2)2
kapal1 formiiliine sahip organik bir bilesiktir. Klor, nitro, metil, dikloro ve dibromo gibi farkl
fonksiyonel gruplarin baglanmasiyla olusan 0-FDA tiirevleri bulunmaktadir (Cizelge 1.1). Bu
fonksiyonel grup farkliliklar1 0-FDA tiirevlerinin kimyasal ozellikleri ve insan sagligina

etkileri lizerinde degisikliklere sebep olmaktadir.

0-FDA tuzlan kati1 formda oksidasyona karsi1 kararlidirlar. Ancak tuz formunda olmayan o-
FDA kat1 ve sivi halde hatta ¢6ziicii icinde kararsizdirlar. Oksijen ya da oksidant varliginda
ozellikle 151k altinda kahverengi renkli oksidasyon iirtinleri olugsmaya baglar. Sulu ¢ozeltilerde
0-FDA oksidasyon stabiliteleri artan pH degerlerinde amino gruplarinin deprotonasyonun
sonucu olarak artar. 0-FDA ve tiirevleri birgok boyanin, pigmentin iiretiminde ve mantar ilact
iiretiminde ara triin olarak kullanilmaktadir. Almanya’da 15 yildan daha fazla siiredir. o-
FDA’larin sa¢ boyasinda kullanimlar1 yasaklanmistir. Buna karsin Japonya’nin yillik 0-FDA
ithracati ortalama 2307 tondur (Economy 2009).

0-FDA genel olarak pestisit, boya ve korozyon oOnleyici olarak kullanilan heterosiklik
bilesiklerin sentezi asamasinda ara iiriin olarak kullanilmaktadir. 0-FDA ticari olarak % 99.3
ten daha yliksek saflikta renksiz higroskopik kristal halde bulunabilmektedir. Safsizliklar m-

izomer ya da p-izomer olmak iizere % 0.2 olarak verilmektedir (BUA 1993).



Cizelge 1.1 1,2-Fenilendiamin ve tiirevlerinin yapilar1 ve molekiil agirliklari.

Molekiil Adx Kisaltmalar Molekiiliin Yapisi Molekiil Agirhig
NH,
1,2-Fenilendiamin o-FDA ©i 108,14 g/mol
NH,
4-Kloro-1,2- NH
. o 4-Cl- 0-FDA 142,59 g/mol
Fenilendiamin cl NH,
5-Kloro-1,2- Cl NH,
5-Cl- o-FDA 142,59 g/mol
Fenilendiamin
NH,
4,5-Dikloro-1,2- cl NH
o 4,5-Cl- 0-FDA 177,03 g/mol
Fenilendiamin cl NH,
NH,
3-Metil-1,2-
3-M-0-FDA 122,17 g/mol
Fenilendiamin NH;
Me
5-Metil-1,2- Me NH,
5-M-0-FDA 122,17 g/mol
Fenilendiamin
NH,
4,5-Dibromo-1,2- Br NH,
_ o 4,5-Br-0-FDA 265,93 g/mol
Fenilendiamin Br NH,
NH,
3-Nitro-1,2-
3-N-0-FDA NH 153,14 g/mol
Fenilendiamin 2

Z
@)
N

Toksikolojik ¢aligmalarda ticari olarak bulunan 0-FDA muhtemel oksidasyon iirlinlerinin

ortamda bulunmasi sebebiyle sar1 ile koyu kahverengi arasinda farkli renklerle karakterize




edilmektedir. Oksidasyon tirlinlerinin varligi 0-FDA zararh etkilerini ortadan kaldirmaz ve

calismalar sirasinda dikkate alinmalidir.

0-FDA, polimerler ve ilaglar gibi bir¢cok endiistride ham madde olarak kullanilmasina ragmen
en ¢ok kullanim alan1 boya endiistrisidir (Wang et al. 2008a).Ayn1 zamanda sa¢ boyalarinda,
fotograf gelistirme ajanlarinda, plastik endiistrisinde volkanizasyon hizlandiricis1 ve yakit

antioksidanlari olarak kullanilirlar (Hazardous Substances Database).

Sa¢ boyalarinda herhangi bir reaksiyon gerektirmeden kalict ve yar1 kalict sa¢ boyalarinda
saca kahverengi, kirmizi ve parlak sar1 renkleri veren 4-nitro-0-FDA bir¢ok {ilkede yasakli
olmasina ragmen boya iceriklerinde kullanilmaktadir (Cosmetology 1993). 0-FDA, iizerinde
bulunan ve biyolojik aktivite gostermesi olasi olan azot igeren biiylik halkali yapilar
sentezlemeyi saglayan diamino kismu sayesinde heterosiklik sentez yapan kimyacilar

tarafindan biiyiik ilgi gérmistiir.

1.2 FENILENDIiAMIN VE TUREVLERININ INSAN SAGLIGINA ETKIiLERIi

Aromatik aminlerin insanlar lizerindeki kanserojenik etkisi ilk kez 1985 yilinda Alman cerrah
Ludwig Rehn tarafindan boya endiistrisinde calisan ve aniline maruz kalan erkekler arasinda
yiiksek oranda iiriner kanser olustugunun rapor edilmesiyle ortaya ¢ikmigtir (Ahlstrom et al.
2005). Aromatik aminlerin genetoksik ve kanserojenik etkilerinin nedeni, DNA molekiillerine
baglanabilecek reaktif ara iriinler veren ve N-hidroksilleme ile baslayip esterlesme ve
asetilleme gibi reaksiyonlar {izerinden devam eden biyolojik aktivasyon olarak

belirtilmektedir (Pinheiro et al. 2004).

Fenilendiaminler mutajenik aromatik aminlerdir. Bu ajanlar iiretim ve ila¢ sektoriinde ara
tirtin olarak kullanilirlar. Bu ajanlarin birgogu bitkilerin mekanizmasinda model bilesik olarak
kullanilirlar (Pielesz 1999). Azo boyalarmin R-NH: gruplarinin agilarak indirgenmesi bu

boyalarin bozunma proseslerinden birisidir (Pielesz et al. 2002).

Tekstil ve boya sanayinde kullanilan azo boyar maddelerin anaerobik bakteriyel bozunmasi
sonucunda 0-FDA, 2-naftilamin, nitroanilin, o-toluidin ve anilin gibi kanserojen yapilar
olusmakta ve bu yapilarin insan ve ¢evre sagligin1 olumsuz yonde etkiledigi belirtilmektedir

(Garrigos et al. 2002).



Oksidasyon sa¢ boyalarinda bulunan alerjik reaksiyondan sorumlu olan bilesikler sentezve
yikim islemleri sirasinda olusan bilesiklerdir. 0-Nitro-p-FDA’daki p-TDA (Fregert et al.
1972), p-FDA’daki 0-FDA ve p-FDA’daki 4,4-diamino benzen toksik kirliliklerinin alerjik
etkiye neden olduklari anlagilmistir (Andri et al. 1995). Aymi zamanda kiside olusan
hassasiyetin sadece boyaya maruz kalan duyarli bireylerde degil, bu boyalara mesleksel

olarak temasta bulunan kuaforlerde de saptanmistir (Marzulli 1978).

Kozmetolojistler, kuaforler ve giizellik uzmanlar1 kisa siireli laboratuar testlerinde potansiyel
kanserojen olarak belirlenen, mutajenik aktiviteli diamino benzen, toluen, azo boyalarina,
anilin boyalarina, fitalatlara ve halojenlenmis ¢oziiclilere mesleksel olarak teneffiis ve deri
yolu ile maruz kalmaktadirlar. Bu nedenlerle bu kisilerde mesleksel dermatit ve kanser

vakalar1 gézlenmistir (Babish 1991).

Mutajenik ¢aligmalar aromatik amin arastirmalarinin ¢ok 6nemli bir alan1 olmustur. DNA’ya
eklenmeleri ve mutasyon baglattiklarinin belirlenmesi bu bilesiklerin kanserojenligi hakkinda
kritik bilgiler vermektedir (Schut 1999). Spesifik DNA eklenme iiriinleri olan aril aminlerin

mutasyon c¢aligmalari hala aktif bir arastirma alanidir (Colvin 1998, Burnouf and Fuchs 2000).

Cin ve Hindistan’da yapilan ¢alismalar (BiW and Chein 1992, Rothman and Schulte 1996)
benzidin ve benzer aromatik aminlerin izinsiz kullanimlar1 hala siirdiigiinii gdstermektedir.
Ayn1 zamanda aromatik aminler yan {irlin olarak olusmaktadir ve tiitiin dumaninda
bulunmaktadir (Talaska 1994). Aromatik aminler hiicrelerde kanserin baslamasina onciiliik
etmektedir. Insan viicudunda nitro doniistiiriicii enzimler tarafindan aromatik nitro bilesikleri
cesitli doniisiimler gecirerek aromatik nitrozo bilesiklerini olusturmaktadir. Bu gruplar
hemoglobindeki sistein’in, SH grubuna baglanarak kanser olusturmaktadir. Aromatik nitrozo
bilesiklerinin diger bir tiirii de aromatik hidroksil amindir. Bu bilesik azot iyonlari ile direkt
DNA'’ya baglanmaktadir. Bu doniisiimler Sekil 1.3’de gosterilmektedir. Kanser hastalarinda
yapilan aragtirmalarda hastalarin idrarlarindaki aromatik aminler ve aromatik nitro
bilesiklerinin konsantrasyonun normalde bulunmasi gerektiginden daha yiiksek seviyelerde

tespit edilmistir (Weiss and Angerer 2002).
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Sekil 1.3 Aromatik amin ve aromatik nitro bilesiklerinin basitlestirilmis metabolik yolu.
(A: Nitro indirgeyici enzim, B:Bagirsak bakterileri (Weiss and Angerer 2002)).

Yillardir yapilan ¢alismalar azo boyalarmin mutajenik etkisini ortaya koymaktadir. Bu azo
boyalarinin insanlar i¢in en biiylik tehlikesi tiikiiriik, ter ve mide sivisiyla zararli aromatik
aminlere donlismeye yatkinligidir (Pielesz 1999). Azo boyalarinin bozunma iiriinii olarak

yiiksek mutajenik etkiye sahip FDA’lar olugsmaktadir (Pielesz et al. 2002).

1.2.1 Fenilendiamin ve Tiirevlerinin Toksikligi

Sozciik anlami ile toksikoloji "zehir bilimi" demektir. Zehir ise "canli organizmada zararl etki
gosteren herhangi bir madde" olarak tanimlanabilir. Ancak bugiin bu tanimlar modern
toksikolojinin  smirin1  ve igerigini belirlemede yetersiz goriilmektedir. Zehirlerin
kaynaklandigi, fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri, canli organizmada ugradig1 degisim
ve etki mekanizmalari, toksik dozlari, zehirlenmelerin tedavileri, zehirlerin izolasyonu, nitel
ve nicel analizleri, toksik maddelerin giivenceli kullanimi i¢in risk analizleri modern

toksikoloji’nin ugras alani i¢cine girmektedir.

Aromatik aminler ve tilirevleri dogal kanserojen etkileri ve toksisiteleri nedeni ile 6nemli
cevresel kirleticilerdendir (Singh et al. 2003). Bu nedenle mutajenik ve kanserojenik
etkilerinden siiphelenilen aromatik aminler gibi ¢evresel konulara giderek artan bir ilgi

mevcuttur.



Aromatik aminler kanser yapict ve toksik Ozelliklerinden dolayr ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile tehlike olusturmaktadir (Dalane 1985). Sa¢ boyalarindaki aromatik
aminlerin kanserojen etkileri Diinya Saglik Orgiitiiniin kanser aragtirmalar1 uluslar aras1 ajansi

ve diger otoriteler tarafindan yayimlanmistir (Van Duren 1980, IARC 1993, Talaska 2003).

0-FDA, farmasotik kimyada parasetamol ve dibazol gibi ilaglarin sentezinde kullanilir. Bu
ilaclar etkili analjezik-antipretik (parasetamol), bagisiklik sistemi giiclendirici ve tansiyon
diisiiriicii olarak kullanilirlar (Evgen'ev et al. 2002). 0-FDA tiirevlerine maruz kalindiginda
kan, karaciger ve akcigerin etkilendigi daha onceki ¢aligmalarda belirtilmistir. S6z konusu
maddelerin solunmasi halinde solunum yollar1 problemlerine, astima ve deri iltihabina sebep
oldugu belirtilmektedir (Jasmin 1961). 0-FDA, yendigi, solundugu, goz ile temas1 durumunda

zararl bir bilesik oldugu yapilan arastirmalar sonucunda belirlenmistir (Gichner et al. 2001).

Boya igeriklerinin birgogu Amerika Ulusal Toksikoloji Programi (NTP) tarafindan test
edilmigstir. NTP maddelerin potansiyel zararlarini ve insan sagligina zararlarini arastirmak i¢in
kurulmustur. Bu ¢aligmalardaki prosediir farelerde ve tavsanlarda maksimum maruz kalma ile
ilgili olarak maksimum izin verilmis doza kadar giinliik oral yoldan deneme seklindedir. Gergi
baz1 sa¢ boyasi igerikleri kanserojen olarak bulunmasina ragmen 0-FDA, 2,4-TDA ve HC
BLUEI1 gibi igerikler kemirgenlerin kanserojen etkileri oldugu tespit edilmistir. Yapilan farkl
calismalar sonucunda, 0-FDA, 2,4-diaminofeniletanol, 2,4-diaminotoluen, 2-amino-4-
nitrofenol, 2,4-diaminofeniletanol ve 2,4-diaminoanisol gibi kimyasal maddelerin kullanimi1

Avrupa Birligi iilkeleri tarafindan yasaklanmistir (Nohynek et al. 2004).

FDA’lar boya ve pigmentlerin iiretiminde kullanilan ana aromatik amino bilesikleridir
(Corbett 1999). Bu kimyasallarin boya iiretim endiistrisi ¢aliganlarin da kanser olusum riskini
artirmaktadir. 0-FDA i¢in yapilan toksikolojik ¢aligmalar bu maddelerin toksik, potansiyel
kanserojen ve muhtemel hassaslastirict oldugunu gostermistir (Burnett et al. 1982, Chen et al.
2006). Mosley et al. (2008) tarafindan yapilan g¢alismalarda, 0-FDA ve 4-Cl-0-FDA disi
Charles nehri fareleri lizerinde kanserojenik etki gosterdigi goriilmiistiir. (Mosley-Foreman et

al. 2008).

Yapilan benzer bir ¢alismada, 4-Cl-0-FDA ve 4-kloro-meta-fenilendiaminin (4-Cl-m-FDA)
her ikisi de fareler ve sicanlar iizerinde kanserojen etkileri beslenme uygulanmasiyla

denenmistir. 4-Cl-0-FDA farelerde karaciger kanserine ve siganlarda mesane kanserine sebep



olmustur. 4-Cl-m-FDA fareler iizerinde etkisizken siganlar iizerinde de herhangi bir
kanserojen etki gostermedigi goézlenmistir. 4-Cl-0-FDA metabolik aktivasyon sonrasi
Salmonella i¢in mutajenik etki gdstermesine karsin, 4-Cl-m-FDA ig¢in ise herhangi bir veri
yoktur (CANCER 1982). Benzer bir c¢aligma Uluslararas1 Kanser Enstitiisii tarafindan
yapilmustir. Aragtirma sonucunda 4-Cl-0-FDA hayvanlar {izerinde kanserojenik etki gosterdigi

belirlenmistir (US Department of Health 1978).

Serbest baz veya tuzu halinde akut toksititesi benzer olan 0-FDA methemoglobin olusmasina
neden olmaktadir. Serbest baz haldeki ve dihidroklorit tuzu halindeki akut toksititesi
benzerdir. Deri yoluyla maruz kalinan etki agiz yoluyla alinmasi halinde goriilen etkiden daha
diisiiktiir. 0-FDA hayvanlarda deride iritasyona sebep olmazken gozde iritasyona yol
acmaktadir. Buharina maruz kalindiginda burun mukoza zarlarinda hafif iritasyona sebep
oldugu goriilmiistiir. Kobay fareleri lizerinde yiiksek hassasiyeti yol agan 0-FDA insanlarda
da benzer etki gosterdigi gorllmiistiir. Spermlere olan etkisi yiiksek bir dozun fareye
verilmesi ile takip edilmistir. Erkek fare lizerinde herhangi bir etki gdstermezken hamile fare

izerinde embiriyotik etkiler gdstermistir.

4-Cl-0-FDA bakteriler iizerinde glines 151n1 ile eszamanli olarak test edildiginde fotomutajenik
etki gostermistir. 4-CI-0-FDA kendi basina da mutajeniktir (Ashby 1988, 1991) ve invitro
caligmalarda genotoksik oldugu gosterilmistir (Dunkel and Rosenkranz 1985, Soler-Niedziela
1991). Farelerin her iki cinsiyeti icinde mesane tiimoriinii ve karaciger kanserini tetikler

(Suter 1998).

4-Cl-0-FDA boya tiretiminde baslangi¢c maddesi oldugu icin sag, deri ve gdzle temas ihtimali
yiiksektir. 4-CI-0-FDA’nin deriye absorbsiyonu hakkinda herhangi bir ¢alisma olmamasina
ragmen 0-FDA gibi aromatik aminlerin deriye absorbe oldugu bilinmektedir (Feldmann 1970,
Bronaugh 1984). Bu sebeple 4-Cl-0-FDA’ninda 0-FDA’ya benzer sekilde deriye niifuz
edecegi diistiniilmektedir. Deriye bulastiginda, kacinilmaz olarak 1s18a maruz kalacak olan 4-
Cl-0-FDA’nin toksik etkisi artacagi ve hizli bir sekilde 2,3-diamino-7-klorofenazin dimerine

doniisecegi belirtilmektedir (Wang et al. 2008b).

0-FDA, Salmonella iizerinde yapilan mutajenik testlerde sadece metabolik aktivasyon
sonrasinda genotoksik etki gdstermistir. Karaciger hiicrelerinde DNA onarim sentezlerinde

artis oldugu belirlenmigtir. Metabolik aktivasyon ile birlikte memeli hiicrelerinde kromozal
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sapmalar goriilmistiir. Metabolik aktivasyon varliginda hiicre tipine bagimli olan bir etki
goriilmemistir. 0-FDA in-vivo olarak da genotoksiktirler. Kemik iliginde kromozal sapmalara
ve sperm sayisal kromozomlarda sapmalara yol actigi goriilmiistiir. Fareler iizerindeki
kanserojenik etkisi hakkinda kanitlar vardir (2002). Bugiin genetik toksikoloji testleri sadece
potansiyel kanserojeniteyi tahmin etmekle kalmayip, mutojenik zararlari da tahmin etmeye
caligmaktadir. Bu testler maddelerin potansiyel kanserojenitesini tahmin icin kisa stireli
elemeden ge¢irme caligmalarin1 esas olarak goz Onilinde bulundurmaktadir. Bir maddenin
genetik zararini ve mekanizmasint degerlendirmek igin sirali testler bazi caligmalarda
onerilmistir. Bu testlerin vitro ve vivo testlerinin kombinasyonuna bagli oldugu bildirilmistir

(Ashby et al. 1996, COM 2000, BGVV 2002).

Fenilendiaminler, tekstil atolyesinde calisanlarin kanser riskini ylikselten birgok bilesikten
biridir. Ulusal Mesleki Saglik ve Giivenlik Enstitlisii potansiyel olarak 64000°den fazla
insanin  yedi adet fenilendiamine igyerlerinde maruz kaldiklarin1  belirlemistir.
Fenilendiaminler boya ve bunun gibi direkt olarak kullanildig1 renklendiriciler yoluyla

bireysel olarak 15 milyon insan1 etkilemektedir.

Kurullararast Test Komitesi (ITC) 50 FDA tiirevini Toksik Bilesikler Kontrol Hareketi
(TSCA) genel envanterinde listelemistir. Tiim FDA’larin kanserojen etkisinin arastirilmasi
endiistri lizerinde belirgin bir ekonomik yiik yiliklemektedir. Yapisal karakterlerinden

faydalanarak hangi kimyasallarin daha kanserojen oldugunun belirlenebilmesi kullanish

olabilecektir (Milman 1984).

1.3 FENILENDIiAMIN VE TUREVLERININ BELIRLENMESI

Fenilendiaminlerin es zamanli olarak ayrilmalar1 ve belirlenmeleri analitikgiler igin ilging ve
zorlu bir konu baslhigidir. Fenilendiaminlerin belirlenmesi ve ayrilmasit igin gaz
kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS), yiiksek hizli sivi kromatografisi (HPLC) ve
miseller elektrokinetik kromatografi (MEKC), iceren bir dizi analitik metot gelistirilmistir
(Tanada 1991, 1994, Schnuch 1997, Lin 1999). Bu analiz metotlar1 kullanilarak sag
boyalarinda, biyolojik sivilarda ¢evre ve gida 6rneklerinde ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
FDA’larin belirlenmesi miimkiindiir. Bu amagla yapilan bir ¢aligmada yeni bir MEKC metodu
gelistirilerek sa¢ boyalarinda bulunan 0-, m- ve p-FDA seviyeleri belirlenmistir (Wu et al.

2011). Benzer bir ¢alismada Meyer et al. (2009), biyolojik sivilarda bulunan p-FDA ve
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tiirevlerinin HPLC ile hassas bir sekilde analizini yapmistir (Meyer et al. 2009). Wang et al.
(2011), yaptiklar1 caligmada ise GC-MS kullanarak kina dévmesinde FDA’lar1 belirlemeyi
basarmislardir (Wang and Krynitsky 2011). Yine de bu tekniklerin bir¢ogu pahali ekipman,
yetersiz segicilik, komplike tiirevlendirme ve Ornegin temizlenmesi icin ¢ok vakit

kaybedilmesi gibi bir¢ok dezavantaja sahiptir (Casella 2001).

Polaritelerinden dolayr aromatik aminlerin direkt analizleri i¢cin HPLC kullanilmaktadir.
Aromatik aminlerin analizlerinde HPLC olduk¢a diisiik pik kapasitesine sahip olduklarindan
dolay1 birgok analitin tek bir kromatografik yiirlitmede belirlenmesi olduk¢a zordur. Bunun
yaninda UV dedektorii diisiik hassasiyettedir. Ozellikle ger¢ek numunelerin analizleri
sirasinda 230 nm’nin altinda matriks girisimleri sebebiyle kantitatif olarak kullanilmaz. Gaz
kromatografisi (GC) genellikle analitlerin birbirinden ayrilmasini saglar. Ayni zamanda
kolonun aktif bolgeleri sayesinde pik kuyruklanma problemininde 6niine geger. Baz1 aromatik
aminler GC ile tamamen ayrilmayabilir. Bu nedenle tiiretme islemi uygulanmaktadir. Tiiretme
genellikle perfloroagilasyon ile yapilir ve elektron-yakalama dedektorii (ECD) ya da kiitle
spektrometresi (MS) ile dedekte edilirler (Schmidt et al. 1998). GC siklikla tercih edilmesinin
diger nedenleri ise analiz siirelerinin kisa olmasi, maliyetin diisiikk olmasi, yiiksek ayirma

giicline ve hassasiyete sahip olmasidir.

Anilin, fenilendiamin, difenilamin gibi bir¢ok plastik endiistride poliliretan polimerleri
tiretiminde antioksidant ve antiozonant olarak kullanilan bu aminler ¢esitli yollarla ¢evreye
yayilmaktadirlar. Hava, atik su, sigara dumani gibi ¢evre orneklerinde bulunan aromatik
aminleri asit anhidrit ile tiirevlendirmis ve ardindan GC analizi ile analizlerini yapmustir

(Kataoka 1996).

Skarping et al. (1985), hava orneklerinde aromatik aminlerin GC-NPD (Nitrojen-fosfor
dedektor) kullanarak belirlenmesi calismalarin1 yapmiglardir. Alkali etanol i¢ine toplanan
hava Orneklerindeki aromatik aminler acilleme ile amidlere doniistiiriilerek analiz edilmistir.

Metodun algilama limiti 40-80 fmol olarak belirlenmistir (Skarping et al. 1985).

Aromatik aminler polarliklarindan dolayr GC analizlerinde polaritelerinin azaltilarak
kolonlara uygun hale getirilebilmeleri ve biiylikk molekiil agirlikli aminlerin ise
ucuculuklarinin arttirilmasi ig¢in bazi tiiretme islemleri gerekmektedir. Genellikle tiiretme

islemleri i¢in acilleme, sililleme, dinitrofenilleme ve karbamat olusumu gibi yontemleri
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kullanilir. Tiiretme islemleri uygulanmadan, duyarli ve belirgin kromatografik analiz yapmak

miimkiin degildir (Sahasrabuddhey et al. 1999).

Aromatik aminlerin tiiretilmesiyle hem polariteleri azaltilmakta hem de uguculuklar fazla
olan ve bu sebepten dolay1 ¢evre analizleri ¢ok gii¢c olan diisiik molekiil agirlikli aminlerin
ucuculuklar azaltilmakta ve ayrilma gibi 6zellikleri de arttirilmaktadir (Terashi et al. 1990).
Genel olarak gaz kromatografisi (GC) aminlerin analizinde yiiksek ¢oziiniirliik giicti, yliksek
hassasiyet, kisa analiz siireleri ve diisiik maliyetinden dolay1 siklikla tercih edilmektedir
(Kataoka 1996). Bu calismada c¢esitli 6rneklerde ki 0-FDA’lar nitrit ile reaksiyonu sonucu

olusan triazol tiirevlerinin GC-MS analizleri yapilacaktir.

1.3.1 Aromatik Aminlerin Belirlenmesinde Kullanilan Tiiretme Reaksiyonlari

Serbest aromatik aminlerin GC analizleri pik kuyruklanmasi ve kaybiyla sonuglanan
¢Oziiciiniin kolona adsorbsiyonu ve bozunmasi sebebiyle yetersizdir. Tiiretme islemi aromatik
aminlerin pik kuyruklanmasin1 6nlemek ve polaritelerinin azaltilmasi icin gerekmektedir.
Ayn1 zamanda aromatik aminlerin uguculugu, segiciligi, hassasligini gelistirerek bu aminlerin
kolaylikla ayrilmasini saglar. Aromatik aminlerin tiiretme reaksiyonlar1 asagida kisaca

Ozetlenmistir.

1.3.1.1 Acilleme

Acilleme yontemi birincil ve ikincil aromatik aminlerin tiiretilmesinde kullanilan reaksiyonlar
arasinda en cok kullanilanlarindan biridir. Temel olarak asit acil kloriirler, anhidritler,
acilamidler ve agilimidazoller acilleme reaktifleri olarak kullanilir. Uygun kosullar
saglandiginda bu reaktifler aromatik aminlerin amino gruplariyla kolay ve hizli bir reaksiyon
vermektedir. 2003 yilinda Brede ve arkadaslar1 4,4-metilendianilin gibi aromatik aminleri
trifloroasetik anhidrit (TFA) kullanarak sulu gidalarda olusan kanserojen anilini, GC-MS ile

belirlemeyi bagarmistir.

Cevre oOrnekleri iizerinde ¢alisilirken aromatik aminlerin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
olmalar1 ve Ozellikle fenolik ve karboksilik asit gruplu bilesiklerin fazla olmasi sebebiyle
acilleme reaktifleri ile istenilen verim saglanamamaktadir (Kataoka et al. 1996). Bunun

yaninda metabolitler {izerinde yapilan ¢aligmalarda pentafloroasetik anhidrit (PFA) kullanarak
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insan idrarinda bulunan aromatik nitro bilesiklerinin metabolitleri olan aromatik aminler
tiiretilmis ve GC-MS kullanilarak 0,05 pg/l seviyesinde analiz edilmistir (Weiss and Angerer
2002).

Karboksil, hidroksil ve amino gruplarinin tiiretilmesinde tiiretme ¢ok ugucu olarak bilinen N-
Metil-bis-(trifloroasetamid) (MBTFA) kullanilmaktadir. Aym1i  zamanda MBTFA,
hidroksiamino bilesiklerinin trimetil silillemesinden sonra azot grubunu agillemek iginde
kullanilir. Agilleme reaksiyonlari ile elektron yakalama 6zelligi olan bilesikler tiiretilebilir.
Sekil 1.4’de birincil ve ikincil aromatik aminlerin agilleme reaktifleri ile reaksiyonlar1 ve

olusan iirtinler verilmistir.

Asit anhidrit ile;

Ar RYCO Ar
\NH + SNH — \N—CORH + RUICOOH
i~ ™ v
R R"CO R
Acil klortir ile;
Ar Ar
N N
NH + RlIcocl —» N—COR" + HCI
1~ v
R R
Acilimidazol ile;
A / \ Ar / \
NH  + RUHCO-N N SN-COR! + HN N
R N/ R 7
Acilamid ile;
Ar RIco Ar
N N
SNH ¢ SNCH——» N—COR" + RUCONCH,
1 11 e I/
R R"CO R

Sekil 1.4 Primer ve sekonder aromatik aminlerin agillenmesi.

Anhidrit ve agil kloriirlerle aromatik aminler arasindaki asit reaksiyonlarinda reaktifin

agirisinin ve iiriin olarak olusan asidin ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Aksi takdirde bu
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irtiinler GC kolonuna zarar verebilir. Bu sebepten dolay1 asidi ortamdan uzaklastirmak ve
bazik ortamda reaksiyonun ilerlemesini devam ettirmek i¢in piridin, trimetilamin, trietilamin
gibi bazlar kullanilir. Literatiirde yapilan ¢alismada kauguk {iriinlerindeki N-nitrozaminlere
doniistiiriildiikten sonra, ilgili amin bilesikleri asetik anhidrit ile tiiretilmigler ve GC-NPD ile

analiz edilmislerdir (Garrigos et al. 2002).

1.3.1.2 Sililleme

Sililleme genellikle siibstitiie silil gruplarinin (R3Si) bir molekiile baglanmasi reaksiyonudur.
Amin gruplarimin silil reaktifleri ile reaksiyona girme egilimleri diisiik oldugundan silil
tiirevlerinin olusmasi olduk¢a zordur. Bu tiirevlerin olusabilmesi i¢in reaktifin kuvvetli olmasi
gerekir ve katalizor se¢cimine dikkat edilmelidir. Baslica sililleme reaktifleri arasinda N,O-
Bis(trimetilsilil)trifloroasetamid (MSTFA), N,O-Bis(trimetilsilil)asetamid (BSA), N-metil-N-
(tert-butildimetilsilil) trifloroasetamid (MTBSTFA) ve pentaflorofenildimetilsilil 6rnek olarak
verilebilir (Kataoka et al., 1996). Bu reaktifler reaksiyon egilimleri fazla olmasina ragmen
sadece amino gruplar1 ile degil ayni zamanda hidroksil ve karboksil gruplar ile susuz
reaksiyon kosullarinda da reaksiyon vermektedir. Birincil aromatik aminler, ikincil aromatik
aminlere kiyasla daha iyi reaksiyon vermektedir (Skarping et al.,1989). Amino gruplarinin
tiiretilmesinden emin olmak i¢in genellikle trimetilklorosilan eklenerek reaksiyonun
tamamlandigr  belirlenir. Baz1  reaktiflerin nemde kararsiz  olmalar1 analizleri
giiclestirmektedir. Kullanilan N-trimetilsilil (TMS) reaktifinin primer amin ile reaksiyonu
sonucu mono ve di-TMS tiirevleri olugsmaktadir. Spyridaki et al. (2001) tarafindan yapilan bir
caligmada idrardaki efedrin, N-metil-N-trimetilsililtrifloroasetamid (MSTFA) iletiiretilerek
(Sekil 1.5) GC-MS ile analizleri yapilmistir. Silil grubunun bir protonla yer degistirilmesi

sayesinde desililleme yapilarak silil grubu molekiilden geri alinabilir.
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Sekil 1.5 Aromatik amin, alkol ve karboksili asitlerin MTSFA kullanilarak silillenmesi
reaksiyonu.

1.3.1.3 Dinitrofenilleme

Amin uglu molekiillerin kromatografik analizlerde calisilmak iizere belirlenmesinde 1945°te
bulunan dinitroflorobenzen (DNFB) kullanilarak gerceklestirilen yontem hala gegerliligini
korumaktadir (Sanger 1945). Burada amino grubu N-2.4-dinitrofenil (DNP) vermek {izere

niikleofilik siibstitlisyon reaksiyonu verir (Sekil 1.6).

O,N O,N
o) O
CNH  + F NO, N NO; + HF
R R
DNFB
O,N O,N
R! R\
CNH + HO3S NO, N NO, + H,S0,
R R
DNBS

Sekil 1.6 Primer ve sekonder aromatikaminlerin dinitrolanmasi reaksiyonu.

DNBS suda ¢oziinlir ve DNFB tiirevleri de organik ¢oziiclilerde ¢oziinmektedir. Tiiretme
isleminden sonra tiirevler kolaylikla ¢oziicli ekstraksiyonu ile ayrilabilmekte ve reaktifin
fazlas1 ortamdan uzaklastirilabilmektedir. DNBS ile yapilan tliretme reaksiyonun en avantajlt
yonii reaktifin amino gruplart ile diger gruplardan (hidroksil, tiol, imidazol) daha iyi
reaksiyon vermesidir. Tim bu avantajlarin yaninda reaktifin deride kabarmalar meydana

getirebilecek kadar tahris edici olmasi dikkate alinmalidir. Bununla beraber, bu reaksiyonlarin
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cok yavas olmasi ve biiylik miktarlarda kuvvetli alkali ortamlara ihtiya¢ duyulmasi da bir

dezavantaj olusturmaktadir.

1.3.1.4 Permetilleme

Bu yontemde primer ve sekonder aromatik aminler sulu ¢ozelti igerisinde formaldehit-
sodyum borohidrit kullanilarak tersiyer aminlere donistiirilmektedir. Bu yontem
poliaminlerin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Dalene et al. 1985). Permetillemede polar
NH- gruplarinin yerine alkil gruplar takilarak tersiyer aromatik amin olusturulmaktadir.
Bununla beraber tersiyer aromatik aminlerin yiizeyler {izerinde absorplama 6zelliklerinin fazla

olmasindan dolay1 analizleri zor olmaktadir (Kataoka 1996).

1.3.1.5 Karbamat Olusumu

Karbamat olusumu aromatik aminlerin GC analizleri i¢in tiiretilmesinde kullanilan en etkili
metotlardan birisidir. Alkil kloroformat kullanilarak birincil, ikincil ve tersiyer aromatik amin
tiirevleri elde edilebilir. Alkil kloroformat reaksiyonunda aromatik aminin azotuna bir tane
alkil grubu eklenir (Sekil 1.7). Karbamat olugturma metodunun en 6nemli avantajlarindan biri
metodun nemden etkilenmemesidir ve bdylece sulu ¢ozeltilerde de ¢alisilabilir (Ugland et al.
1997). Ayn1 zamanda alkil kloroformat kullanilarak tersiyer aromatik aminlerin tiiretilmesi de

mimkiindiir (Sekil 1.8).

I 0
R! n O A N N
Ar/NH RIO-C—C1 Ar/N C-OR HCI

Sekil 1.7 Aromatik aminlerden karbamat tiirevlerinin olugumu.

K F

E F
Ar-~ H, Q H, Q Ar
_N-Ar + F cocCl — F C O-C-N +  ArCl
Ar Ar
F F

F F

Sekil 1.8 Tersiyer aromatik aminlerden karbamat tiirevlerinin olusumu.

Tiiretme reaktifi olarak kloroformatlarin kullanimi 30 yil 6ncesine dayanmaktadir. Ilk

uygulamalardan biri Westley ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilmistir. 1968’de metil
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kloroformat kullanarak asimetrik amino ve hidroksil gruplarim tiireterek GC ile analizlerini

gerceklestirmislerdir (Westley and Halpern 1968).

Bu reaktiflerle, aromatik aminlerin alkali sulu ortamdaki reaksiyonunun yiiksek verimlilikte
olmasi, reaksiyonun hizli ger¢eklesmesi ve ayni zamanda olusan tiirevlerin GC-MS’de
kolaylikla aydinlatilabilmesi nedeniyle aminlerin tiiretilmesinde en yaygin kullanilan tiiretme

reaksiyonudur (HuSek 1991).
1.3.1.6 Siilfoamit Olusumu

Ilk olarak Hinsberg (1890), tarafindan belirtilen aromatik aminlerin siilfonil kloriir ile
reaksiyonu farkli amin tiplerinin belirlenmesinde ve aydinlatilmasinda sik¢a kullanilmigtir
(Kataoka 1996). Oda sicakliginda alkali ortamda gerceklesen bu reaksiyonlar sonucu olusan
primer aromatik aminlerin siilfoamid tiirevleri alkali ¢ozeltide ¢oziiniirken sekonder aminlerin

tiirevleri ¢oziinmez (Sekil 1.9).
Tersiyer aromatik aminler siilfonil kloriirler ile reaksiyon vermezler. Benzensiilfonil kloriir
(BSC) ve p-toluensiilfonil kloriir diisitk molekiil agirliklt primer ve sekonder aromatik

aminlerin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

Primer aromatik amin

Ar—NH2 + @SOzCl

NaOH
@SOZNHAr @SOZNArNa

Sekonder aromatik amin

Ar~
ANH @SOZCI

Ar NaOH L
SOzNA Coziinmez
r

Tersiyer aromatik amin

Ar~
Ar/N Ar + @SOzC]

Sekil 1.9 Hinsberg metodu ile primer, sekonder ve tersiyer aromatik aminlerin ayrilmasi.

Reaksiyon yok
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BSC kullanilarak tiiretme gergeklestirilen bir ¢alismada igme sularindaki organik bilesiklerin
bozunma iirlinleri olan aromatik aminler ¢ok diisiik konsantrasyonda belirlenebilmislerdir
(Knepper et al. 1999). Bu tiir metotlarla birlikte trifloroasetik anhidrit (TFA) kullanilarak
primer aromatik aminlerin BSC tiirevleri N-TFA-N-BS tiirevlerine doniistiiriilebilir. Primer
aromatik aminler i¢in se¢ici olan bu metot sekonder aminlerin BS tiirevleri TFA ile reaksiyon

vermediginden sekonder aminler i¢in kullanilmamaktadir (Kataoka et al. 1993).

1.3.1.7 Fosfoamit Olusumu

Fosfoamit olusum metodu ile aromatik aminler; dimetiltiyofosfinik kloriir ile N-
dimetiltiyofosfinik amitleri olusturmaktadir. Primer ve sekonder aromatik aminlerin
belirlenmesinde kullanilan o-ftaldialdehit ile primer aromatik aminler reaksiyon vermezler,
bununla birlikte sekonder aromatik aminler de dietiltiyofosforil kloriir ile reaksiyon

vermemektedir (Sekil 1.10).

S S
Ar~ C,H;0.1 C.H.0.n Ar
CNH + 2 °5°p-C1 —= 2HsUsp
Ar CZHSO C2H50/P N\AI'

Sekonder aromatik amin

CHO <
Ar-NH, + @[ —  Ar-N__

) ) ) CHO
Primer aromatik amin

Sekil 1.10 Primer ve sekonder aromatik aminlerin 0-ftaldialdehit ve dietiltiofosforik kloriir ile
secici olarak tiiretilmesi.

Bu farklilik primer ve sekonder aromatik aminlerin ayrilmasinda secici bir avantaj
saglamaktadir (Kataoka et al. 1993, Kataoka 1996). Kuru ortam gerektirdiginden bu metodun
prosediirii ¢ok uzun silirmektedir. Aynm1 zamanda bu reaksiyonlar ile N-nitrozoaminler
hidrobromik asit ile dinitrozolanarak sekonder aminlere gevrilip dimetiltiyofosfinik kloriir ile

fosfoamid tlirevlerine dontstiirtiliirler.
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Kataoka et al. (1996) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ¢evrede ve sigara dumaninda olusanN-
nitrozaminler sekonder aminlere donistiiriilerek N-dietiltiyofosforil 1ile tiiretilip gaz

kromatografisi-fosfor alev dedektorii (GC-PFD) ile analizleri yapilmustir.

Yapilan ¢aligmada 0-FDA tiirevlerinin GC-MS analizlerinde pik kuyruklanmalarinin
onlenmesi, kolaylikla ayrilabilmeleri i¢in sodyum nitrit ile asidik ortamda triazol tiirevleri

elde edilecektir (Sekil 1.11).

NH, +NO,, +H* NH, NH N,
X oL — 0 |— oy
NH, N, SN ﬁ

N N \\N
Sekil 1.11 Asidik ortamda nitrit ile 0-fenilendiaminlerden benzotriazol olusum reaksiyonu.

Sa¢ boyalarinda, gida, biyolojik sivi ve c¢evre Orneklerinde 0-FDA tiirevlerinin
belirlenebilmesi i¢in, 1H-benzotriazol tiirevlerine doniistiiriilerek hassas ve duyarli bir metot
GC-MS metodu uygulanarak ortamdaki 0-FDA tiirevlerinin miktarlar1 diisiik seviyelerde dahi

belirlenmesi hedeflenecektir.

1.4 AROMATIK AMINLERIN BELIRLENMESINDE KULLANILAN iZOLASYON
YONTEMLERI

Analitiksel metotlar genel olarak miktar1 diisik olan maddelerin belirlenmesi igin
gelistirilmektedir. Bu yiizden numune de bulunan analitin dogru bir sekilde ve madde kaybi
yasamadan alinmasi amag¢lanmaktadir. Bu amacla kat1 ve sivi numuneler i¢in farkli izolasyon
yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemler numunede diisiikk miktarda bulunan analitin daha
konsantre bir hale getirilmesini ve analiz isleminde ortamda en izole haliyle bulunmasini
saglamaktadirlar. Bu izolasyon teknikleri sivi-sivi ekstraksiyonu, kati-siv1 ekstraksiyonu, kati

faz ekstraksiyonu ve kat1 faz mikro ekstraksiyonu olarak siniflandirilabilir.
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1.4.1 S1vi-S1v1 Ekstraksiyonu

Stvi-sivi ekstraksiyon, sivi i¢erinde bulunan organik maddenin, bu maddeyi daha iyi ¢6zen
baska bir ¢oziicli yardimiyla ¢ozelti igerisinden izole edilmesi islemidir. Bircok analizde 6n
konsantre islemi olarak kullanilmaktadir (Puig and Barcelé 1996). Cevre oOrneklerinde,
biyolojik sivilarda ve gida Orneklerinde bulunan ¢ok diisiik konsantrasyonda aromatik
aminlerin analiz edilmesi olduk¢a zordur. Bunun i¢in sivi-sivi ekstraksiyon yontemi gibi
ekstraksiyon yontemleri kullanip ortamdan aminlerin izole edilerek istenemeyen diger

maddelerden kurtulup ¢ok diisiik seviyelerde analizi yapilabilmektedir.

BEHPA (bis-etilheksilfosfat) ile yapilan iyon ¢ifti ekstraksiyonu ile nehir suyu, deniz suyu ve
atik su gibi ¢evre Orneklerinden alifatik ve aromatik aminler organik faza izole edilerek
tiiretme iglemine uygun hale getirilmistir. Uygun pH bulunarak yiiksek ekstraksiyon verimi ile

0,07 ng/l konsantrasyonunda maddelerin tayini dahi yapilabilmektedir (Akyuz and Ata 2006).

Uziim suyu ve sarap gibi gida orneklerinden aromatik aminlerin izolasyonu igin kloroform
icerisinde iyon ¢ifti reaktifi olarak BEHPA kullanilarak Orneklerden izole edilmesi
saglanmistir (Fernandes and Ferreira 2000). Biyolojik sivilarda (kan, idrar ve mide suyu)
diisiik miktarlarda bulunan p-FDA’nin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismada dogrudan sivi-sivi
ekstraksiyonu yoluyla p-FDA numuneden izole edilerek tiiretilmis ve GC/MS ile 0,1 pg

seviyesinde analizi gerceklestirilmistir (Stambouli et al. 2004).

Weiss ve Angerer (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada aromatik nitro bilesiklerinin
metabolitleri olan kanserojen bazi aromatik aminlerin belirlenmesi icin idrar 6rneklerine pH
ayarlamasi yapilarak hekzan ile sivi-sivi ekstraksiyonu yardimiyla ortamdan izole edilmistir
(Weiss and Angerer 2002). Yapilan benzer bir ¢alismada sivi-sivi ekstraksiyon yontemi
kullanilarak mesane kanserine yol agan aromatik aminler belirlenmistir. Metodun algilama
limiti 1 ng/l civarinda bulunmustur. Bu metotta da goriildiigii gibi sivi-sivi ekstraksiyon
yontemi Orneklerde ¢ok diisiik miktarda bulunan aromatik aminlerin tespiti i¢in hassas bir

izolasyon yontemidir (Riedel 2006).
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1.4.2 Kati-Siv1 Ekstraksiyonu

Kati-sivi  ekstraksiyonu sokslet cihazi kullanilarak yapilabilmektedir. Bu yontemi
uygulayabilmek i¢in ilk olarak katininin kurutulup, kiigiik parcalara ayrildiktan sonra bu kati
parcgalar seliilozdan yapilmis kartus icerisine yerlestirilir. Bu kartus ekstraksiyon kolonunun
icine yerlestirilir. Cam balona ¢6ziicli olarak kullanilacak kimyasal madde konulur ve 1sitici
yardimiyla maddenin buharlagsmasi saglanir. Buharlasan ¢oziicii ekstraksiyon kolundan
gecerek geri sogutucuya ulasir. Geri sogutucuda yogunlasan ¢oziicli tekrar ekstraksiyon
koluna gelerek kartus igerisinde bulunan maddeyi ¢dzer ve cam balona geri déner. Iste bu
islem stirekli tekrarlanarak ekstraksiyon tamamlanmis olur. Bu yontem dip ¢amuru gibi ¢evre

orneklerinden aromatik aminlerin analizi i¢in kullanilabilmektedir.

1.4.3 Kati1 Faz Ekstraksiyonu

Kat1 faz ekstraksiyonu g¢evre, gida ve endiistri gibi bir¢ok alanda kullanilan etkin ayirma ve
deristirme teknigidir. Kat1 faz ekstraksiyonu, hizli ve etkin bir 6rnek hazirlama teknigidir.
Hacmi mikrolitre ile birka¢ yliz mililitre arasinda degisen 6rnek g¢ozeltileri, segici dolgu
maddeleri ile doldurulmus kolonlardan gegirilir (Bhaskar et al. 2003). Ornek ¢ozeltisinde
bulunan ve kolonda tutulan ilgili bilesikler, dolgu maddesinden uygun ¢d6ziicii ile ekstrakte

edilir. Kat1 faz ekstraksiyonunun sematik olarak gosterimi Sekil 1.12°de verilmistir.

=
R I S e
Kolon uygun Omek Orek
¢ozticiiler 1le kolondan ¢ozeltisindeki
sartlandirilir. gecirilir istenen bilesiklerin
kolonda tutulmasi
saglanir.

Kolonda tutunan
bilesikler uygun
¢oziicii 1le elue
edilir.

Sekil 1.12 Kat1 faz ekstraksiyonu sematik gosterimi (Baker 1984).
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Bu yontemin uygulanmasinda dikkat edilmesi gereken Onemli noktalar; analizi yapilacak
maddenin baz1 fizikokimyasal 6zelliklerine uygun absorbanin ve ¢oziiciiniin belirlenmesidir.
En cok kullanilan absorbentler alkil bagh silikalar, apolar kopolimerler ve karbon esasl
absorbentlerdir. SPE bugiin birgok farkli 6zellikteki bilesiklerin kimyasal analizinde tercih
edilen bir metottur. Farmakoloji ve toksikoloji bilimleri kapsaminda gida numuneleri; su,
toprak gibi c¢evresel; kan, serum, idrar gibi biyolojik 6rneklerdeki kirleticiler ile ilag ve zehir

analizleri SPE’nin en 6nemli kullanim alanlaridir (Drummer 1999).

1.4.4 Kati Faz Mikro Ekstraksiyonu (SPME)

Kat1 faz mikro ekstraksiyon yontemi (SPME) son yillarda ugucu bilesiklerin tayininde yaygin
bir sekilde kullanilan hassas, ucuz ve hizli sonu¢ veren bir ekstraksiyon teknigidir. Uygun
fiber yardimiyla ¢6ziicti kullanilmadan yapilan bir ekstraksiyon yontemi olan SPME, organik
maddeleri ya tepe boslugundan ya da sivi1 igerisine daldirarak dogrudan ekstrakte eder. Cevre
orneklerindeki aromatik aminlerin belirlenmesi i¢in yapilan calismada kati-faz mikro
ekstraksiyon kullanilarak ¢ok diisiik miktarlarda anilin ve kloroanilinler tespit edilmistir
(Miiller et al. 1997). Baska bir ¢alismada su drneklerinde bulunan aromatik aminleri izole

etmede kat1 faz mikro ekstraksiyon yontemi kullanilmistir (Chang et al. 2003).

1.5 FENIiLENDIAMIN VE TUREVLERININ BELIRLENMESI iLE iLGiLi YAPILAN
CALISMALAR

Fenilendiamin ve tiirevlerinin belirlenmesi ile ilgili literatiirde yapilan bazi g¢aligmalar

asagidaki gibi 6zetlenmistir.

1.5.1 Sac Boyalarinda ve Sa¢ Orneklerinde 0-FDA’larin Belirlenmesi ile Tlgili Yapilan
Calismalar

Sag¢ boyalarmin kullanimi en az 4000 yil dncesine kadar uzanmaktadir. Ornegin; Misirh
mumyalarin saglar1 kina ile boyanmig olarak bulunmustur. Roma imparatorlugu zamanlarinda
sirkeye batirilmis kursun taraklar rutin olarak beyaz saglar1 karartmak icin kullaniliyordu.
Bugiin, milyonlarca tiiketici sa¢ boyasi kullanmaktadir. Insanm tabiatindaki goriiniisiinii
diizeltme isteginde, bu iiriinler énemli ve pozitif rol oynamaktadir. insan derisinin bazi
maddelere kars1 bir bariyere sahip olmadiginin farkina varilmasi iizerine sa¢ boyalarnin ve

iceriklerinin deriden niifuz etmesi ile ilgili ¢caligmalar baslamistir. Bu calismalar 6zellikle
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dermatite, genotoksiklik, mutojenite ve kanserojenlik {izerine yogunlasmistir (Gerhard et al.

2004).

Sa¢ boyalarina, boya iiretiminde ¢alisanlar, sa¢ boyama isleminde bulunan kuaforler ve sac
boyas tiiketicileri maruz kalmaktadirlar (Sardas et al. 1984). Sac¢ boyas1 bilesikleri deriden

absorbe olup, maruz kalanlarin idrarlarinda saptanabilmislerdir (Kirkland et al. 1978).

Gilintimiizde insanlar goriiniimiinde ve yasam kalitesinde pozitif rol oynadigi i¢in milyonlarca
insan sa¢ boyas! kullanmaktadir. Insanlarin siirekli temas halinde bulunmasindan dolay: sag
boyasi igeriklerinin giivenilir olmasi1 gerekmektedir. Buna karsin ticari olarak kullanilan sag
boyalari, FDA’larin ana maddesi oldugu kalici sa¢ boyalaridir. FDA’lar amin grubunun
konumuna gore orto ve para konumunda siklikla sa¢ boyalarinda kullanilmaktadir
(Sainthorant 1995). Sac¢ boyasi {irlinlerinin deri tarafindan absorplandiginda ve viicut
icerisinde c¢esitli reaksiyonlar ile aromatik aminlere doniistiigli bircok ¢alismada
belirtilmektedir (Weiss and Angerer 2002). Sa¢ boyasi kullanan iki bayanin idrarinda benzer
aromatik aminler tespit edilmistir. Ozellikle 0-FDA nin kaynagmin gesitli sag boyalar1 oldugu

tahmin edilmektedir.

Akyuz ve Ata (2008) tarafindan yapilan calismada, sa¢ boyalarindaki 0-FDA, 4-CI-0-FDA ve
diger aromatik aminler iyon cifti ekstraksiyon yontemi kullanilarak izole edilmis ve izobutil
kloroformat ile tiirevlendirildikten sonra kromatografik analizleri GC-MS ile yapmislardir.
Calismada farkli renk sa¢ boyasi, boyanmig sa¢ ve kina ornekleri dikkate alinarak yapilan
analizlerde birgok 6rnekte 0-FDA ve 4-Cl-0-FDA bulunmustur. 4-Cl-0-FDA sarap kizili sag
boyalarinda, kizil sa¢ boyalarinda ise 0-FDA yiiksek konsantrasyonlarda bulunmustur. Bunun
yani sira bu yOntem sa¢ boyalarinda bulunan cok diisiik konsantrasyondaki 0-FDA ve
tirevlerinin belirlenmesi i¢in uygundur. Metodun algilama limiti 0,02-0,20 ng/g olarak

belirlenmistir (Akyuz and Ata 2008).
Sac¢ boyalarinda 0-, m-, ve p-FDA belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢alismada koyu renk sag

boyalarindaki FDA tiirevlerinin konsantrasyonlar1 kapiler zon elektroforez ile analizi

sonucundal0~" mol/L oldugu belirtilmektedir (Dong et al. 2008).
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Markland et al. (1966), yaptig1 ¢calismada 4-nitro-0-FDA kalic1 sa¢ boyalarinin igeriginde
bulundugu tespit edilmistir. Kirmiz1 golge vermek icin ve sa¢ boyamada oksidasyon bazi

olarakta 4-nitro-0-FDAkullanildig1 belirlenmistir (Markland et al. 1966).

Wang ve Huang (2005), sa¢ boyalarinda bulunan ve kanserojenik etkiye sebep olan 0-FDA, 4-
M-0-FDA ve diger FDA tiirevlerinin belirlenmesi i¢cin HPLC ile analizlerde karsilasilan
sorunlara ¢0ziim bularak alternatif bir HPLC metodu gelistirmistir. Aminler ile yapilan
kromatografik analizlerde mobil faz1 pH’s1 6nemli bir rol oynamaktadir. pH 8’e ayarlanan
mobil faza trietilamin eklenerek aminlerden kaynaklanan pik kuyruklanmasinin oniine
gecilmistir. Bu metot ile sa¢ boyasi 6rneklerinde bulunan 0-FDA 0,28 pg/mL, 4-M-0-FDA ise
0.44 pg/mL seviyelerinde tespit edilebilecegi onerilmektedir (Wang and Huang 2005).

Al-Tufail et al. (1996), geleneksel sa¢ boyalarinda kullanilan FDA’lar1 belirlemek i¢in hizli,
hassas ve giivenilir bir metot gelistirmistir. Sa¢ boyas1 6rneklerine ekstrakte islemi uygulanip,
trifloroasetik asit ile tiirevlendirildikten sonra GC-MS analizleri yapilmistir. Analiz
sonuclarina gore p-FDA bir¢ok sa¢ boyasinda bulunurken, m-FDA sadece bir sa¢ boyasinda,
0-FDA ise herhangi sa¢ boyasinda belirlenememistir ( Al-Tufail et al. 1996).

Zhou et al. (2004), sa¢ boyalar1 iizerine yaptiklari c¢alismada HPLC ile birlikte
kemiliiminesans dedektor (CL) ve diode array dedektor (DAD) kullanarak 30 aromatik aminin
analizini yapmislardir. HPLC-CL ile yapilan analiz sonuglart HPLC-DAD sonuglar ile
karsilastirildiginda CL  dedektorii kullanildiginda daha hassas sonuglar elde edildigi
goriilmistir. HPLC-CL ile yapilan analizlerde sa¢ boyalarinda o0-FDA 1,27-1,47 pg/mL
araliginda belirlenmistir (Zhou et al. 2004).

Bordin ve Rodriguez (1998), sa¢ boyast igeriklerinde bulundugu bilinen 4-nitro-0-FDA ve
diger sa¢ boyasi igeriklerinin ayrilmasi ve kantitatif analizi i¢in ters faz HPLC metodu
gelistirmislerdir. Kantitatif ayirma ve igeriklerin belirlenmesi UV dedektorii kullanilarak
alikonma zamanlarindan belirlenmistir. Bu metotta 151k, sicaklik ve antioksidan etkileri
ornekler iizerine uygulanarak metot optimize edilmistir. Metot sa¢ boyasi ornekleri {izerine

uygulanmig ve metodun algilama limiti 0,11-2,88 pg/mL bulunmustur (Pel et al. 1998).
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1.5.2 Cevre Orneklerinde 0-FDA’larin Belirlenmesi ile ilgili Yapilan Calismalar

Cevrede bulunan aromatik aminler hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarin metabolik ara
tiriinleri olarak dogal olarak olusabilmektedir (Terashi et al. 1990). Bunun yani sira boya,
kozmetik, tekstil, tibb1 {irlinler ve kimyasal madde yapiminda oldukca kullanilan aromatik
aminler cevreye farkli yollarla karisabilmektedirler. Ozellikle bu tiir endiistrilerin atik

sularinda bulunan aminler ¢evreye bilingsizce desarj edilmektedir (Palmiotto et al. 2001).

Aminler dogal kaynakli olmasinin yaninda sigara dumani, otomobil eksozlari, ¢esitli endiistri
atiklar1, kanalizasyon, atik yakma gibi antropojenik kaynakli sularda ve atmosferde

bulunabilmektedir (Kataoka 1996).

Sun et al. (2009), sanayi atik sular1 ve nehir sular tlizerinde yaptiklar1 ¢alismada 0-FDA’nin
belirlenmesi i¢in metot gelistirmistir. Bu metot su drneklerinin 0.22 pum filtrede gegirildikten
sonra kapiler elektroforez ile 0-FDA’nin belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Gelistirilen
metot ile 0-FDA 5x107® mol/l (5,4 ug/l) konsantrasyonlarinda dahi belirlenebilmistir (Sun et
al. 2009).

Akyuz ve Ata (2006) tarafindan nehir suyu, deniz suyu ve atik sularda 0-FDA, 4-M-0-FDA ve
amin bilesiklerinin belirlenmesi i¢in yapilan g¢alismada, 0-FDA ve 4-M-0-FDA bis-2-
etilhekzilfosfat (BEHPA) ile iyon cifti reaksiyonu yapilarak kloroform fazina alinip izobutil
kloroformat ile tiiretilerek GC-MS ile analizleri yapilmistir. Bu gelistirilen metot ile ¢evre
orneklerinde algilama limiti 0-FDA i¢in 0,28 ng/l, 4-M-0-FDA i¢in 0,08 ng/l olarak
belirlenmistir (Akyuz and Ata 2006).

0-FDA’lar bazi1 tiiretme giigliiklerine de yol agabilmektedirler. Schmidt et al.(1998), patlayici
madde lreten fabrikanin atik sularinda 0-FDA ve 55 aromatik aminin belirlenmesi ig¢in
gelistirdikleri sec¢ici bir gaz kromatografisi metodunda 0-FDA’lar1 analiz edememislerdir.
Bunun nedeni iyodobenzen kullanarak yaptiklari tiiretme islemi sirasinda diazolanma
amaciyla kulanilan nitrit ile 0-FDA’larin benzotriazol olusturmasina sebep olmasidir (Schmidt

et al. 1998).

Shelke et al. (2005), o-FDA ve 8 kanserojenik aminlerin g6l sularinda analizleri igin sivi

kromatografisi kullanilmistir. Sivi kromatografisi i¢in kolon se¢imi, mobil faz ve akis hizlari
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parametreleri géz onilinde bulundurularak belirlenen metot drneklere uygulanmis ve metodun

en diisiik algilama limiti 0-FDA i¢in 24 nM/I bulunmustur (Shelke et al. 2005).

Kuz’mina et al. (2008), atik su ve dogal sulardan aminlerin analizi i¢in GC-MS sistemi
kullanmiglardir. Sulardan toluen ile ekstrakte edilen aminler ¢dziicli ugurulduktan sonra N-
metil-bis(trifloroasetamid) ile tiirevlendirilme islemi yapilmistir. Tirevlendirilen aminler
hekzan icerisinde ¢oziinlip, GC-MS analizleri ile belirlenmiglerdir. Metodun algilama limiti

50 ng/l olarak bulunmustur (Kuz’mina et al. 2008).

Singh et al. (2003), cevre suyu orneklerinde aminleri belirlemek i¢in gelistirdikleri metotta
aminlerin allil izotiyosiyanat ile tlirevlendirdikten sonra GC-MS analizleri yapilmistir. Bu

kullanilan yontem ile 0,5-50 pg/l araliginda aminler belirlenmistir (Singh et al. 2003).

Kago et al. (1980), cevre ornekleri iizerinde yaptiklar1 ¢alismada cesitli endiistrilerin atik
sularin1 ve bu atik sularin karistigi nehirler icerisinde bulunan alifatik ve aromatik aminleri
belirlemek i¢in metot gelistirmislerdir. Aminler dinitrofenil ile tiirevlendirilmistir ve bu
orneklerin analizi GC-MS ile yapilarak yapilar1 aydinlatilmigtir. Gelistirilen bu metot ile 1-3

ppb konsantrasyonlarinda aminler belirlenmistir (Kago et al. 1980).

Miiller et al. (1977), yaptiklar1 benzer ¢caligmada cesitli kimya sanayilerinin ara {irlinleri veya
yan lrlinleri olarak olusan ve atik sular ile ¢evreye karisan aromatik aminlerin
belirlenebilmesi i¢in su orneklerinden aromatik aminlerin ekstraksiyonu ve yapilarinin GC-
MS ile aydmlatilmasini igeren bir metot gelistirmistir. Bu calismada kat1 faz ekstraksiyonu
kullanilarak su Orneklerinden izole edilen aromatik aminleri 0,05-0,23 pg/l konsantrasyon

araliklarinda GC-MS ile belirlenmistir (Miiller et al. 1997).

1.5.3 Gida Orneklerinde 0-FDA’larin Belirlenmesi ile ilgili Yapilan Calismalar

Gida boyalari, icecek ve yiyecekleri renklendirme de boyar madde olarak siklikla
kullanilmaktadir. Renklendirici 6zelliginden dolay1 gida boyalar1 gibi iiriinlerde kullanildigi

bilinen 0-FDA gida icerisinde bulunmast muhtemeldir.

1800°1ii yilarda giivenilirligine dair bilgi olmaksizin yaygin olarak kullanilan sentetik boyalar,

gidalarin iglem goérmeleri sirasinda kaybolan dogal renginin saglanmasi veya dogal olarak

27



renksiz olan gidalarin tiiketiciler iizerindeki ¢ekiciligini artirmak i¢in kullanilabilmektedirler
(Tripathi et al. 2007). Bununla birlikte bu tiir sentetik boyalarin gidalarda ve igeceklerde
kullanimina yasalarca belirli limitler getirilmistir. Limit degerler, gida tiiriine ve boyar madde

yapisina bagli olarak degisen belirli araliktadir (Chanlon et al. 2005).

Gidalarda aminlerin ekstraksiyonu i¢in perklorik asit (HClO4), trikloro asit (TCA),
hidroklorik asit (HCl) gibi asitler ve metanol gibi organik c¢oziiciiler en ¢ok kullanilan
kimyasallardir (Moret 1992, Straub 1993). Girisim yapan maddeler nedeniyle, ilave
ekstraksiyon basamaklari gerekebilmektedir (Shalaby 1996).

Shelke et al. (2005), tarafindan gida boyalarinda 0-FDA’nin belirlenmesi icin yapilan
calismanin temeli gida boyasinin (Sunset Yellow FCF) borat tamponunda ¢oziiliip, kat1 faz
ekstraksiyonu ardindan HPLC analizine dayanmaktadir. HPLC ile yapisi1 aydinlatilan gida
boyasindaki 0-FDA’nin 0,49 nM/l konsantrasyonunda bulundugu belirlenmistir. Metodun
verimi %92,5-97,9 arasinda bulunmustur. Bu sonuglar gida boyasi orneklerinde metodun
uygulanabilirliginin yliksek oldugunu gostermektedir (Shelke et al. 2005). Sunset Yellow FCF
gida boyasi, sar1 renklendirici olarak unlu gidalar, pasta, tatli, ¢erez, dondurma, igecek ve

konserve balik, hazir ¢orba ve bazi surup cinsi ilaglarin tiretiminde kullanilmaktadir.

Fernandes ve Ferreira (2000), Portekiz sarab1 ve {iziim suyunda bulunan diaminleri BEHPA
ile iyon cifti ekstraksiyonu yaparak organik faza ge¢cmeleri saglanmigtir. Daha sonra 0,1M
HCI geri ekstraksiyon yapilarak sulu faza alinan diaminler su kismi ugurularak kuru fazda
heptafloro asetikanhidrit ile tiiretme islemi yapilmistir. En diisiik algilama limiti 10 pg/l. olan
metot gida Orneklerinde diaminleri belirlemek ic¢in kullanilabilmektedir (Fernandes and

Ferreira 2000).

Fernandes ve arkadaglar1 daha once yaptiklar1 bir ¢alismada sarap ve {izim suyunda
diaminlerin belirlenmesi i¢in ¢ok duyarli ve hizli1 bir metot gelistirmislerdir. Aminler daha
onceden dealkolize edilmis drneklerden kloroformda ¢oziinmiis BEHPA ile ekstrakte edilmis
ve 0,1 M HCl ile geri titrasyonlar1 yapilmistir. Son olarak gerekli heptaflorobiitirik tiirevlere

dontstiiriilerek GC-MS ile analiz edilmislerdir (Fernandes and Ferreira 2000).

Skog et al.(1998), gida drnekleri iizerinde yaptiklari calismada, gida 6rneklerinin yanlig 1sitma

islemleri sonucunda kanserojen ve mutajen heterosiklik aminlerin olusumuna neden oldugunu
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belirlemislerdir. Gida 6rneklerinden aminleri belirlemek i¢in kati-faz ekstraksiyonu ile izole
edilen aminlerin yapilart GC-MS ile aydinlatilmistir. Bu ¢alismada gida 6rneklerinde aminler

0,03-0,2 ng/g seviyede tespit edilebilecegi onerilmistir (Skog et al. 1998).

1.5.4 Biyolojik Sivilarda o-FDA’larin Belirlenmesi ile flgili Yapilan Calismalar

Biyolojik sivi orneklerindeki amin bilesikleri ¢cok diisiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir.
Yapilan ¢aligmalarda digaridan viicuda alinan veya viicut icerisinde olusan amin bilesikleri ve
metabolitlerinin ¢esitli saglik problemlerine sebep oldugu tespit edilmistir (McKenna et
al.1993, Jacometo et al. 2005). Kanserin gelismesinde rol oynayan en biiyiik insan kaynakli

risk faktorii, biyoaktif alifatik ve aromatik aminlerin plazma ve idrarda bulunmasidir.

Stambouli et al. (2004), tarafindan yapilan calismada kan, idrar ve mide suyu gibi biyolojik
stvilarda 0-FDA’nin izomeri olan p-FDA kantitatif ve kalitatif belirlenmesi i¢in yeni bir metot
gelistirilmistir. Bu analitik metot biyolojik sivilarin hidrolizi, sivi-sivi ekstraksiyonu ve
trifloroasetikasit (TFA) ile tiirevlendirilip GC-MS ile yapilarmin aydinlatilmasina
dayanmaktadir. I¢ standart olarak benzidin kullanilan metodun ekstraksiyon verimi % 85, en

diisiik algilama limiti ise 0,1 pg olarak belirlenmistir (Stambouli et al. 2004).

Wang ve Tsai (2003), sa¢ boyasi kullanilan bayanlarin idrar 6rneklerinde FDA’larin
belirlenmesi igin gelistirdikleri metotta saga boyama iglemi yapilmadan 6nce ve yapildiktan
48 saat sonra idrar Orneklerini biriktirmislerdir. Idrar 6rnekleri deprotenize edilip,
diklorometan ile ekstraksiyon isleminin ardindan elektrokimyasal dedektor kullanarak LC ile
yapilart aydinlatilmigtir. Analiz sonuglar1 boyama islemi yapilmadan 6nce ortamda FDA yok
iken boyama isleminde 48 saat sonra FDA tiirevi olan p-FDA idrar 6rneklerinde bulunmustur
(Wang and Tsai 2003). Bu ¢alisma dogrultusunda sa¢ boyasi igeriklerinde siklikla kullanilan

0-FDA’larin sa¢ boyasi kullanan bayanlarin idrarinda olmasi1 muhtemeldir.

Koros et al. (2007), biyolojik sivilarda aminlerin belirlenmesi i¢in yeni bir metot
gelistirmistir. Bu metotta perklorik asit ile deprotenize igleminin ardindan, aminlerin o-
fitaldehit/etantiyol/florenilmetilkloroformat tiirevleri elde edilmistir. Bu tiirevlerin UV ve
floresans (FL) dedektor kullanilarak HPLC analizleri yapilarak aminler belirlenmesi
amaglanmistir. Relatif standart sapmasi 2,6 olan metodun numuneler iizerinde

tekrarlanabilirliginin yiiksek oldugu goriilmektedir (Kéros et al. 2007).
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Meyer et al. (2009), biyolojik sivilarda FDA’larin belirlenmesi icin yaptiklari ¢alismada
HPLC-UV-ECD metodu ile 6rneklerin analizlerini gergeklestirmislerdir. Metodun avantaji
orneklere herhangi bir 6nislem uygulanmamasidir. Bu metot ile p-FDA 6rneklerde 0.25 ve 20

puM araliginda bulunmustur (Meyer et al. 2009).

1.6 GAZ KROMATOGRAFISi

Hareketli fazin mutlaka gaz, hareketsiz fazin ise ya bir adsorban veya aktif bir adsorban
iizerine kaplanmis sivi oldugu kromatografik yonteme “gaz kromatografisi” denir. Hareketli
faz He, N2 veya Ar gibi bir gaz olup tasiyici gaz olarak tanimlanir. Sabit fazin tiirline gére gaz
kromatografisi ikiye ayrilir. Gaz-Kati1 kromatografisi, bu kromatografide de iki faz vardir.
Sabit faz olarak yaricapi kiiciik uzun bir kolon igine yerlestirilmis genis yiizeyli dolgu
maddeleri, hareketli faz olarak da dolgu maddelerinin arasindan kolaylikla gecebilen gaz
kullanilir. Gaz-Sivi Kromatografisi, burada sabit faz, gaz—kati kromatografisindeki genis
ylizeyli dolgu maddelerine emdirilmis bir s1v1 (yiiksek mol kiitleli polimerler) ve hareketli faz

gazdir. Genel olarak gaz-sivi kromatografisi siklikla kullanilmaktadir.

Gaz kromatografisinde, ayirimi istenen karigim, bir enjektor yardimiyla enjeksiyon kismina
enjekte edilir. Enjektér boliimii 1sitilmis durumdadir, karistm hemen buharlasir ve buhar
halinde inert tasiyic1 gaz ile birlikte kolona girer. Kolonda her bilesik kaynama noktasina,
molekiil biiyiikliigiine ve kolondaki sabit faz ile etkilesimine bagli olarak kolonda farkli
hizlarda ederek devamli tasinirlar ve bdylece birbirlerinden ayrilarak farkli zamanlarda
kolondan ¢ikarlar. Kolondan ¢ikan her bir bilesen dedektore girer, dedektdrde bilesenlerin
miktar1 ile orantili olarak belirlenir ve kaydedicide grafik olarak ¢izilir. Her bilesik alikonma
zamani ile belirlenir. Alikonma zamani bir bilesigin enjekte edilmesinden dedektdrden
cikisina kadar gecen stiredir. Bu stire her bilesik i¢in farklidir. GC-MS sistemi sematik olarak
Sekil 1.13’de gosterilmistir.
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Sekil 1.13 GC-MS sisteminin sematik olarak gosterimi (www.chromacademy.com).

Bir gaz kromatografisi dedektorii kromatografik islem uygulanan bir karigimdaki bilesenleri
siiratle ve hassasiyetle algilayabilen bir aygittir. Herhangi bir anda, tastyict gazdaki madde
konsantrasyonu sadece binde birka¢ seviyesindedir ve dedektdr bunun ¢ok altindaki degerleri
algilayabilecek kapasitede olmalidir. Gaz Kromatografisinde kullanilan dedektorler, alev
iyonlasma dedektorii (FID), 1s1l iletken dedektorii (TCD), kiikiirt kemiliiminesans dedektorii
(SCD), elektron yakalama dedektorii (ECD), atomik emisyon dedektorii (AED), alev
fotometrik dedektorii (FPD). kiitle dedektorleri (MS)’dir. Siklikla kullanilan bazi dedektérler,

uygulama alanlar1 ve hassasiyetleri Cizelge 1.2°de verilmistir.

Cizelge 1.2 Tipik baz1 gaz kromatografisi dedektorleri ve algilama limitleri.

Dedektor Tipi Uygulanabilir Ornek Algilama

Termal iletkenlik (TCD) Evrensel 500 pg/mL

Alev iyonizasyon (FID) Hidrokarbonlar 1 pg/s

Nitrojen fosfor (NPD) N, P igeren drnekler P: 102 N: 107" (g/mL)
Elektron yakalama (ECD) halojenli hidrokarbonlar 5 fg/s

Atomik emisyon (AED) element secici 1 pg

Fotoiyonizasyon (PID) gaz ve buhar bilesikler 0.002-02 pg/L

Kiitle spektrometre (MS) ayarlanabilir 6rnek 0.25-100 pg
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1.6.1 Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi

GC-MS kompleks karisimlarin ayrilmalari, belirlenmeleri ve tayinlerinin yapildigi bir
tekniktir. Bu teknik gaz kromatografisinin sonuna kiitle spektrometresi yerlestirilmesiyle
olusturulur. Molekiil kiitlesi diisiik olan yiizlerce bilesigin analizi i¢in GC-MS idealdir. Bir
bilesigin GC-MS analizi i¢in termal kararliligi ve yeterli uguculugu olmasi gerekmektedir.
Bunun yani sira fonksiyonel grup igeren bazi bilesikler i¢in adsorpsiyon probleminin

onlenmesi i¢in tiirevlendirme islemi yapilmas: gerekmektedir.

Kiitle spektrometre dedektorler, tiim gaz kromatografisi dedektorleri arasinda en giicli
olanlaridir. Bir GC-MS sisteminde ayirma boyunca, kiitle spektrometresi siirekli olarak
kiitleleri tarar. Ornek kromatografi kolonundan ¢iktiginda bir transfer hattindan gegerek kiitle
spektrometrenin girisine gelir; burada bir elektron-impakt iyonlastirma kaynagi tarafindan
iyonlagtirilir ve fragmanlara ayrilir. Bu islem sirasinda Ornek enerjili elektronlarla
bombardiman edilir ve elektrostatik kuvvetler molekiiliin elektron kaybederek iyonlagmasini
saglar. Bombardimanin ilerletilmesi iyonlarin fragmanlara donlismesine neden olur. Kiitle
analizoriine giren iyonlar burada m/z (kiitle-yiik orani) degerlerine gore siralanirlar. Iyonlarin

cogu tek degerlidir.

Sistemde, kromatogram alikonma zamanlarini belirler, kiitle analizorii de piklerden, karisimda
ne tiir molekiillerin bulundugunu saptar. Kullanimi en yaygin olan kiitle analizorii, gaz anyon
ve katyonlarin, elektrik ve magnetik alan vasitasiyla uzun siire tutulmasini saglayan iyon-
kapam analizordiir (Sekil 1.14). Iyon kapani analizériinde ii¢ elektrot bulunur. Merkez
elektrot halka; iist ve taban elektrotlar yarim kiire seklindedir. Iyonizasyon ve kiitle analizi
ayn1 yerde gerceklesir. Ayrilan iyonlar bir iyon dedektdriiyle olgiiliir; kullanimi en yaygin
olan dedektor, iyon dedektorii olan elektron multiplierlerdir. Kisaca, GC-MS karisimdaki
bilesenler dnce GC’ de ayrilir ve daha sonra arda arda kiitle detektoriine ulasirlar. Kiitle
detektoriine ulasan analit iyonlasma odasina siirliklenerek elektron bombardimanina tutulur ve

analizorde m/z oranina gore ayrilirlar.
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Sekil 1.14 Iyon kapan1 analizorii i¢in sematik diyagram (http://ull.chemistry.uakron.edu/gc).

1.7 CALISMANIN AMACI VE ONEMI

Bu ¢aligmanin amaci, sa¢ boyalari, boyanmis sa¢ drnekleri, ¢evre drnekleri, biyolojik sivi, ve
gida orneklerinde bulunan 0-FDA ve tiirevlerinin belirlenmesinde kullanilabilecek hassas ve

spesifik analiz metodunun gelistirilmesidir.

Gelistirilen metot ile mutajenik ve kanserojenik etkileri bilinen 0-FDA tiirevlerinin, ¢evre
orneklerinde, sa¢ boyalarinda, boyanmis sa¢ ve meyve suyu Orneklerinde kantitatif analizi
kesin olarak yapilarak s6z konusu Orneklerin kalitesi ve gilivenligi i¢in bir kontrol metodu

olarak Onerilecektir.

0-FDA ve tiirevlerinin, biyolojik sivilarda bulunmasi ¢esitli kanserlerin gelismesinde rol
oynayan onemli insan kaynakli risk faktorleri oldugu diistiniilmektedir. Dolayistyla biyolojik
orneklerde s6z konusu bilesiklerin belirlenmeleri insan saglig1 ve giivenligi agisindan biiyiik

Onem tasimaktadir.
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BOLUM 2

DENEYSEL CALISMALAR

2.1 KULLANILAN CiHAZLAR

2.1.1 Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrofotometresi (GC-MS)

Orneklerin analizi icin A Thermo-Finnigan MAT 4500 GC-MS/MS sistemi kullanilmistir.
Kolon olarak ZB-5 MS kullanilmistir.

2.1.2 pH Metre

Ornek ¢ozeltilerin pH’larmin ayarlanmasinda CRISON marka, sicaklik ayarli pH=0-14 8l¢iim

yapan cam elektrotlu pH metre kullanilmistir.

2.1.3 Vorteks

Karnistirma ve ekstraksiyon iglemleri i¢in 3000 rpm devirli VELP marka vorteks

kullanilmastir.

2.1.4 Ultrasonik Banyo

Tiiretme ve ekstraksiyon islemlerinde ELMA marka sicaklik ve zaman ayarli programa sahip

ultrasonik banyo kullanilmustir.

2.1.5 Santrifiij Cihaz1

Calismada, NUVE marka NF615 model santrifiij cihaz1 kullanilmis ve bu cihaz, deneysel
islemler sirasinda 3000-4000 devir/dak. hizla ¢alistirilmistir.
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2.1.6 Saf Su Cihaz

Ornekleri hazirlama islemlerinde kullamlan saf su i¢in Millipore Direct-Q marka ultra saf su

cihaz1 kullanilmistir.

2.2 NUMUNELERIN TOPLANMASI VE SAKLANMASI

Sac boyast drnekleri, farkli boyalar secilerek ticari olarak satilan firmalardan satin alinmistir.
Ornekler serin ortamda analiz zamanina kadar saklanmistir. Farkli renk sa¢ boyalar1 kullanmis
bayanlar secilerek kuaforlerden temin edilip, analiz buzdolabinda zamanina kadar

buzdolabinda -4°C’de saklanmistir.

Mide suyu ornekleri, Biilent Ecevit Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Gastroenteroloji klinigine bagvuran ve tanit amactyla endoskopi yapilan hastalarda 2012/03-4
sayill1 Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu izni ile gastroloji uzmam tarafindan toplanmistir.
Ornekler -40°C’de 151k gdrmeyen ortamda buzdolabinda analiz edilecegi giine kadar

bekletilmigtir.

Cevre ornekleri, Zonguldak ve Kozlu bolgesinden deniz suyu, dere suyu, Ankara bolgesinden
dere suyu vegesitli boya fabrikalarinin atik suyu toplanarak analizleri yapilmistir. Renkli cam

siseler ile toplanan numuneler analizleri yapilacagi zamana kadar buzdolabinda saklanmustir.

Meyve suyu Ornekleri, farkli markalar ve iceriklerine gore 250 mL’lik kutular halinde satin

alinip, analizleri yapilana dek buzdolabinda muhafaza edilmistir.

2.3 KROMATOGRAFIK SISTEMIN OZELLIKLERI VE ANALIZ SARTLARI

Bu caligmada sa¢ boyasi, boyanmis sa¢ boyasi, ¢evre, gida ve biyolojik sivi 6rneklerinin
analizi i¢in GC-MS sistemi kullanilmistir. Orneklerin cihaza analizinden dnce tiiretme iglemi
yapilarak GC-MS analizlerinde meydana gelecek pik kuyruklanmasinin oniline geg¢ilmistir.
Orneklerde bulunan maddelerin en iyi sekilde birbirlerinden ayrilmalar1 ve hassasiyetin

artirtlmasi i¢in analiz sartlar1 belirlenmistir. Analiz sartlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1 GC-MS analiz sartlari.

Cihaz Modeli A Thermo-Finnigan MAT 4500 GC-MS/MS

Dedektér Modu EI

Monitor Sistemi Segici iyon monitdr (SIM)

KolonZB-5 MS; kolon uzunlugu, 30 m; .D., 0.25mm; film kalinligi, 0.25mm
Sicaklik Programi 100°C (1 dk), 5°C/ dk 175°C (1dk), 0,5°C/dk 177°C(1dk), 10°C/dk 277°C
(2 dk)

Enjeksiyon Blogu Sicakligi: 130°C

Tastyici1 gaz Helyum ( % 99,999)

Akis Hiz1 1,1mL/dk

Tarama Aralig1 25-400

fyonlasma Voltaj1 70 eV (EI)

Analiz i¢in ilk olarak énemli kisim 6rneklerin iyonlagsmasi i¢in enjeksiyon blogu sicakliginin
belirlenmesidir. Cesitli denemeler yapilmis ve bu sicaklik 130°C’ye ayarlanarak tiim
bilesiklerin iyonlasmasi ger¢eklesmistir. Aranilan maddeler goére sicaklik programi
yapilmistir. Bu programin ayarlamasi yapilirken aranilan maddelerde bulunan izomerlerin
ayrilmasi saglanacak ve bozunmayacak sekilde sicaklik arttirilmistir. Izomerlerin ayrilmasi
icin farkli sicaklik programlar1 denenmis ve ayrilma islemi gergeklestiginde yukarida verilen
sicaklik programi kullanilmistir. Ayarlanan sicaklik programi ve akis hizi ile izomerlerin

birbirinden daha iyi ayrilmasi saglanmistir.

2.4 DENEYSEL iISLEMLER

2.4.1 0-FDA ve Tiirevlerinin Sulu Cozeltiden izolasyonu ve Analizi

Yapilan c¢alismada 0-FDA tiirevlerinin Orneklerden analizi i¢in Onerilen metodun
uygulanabilirligi ve izolasyonu i¢in 0-FDA tiirevleri nitrit ile 1H-benzotriazol (1H-BT)
tiirevlerine doniistiiriildiikten sonra, benzotriazol tiirevleri sivi-sivi ekstraksiyon ile organik
faza almip GC-MS ile analizleri yapilmistir. Boylece optimize edilen metot 0-FDA
tirevlerinin belirlenmesi i¢in sa¢ boyasi, boyanmis sag, degisik cevre, gida ve biyolojik
stvidrneklerine uygulanmistir. Metot kisaca analiz edilecek kati 6rneklerin HCI igerisinde

ultrasonik banyoda 15-20 dk bekletilmesi, sivi 6rneklerin ise pH 6’da toluen ile yikanarak her
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iki 6rnek i¢inde su fazinin 0,1 M HCl ile (pH 1) asitliginin ayarlanmasinin ardindan 3x3 mL
kloroform ile ¢alkalanarak kloroform fazinin atilmasindan sonra pH 2’ye ayarlanip, sulu faza
IM nitrit ¢ozeltisi eklenmesiyle olusan 1H-benzotriazol (1H-BT) tiirevlerinin organik faza
alinmasini, N2 gazi altinda ¢6ziicti miktar1 500 pL’ ye ayarlanmasint ve GC-MS analizlerini

icermektedir.

2.4.2 Standart o-FDA’larin Tiiretilmesi

Standart 1H-BT tiirevleri bulunmayan 0-FDA’lar 25 pg/mL’lik ¢ozeltilerinin her birinden
bilinen miktarlarda alinarak nitrit ¢ozeltisi ile tiiretilerek 1H-BT tiirevleri olusturuldu ve
olusan tiirevler standart olarak kullanildi. Standart 1H-BT tiirevleri karisimi i¢in GC-MS

kromatogrami sonuclar kisminda gosterilmistir.

2.4.3 Standart 1H-BT Tiirevlerinin Gaz Kromatografisinde Allkonma Zamanlarinin
Tespit Edilmesi

Standart olarak kullanilan 1H-BT tiirevlerinin GC’de alikonma zamanlarinin belirlenmesi i¢in
standartlarin toluen icerisinde 70 pg/mL’lik ¢ozeltileri hazirlanmistir ve GC-MS ile analizleri
yapilmustir. Bu islemler sonucunda 6rneklerde aranacak olan 0-FDA’larin 1H-BT tiirevlerinin
her birinin alikonma zamanlar1 tespit edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan standart 1H-BT
tiirevlerinin altkonma zamanlar1 sonuclar béliimiinde verilmistir. Orneklerde aranacak olan

s6z konusu 0-FDA’larin nitrit ile tliretme reaksiyonlar1 Sekil 2.1°de verilmistir.

Orneklerdeki 0-FDA’larin belirlenmesinde standart FDA’larin 1H-BT tiirevlerinin GC-

MS’deki alikonma zamanlar1 ve kiitle spektrumlarindan yararlanilmistir.
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2.4.4. Standart 0-FDA’larin Tiiretme icin pH Grafiklerinin Cizilmesi

0-FDA’lar asidik ortamda nitrit ile kolaylikla reaksiyona girerler. Reaksiyonun yiiksek
verimde gerceklesmesi i¢in ortam pH’sinin ayarlanmasi gerekmektedir. Bunun i¢in standart 0-
FDA’larin 25 pg/mL’lik stok c¢ozeltiler hazirlanmis ve daha sonra her birinden aym
konsantrasyonda olacak sekilde belirli hacimler alinarak pH 1 ile 3 arasinda 5 farkli aralikta
tiiretme islemi yapilmis ve tiirevler ekstrakte edilerek GC-MS analizleri yapilmistir. Bu islem
1-5 pg/mL araliginda 5 farkli konsantrasyon degeri i¢in tekrarlanmistir. Elde edilen pik

alanlar1 pH degerine kars1 grafige gegirilerek sonuglar kisminda gdsterilmistir.

2.4.5 Standart 0-FDA’larin 1H-BT Tiirevlerinin Ekstraksiyonu icin pH Grafiklerinin
Cizilmesi

Bu calismada onerilen metotta kullanilan sivi-sivi ekstraksiyon tekniginde ortamin pH’sinin
ayarlanmasi ¢ok 6nemli oldugundan her bir 0-FDA’nin 1H-BT tiirevlerinin degisik pH’larda
(5 ile 8 arasinda) sulu ortamdan ekstraksiyon yapilmis ve pH degerlerine karst GC-MS’den
elde edilen pik alanlar1 grafige gecirilmistir. 1H-BT tiirevleri i¢in ¢izilen grafik sonuglar

kisminda gosterilmis olup bu grafiklerin elde edilmesi i¢in izlenen yol asagida anlatilmistur.

Standart 1H-BT tiirevleri suda ¢oziiliip, 100 pg/mL’lik sulu ¢ozeltileri hazirlanmis ve daha
sonra ayni konsantrasyonda olacak sekilde her birinden belirli hacimler alinip degisik
pH’larda ekstrakte edilip analizleri yapilmistir. Her bir pH degeri i¢cin GC-MS analizleri
yapilip, pik alanlar1 ve % pH verimi, pH degerlerine kars1 grafikleri cizilmistir. Elde edilen
grafiklerden yararlanilarak sivi-sivi ekstraksiyonu i¢in optimum pH degerleri tespit edilmistir.
Bu calismada pH grafiklerinden yararlanilarak 0-FDA’larin 1H-BT tiirevleri karisimi i¢in en
uygun ekstraksiyon pH’s1 se¢ilmistir. Sonuglar boliimiinde bazi 0-FDA’larin 1H-BT tiirevleri

icin pH’a kars1 pik alanlar1 ve % pH verimi grafikleri gosterilmistir.

2.4.6 Standart o0-FDA’larin 1H-BT Tiirevleri Olarak Kalibrasyon Grafiklerinin
Cizilmesi

Standart 0-FDA’larin kalibrasyon grafiklerinin ¢izilmesi i¢in toluen igerisinde ¢Oziinmiis
standart 1H-BT tiirevlerinin konsantrasyonlar1 gerekli seyreltmeler yapilarak 5-100 pg/mL,
0,1-5 pg/mL ve 0,1-5 ng/mL araliklarinda 5 farkli konsantrasyon degerleri belirlenip GC-MS

analizleri yapilmistir. Elde edilen pik alanlar1 konsantrasyona karsi grafige gegirilerek her bir
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madde i¢in kalibrasyon grafigi ¢izildi. Bu islem 3 kez tekrarlanmistir. Elde edilen kalibrasyon
grafikleri ve kalibrasyon grafiklerinden elde edilen denklem ve regreasyon katsayilari (r?)
sonuclar bolimiinde gosterilmistir. Bu veriler ile 6rneklerdeki 0-FDA’larin miktarlarinin

belirlenmesi saglanmustir.

2.4.7 Gelistirilen Metodun Algillama Limitinin Belirlenmesi

Standart 1H-BT tiirevlerinin 25 pg/mL olacak sekilde her birinin ¢ozeltisi hazirlandi ve
gerekli seyreltmeler yapilarak her biri igin 5-0,1 ng/mL arasinda degisik ¢ozeltiler hazirlandi.
Onerilen metot kullanilarak farkli konsantrasyonlarda GC-MS analizleri yapilarak en diisiik

algilama limiti 0,01-0,03 ng/mL olarak belirlenmistir.

2.4.8 Sa¢ Boyalarinda o-FDA’larin Belirlenmesi

Sa¢ boyasi ornekleri analiz zamanina kadar serin ortamda bekletilmistir.0,30 g sa¢ boyasi
ornegi alinarak 30 mL 0,1 M HCI igerisinde 40 °C de 20 dk hidroliz edilip, ¢ozelti siizgeg
kagidindan siiziilmiistiir. Siiziintii oda sicakligina geldikten sonra pH 1°de 3x3 mL kloroform
ile ¢alkalanarak kloroform fazi atilmistir. Bu islemden sonra geriye kalan sulu fazin pH’s1
0,IM NaOH ile 2’e ayarlanip nitrit ¢ozeltisi ile tiiretme islemi yapilmistir. Sulu faz pH’s1
fosfat tamponu ile 6’ya ayarlanip 2 mL toluen ile 3 kez ekstrakte edilmistir. Toluen fazi
alinarak susuz sodyum siilfat iizerinden gegirilip azot gazi altinda kuruluga kadar
ucurulduktan sonra hacmi toluen ile 500 pL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiden 1uL

alinarak GC-MS ile analiz edilmistir.

2.4.9 Boyanmis Sa¢ Orneklerinde 0-FDA’larin Belirlenmesi

Kuaforlerden temin edilen farkli renkteki boyanmis sa¢ drnekleri ¢ok bekletilmeden genelde
ayn1 giin igerisinde analizleri yapildi. 0,05-0,3 g boyanmis sa¢ 6rnekleri 10-30 mL 2 M HCl
icerisinde 65°C 20 dk ultrasonik banyoda bekletilmistir. Daha sonra siiziilerek sag
orneklerinin ¢ozeltiden ayrilmasi saglanmigtir. Siiziintiiniin pH’s1 1’e ayarlanip 3x3 mL
kloroform ile ¢alkalanarak kloroform fazi atilmistir. Bu islemden sonra geriye kalan sulu fazin
pH’s1 0,1M NaOH ile 2’e ayarlanip nitrit ¢ozeltisi ile tiiretme islemi yapilmistir. Sulu faz
pH’s1 fosfat tamponu ile 6’ya ayarlanip 2 mL toluen ile 3 kez ekstrakte edilmistir. Toluen fazi

almarak susuz sodyum siilfat iizerinden gegirilip azot gazi altinda kuruluga kadar

41



ucurulduktan sonra hacmi toluen ile 500 puL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiden 1 pL

alinarak GC-MS ile analiz edilmistir.

2.4.10 Cevre Orneklerinde 0-FDA’larin Belirlenmesi

Zonguldak liman1 ve deresi, Kozlu liman1 ve deresi, Ankara deresi, boya fabrikalarindan
renkli siselerde alinan Ornekler analiz zamanina kadar buzdolabinda saklanmustir.
Orneklerden 100 mL’lik kistm alinarak pH fosfat tamponu ile 6’ya ayarlanip toluen ile
ekstrakte edilerek ornekte var olan 1H-BT tiirevleri ortamdan uzaklastirilmistir. Toluen fazi
atilip sulu faz pH’s1 0,1 M HCI ile 1’e ayarlandiktan sonra siizge¢ kagidi ile siiziiliip 6rnek
icerisindeki parcaciklar uzaklastirilmistir. Siiziintiiniin pH’s1 1 olacak sekilde 3x3 mL
klorofom ile calkalanip organik faz atilmistir. Su fazinin pH’st 0,1 M NaOH ile 2’ye
ayarlandiktan sonra nitrit ¢ozeltisi ile tiiretme iglemi yapilip, sulu ¢ozeltinin pH’s1 fosfat
tamponu ile tekrar 6’ya ayarlanmistir. Sulu faz 2 mL toluen ile 3 kez ekstrakte edildikten
sonra toluen fazi aliip susuz NaxSOs lizerinden gecirilip azot gaz1 altinda kuruluga kadar
ucurulduktan sonra hacmi toluen ile 500 pL’ ye tamamlanmistir. 1H-BT bilesiklerini igeren

fazdan 1 pL alimarak GC-MS ile analiz edilmistir.

2.4.11 Meyve Suyu Orneklerinde 0-FDA’larin Belirlenmesi

250 mL kutular halinde farkli markalardan ve karisimlardan olusan meyve suyu Ornekleri
analiz giiniine kadar buzdolabinda saklanmistir.Meyve suyu orneklerinde 40’ar mL alinarak
pH’s1 fosfat tamponu ile 6’ya ayarlanip toluen ile ekstrakte edilip 6rnekte var olan 1H-
BTtiirevleri ortamdan uzaklagtirilmistir. Sulu fazin pH’s1 0,1 M HCI ile 1’e ayarlandiktan
sonra silizge¢ kagidi ile siiziiliip 6rnek igerisindeki tortular uzaklastirilmistir. Siiziintiiniin
pH’s1 1’de tutularak 3x3 mL klorofom ile ¢alkalanip klorofom fazi atilmistir. Su fazin pH’s1
IM NaOH ile 2’ye ayarlanip nitrit ¢bzeltisi ile tlirevlendirme islemi yapilip, pH fosfat
tamponu ile tekrar 6’ya ayarlanip 2 mL toluen ile 3 kez ekstrakte edilmistir. Toluen fazi
alinarak susuz NaxSOs lizerinden gegcirilip azot gazi altinda kuruluga kadar ucgurulduktan
sonra hacmi toluen ile 500 pL’ ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiden 1uL alinarak GC-

MS ile analiz edilmistir.
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2.4.12 Mide Suyu Orneklerinde 0-FDA’larin Belirlenmesi

Mide suyu Ornekleri -40°C’de buzdolabinda bekletilmistir.Mide suyu ornekleri 3-8 mL
arasinda alinip ilk olarak mide pH 6lgiimleri yapilmustir. Orneklerin pH’s1 fosfat tamponu ile
6’ya ayarlanip toluen ile ekstrakte edilmistir. 1 M HCI ile pH’s1 1’e ayarlanan sulu faz
santrifiijjlendikten sonra c¢oken maddeler uzaklastirilmistir. pH’s1 1’e ayarlanmis ¢6zelti
klorofom ile c¢alkalanip klorofom fazi atilmistir. Su fazi pH’s1 1 M NaOH ile 2’ye ayarlanip
nitrit ¢ozeltisi ile tiirevlendirme islemi yapilip, pH fosfat tamponu ile tekrar 6’ya ayarlanip 0,5
mL toluen ile 3 kez ekstrakte edilmistir. Toluen faz1 alinarak 2-3 dakika santrifiij edildikten
sonra susuz NaxSOs4 lizerinden gegirilip azot gazi altinda kurutulduktan sonra hacmi toluen ile
500 pL> ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiden 1 pL alinarak GC-MS ile analiz edilmistir.
Cevre Ornekleri, gida 6rnekleri, sa¢c boyasi drnekleri, boyanmis sa¢ drnekleri ve mide suyu
orneklerindeki 0-FDA’larin analizleri i¢in Onerilen metotun uygulanigi sematik olarak Sekil

2.2’de verilmistir.
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Sag¢ boyasi Atik su Mide suyu Meyve suyu Boyanmis
ormegi ornegi 6rnegi ormegi sa¢ Ornegi

Na,HPO4 (pH 6)

Y

0.1M HC ,
IMHE Toluen / Ekstraksiyon 2M HCl
Y Y Y
Sulu kisim Ultrasonik
Hidroliz banyo
(40 °C. 20 dk) (65 °C. 20 dk)

3x3 ml CHCls/ekstraksivon

Y

Sulu kisim

IM NaOH (pH 2)

Tiiretme
Y

NO, / Tiiretme

IM Na,HPO, (pH 6)

Y

Toluen / Ekstraksiyon

N> gaz1 altinda kurutma

Y

Toluen / Na,SO4

GC-MS

Sekil 2.2 Cevre ornekleri, gida Ornekleri, sa¢ boyasi ornekleri, boyanmis sa¢ drnekleri ve
mide suyu Orneklerindeki 0-FDA’larin analiz yOnteminin sematik olarak

gosterilmesi.
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BOLUM 3

DENEYSEL SONUCLAR VE DEGERLENDIRME

0-FDA ve tiirevleri sa¢ ve gida boyalarinda, ¢esitli ¢evre Orneklerinde bulunmaktadir ve
dolayisiyla insanlarda bu bilesiklere maruz kalmaktadir. Sa¢ boyasi, boyanmis sa¢ 6rnekleri,
endiistri atik sulari, deniz suyu, nehir suyu, meyve suyu Orneklerinde ve mide suyu
orneklerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan 0-FDA ve tiirevleri GC-MS kullanilarak

hassas ve spesifik olarak belirlenmistir.

Gelistirilen metot, ornekler igerisindeki 0-FDA’larin nitrit ile tiiretilip, olusan 1H-BT
tirevlerinin organik faza almmarak GC-MS analizlerini i¢ermektedir. Bu metodun
uygulanabilir olmasi i¢in ilk olarak standartlar iizerinden optimize edilmesi gerekmektedir.
Bu nedenle optimizasyon isleminin ilk basamagi olarak sulu ortamdaki 0-FDA’larin
tiiretilmesinde kullanilacak en uygun pH degeri belirlenmesinin ardindan standart 1H-BT
tirevlerinin alikonma zamanlar1 belirlenmis ve her bir standart icin kalibrasyon grafigi
cizilmistir. Daha sonra sulu fazdaki tiirevlerin (IH-BT’ler) sivi-sivi ekstraksiyon i¢in en
uygun pH degeri belirlenmistir. Sa¢ boyasi, boyanmis sag, ¢evre, meyve suyu ve mide suyu
orneklerine farkli konsantrasyonlarda standart 0-FDA ve tiirevleri igceren ¢ozelti ilave edilerek
gelistirilen metot i¢in 0-FDA ve tiirevlerinin geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Ayrica
standart ¢ozelti ilavesi yapilmis 6rneklerin analizinden elde edilen S/N oranlar1 kullanilarak o-

FDA ve tiirevleri i¢in metot algilama limitleri (LOD) hesaplanmustir.

3.1 DENEYSEL SONUCLAR

3.1.1 Standart 1H-BT Tiirevlerinin Alilkonma Zamanlarinin Belirlenmesi

Standart 1H-BT tiirevleri toluende c¢ozeltileri hazirlanip GC-MS ile analiz edilmistir.

Alikonma zamani her bir standart icin ayr1 ayr1 belirlenmistir. Metot Orneklere

uygulandiginda standartlarin alikonma zamanlart yardimiyla hangi maddenin O6rnekler
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icerisinde bulundugu yani nitel analizi yapilabilecektir. Standart 1H-BT tiirevlerinden olusan
karisima ait GC-MS kromatogrami Sekil 3.1°de verilmistir ve alikonma zamanlar Cizelge

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Standart 1H-BT tiirevlerinin GC-MS’de alikonma zamanlarmin belirlenmesi.
Deney Sayis1:5; Dakika:dk.

StandartlH-Benzotriazol Kisaltmalar Allkonma Zamanlari Molekiil
Tiirevleri (dk) Agirhiklan
GC-MS (g/mol)
1H-Benzotriazol 1H-BT 13,76 119,12
4-Metil-1H-Benzotriazol 4-M-1H-BT 15,29 133,15
5- Metil-1H-Benzotriazol 5-M-1H-BT 16,33 133,15
7-Nitro-1H-Benzotriazol 7-N-1H-BT 17,73 164,12
6-Kloro-1H-Benzotriazol 6-Cl-1H-BT 18,89 153,57
5- Kloro-1H-Benzotriazol 5-Cl-1H-BT 19,24 153,57
5,6-Dikloro-1H-Benzotriazol 5,6-Cl-1H-BT 25,60 188,01
5,6-Dibromo-1H-Benzotriazol 5,6-Br-1H-BT 30,49 276,92
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Sekil 3.1 Standart 1H-BT tiirevleri karistiminin GC-MS kromatograma.

Alikonma zamanlar1 genel olarak molekiil agirliklar1 ile dogru orantili artmaktadir.
Kromatogramda izomerlerin kolaylikla ayrildigi goriilmektedir. Standart 1H-BT tiirevlerine
ait kiitle spektrumlart Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve Sekil

3.8’de verilmistir.
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Sekil 3.3 1H-BT nin kiitle spektrumu.
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Relative Abundance
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Sekil 3.4 5-M-1H-BT nin kiitle spektrumu.
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Sekil 3.5 7-N-1H-BT nin kiitle spektrumu.
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Sekil 3.6 a) 6-Cl-1H-BT b) 5-Cl-1H-BT ait kiitle spektrumu.
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Sekil 3.7 5,6-Cl-1H-BT nin kiitle spektrumu.
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Sekil 3.8 5,6-Br-1H-BT nin kiitle spektrumu.

Cizelge 3.2°de yukarida spektrumlart verilen bazi standart 0-FDA kiitle spektrumlarinda ki
temel pik, molekiil iyon piki (M") ve diger karakteristik piklerin m/z degerleri verilmistir.
Kiitle spektrumlarinda siddeti en fazla olan pik temel pik ve bilesigin molekiil kiitlesine esit
olan pik ise M" piki olarak belirtilmistir. Molekiillerin par¢alanma fiiriinleri olan temel ve
molekiil pikleri olusan tiim standartlar i¢in yorumlanmis ve diger karakteristik pikler tespit

edilmisgtir.
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Cizelge 3.2 Standart 1H-BT tiirevlerinin kiitle spektrumundaki temel pik, molekiiler iyon piki
ve diger karakteristik piklerin m/z degerleri.

Standart Temel Molekiiler iyon | Diger  Karakteristik
1H-Benzotriazol Pik Piki (M) Pikler
1H-BT 63 119 91, 64, 52
4-M-1H-BT 104 133 77,51, 28
5-M-1H-BT 104 133 77,51, 39
7-N-1H-BT 164 164 136,63,51
4-Cl-1H-BT 63 153 125,90,37
5-CI-1H-BT 63 153 125,90,50
4,5-Cl-1H-BT 187 187 159, 97, 61
4,5-Br-1H-BT 290 290 278,209,130

3.1.2 Standart 1H-BT Tiirevlerinin Kalibrasyon Egrisinin Cizilmesi

Bilinen konsantrasyonda hazirlanan standart 1H-BT tiirevleri gerekli seyreltmeler yapilarak
GC-MS ile analizleri yapilmistir. Pik alan1 degerleri konsantrasyona kars1 grafige gecirilerek
ti¢c farkli aralikta kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Her bir 1H-BT tiirevleri i¢in olusturulan

kalibrasyon grafikleri Sekil 3.9, Sekil 3.10 ve Sekil 3.11°de verilmistir.
Cizilen kalibrasyon egrilerinden elde edilen denklemler ve regrasyon katsayilart 5-100 pg/mL

konsantrasyon aralig1 i¢in Cizelge 3.3’te, 0,1-5 pg/mL konsantrasyon aralifi icin Cizelge

3.4°te, 0,1-5 ng/mL aralig1 i¢in Cizelge 3.5’te verilmistir.
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Sekil 3.9 1H-BT tiirevlerinin 0,1-5 ug/mL degerleri arasindaki kalibrasyon grafigi.

i

Konsantrasyon (ug/ml)
+ 1H-Benzotriazol W 4-Metil-1H-Benzotriazol 4 5-Metil-1H-Benzotriazol

» 5-Kloro-1H-Benzotriazol * Dikloro-1H-Benzotriazol @ Dibromo-1H-Benzotriazol
3-Nitro-1H-Benzotriazol - 4-Kloro-1H-Benzotriazol

Sekil 3.10 1H-BT tiirevlerinin 5-100 pg/mL degerleri arasindaki kalibrasyon grafigi.

MW W
82828

Pik alam (mm?)
g

1500 -
1000 -
500 + —1
—
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Konsantrasyon (ng/ml)
# 1H-Benzotriazol B 4-Metil-1H-Benzotriazol A 5-Metil-1H-Benzotriazol
% 5-Kloro-1H-Benzotriazol  Dikloro-1H-Benzotriazol ©® Dibromo-1H-Benzotriazol
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Sekil 3.11 1H-BTtiirevlerinin 0,1-5 ng/mL degerleri arasindaki kalibrasyon grafigi.
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Cizelge 3.3 Kalibrasyon islemlerine ait (5-100 pg/mL) kalibrasyon denklemleri ve R?

degerleri.
Standart 1H-Benzotriazol Kalibrasyon Denklemi R?

1H-BT y =30498x-15632 0,9998
4-M-1H-BT y =39462x — 20131 0,9997
5-M-1H-BT y =57774x — 25615 0,9995
7-N-1H-BT y =10732x — 48030 0,9992
4-Cl-1H-BT y = 47846x-27498 0,9997
5-CI-1H-BT y =48635x-21955 0,9996
4,5-Cl-1H-BT y =9121,0x — 34621 0,9996
4,5-Br-1H-BT y=13171x - 77293 0,9997

Cizelge 3.4 Kalibrasyon islemlerine ait (0,1-5 pg/mL) kalibrasyon denklemleri ve R?

degerleri.
Standart 1H-Benzotriazol Kalibrasyon Denklemi R?

1H-BT y =8914,0x + 723,8 0,9998
4-M-1H-BT y=10813x + 10,91 0,9995
5-M-1H-BT y =10732x + 626,0 0,9996
7-N-1H-BT y =3948,1x-242,6 0,9993
4-Cl-1H-BT y=9115,1x +903,9 0,9995
5-CI-1H-BT y=11312 x +5728 0,9998
4,5-Cl-1H-BT y =4598,x-369,6 0,9995
4,5-Br-1H-BT y=2217,x +309,1 0,9994

Cizelge 3.5 Kalibrasyon islemlerine ait (0,1-5 ng/mL) kalibrasyon

denklemleri ve R?

degerleri.
Standart 1H-Benzotriazol Kalibrasyon Denklemi R?

1H-BT y=234,5x + 72,92 0,9997
4-M-1H-BT y =183,3x + 64,63 0,9996
5-M-1H-BT y =199,4x + 87,29 0,9994
4-Cl-1H-BT y=225,4x + 82,78 0,9993
5-CIl-1H-BT y =720,7x + 24,53 0,9994
4,5-Cl-1H-BT y =76,89x + 67,25 0,9991
4,5-Br-1H-BT y=78,34x + 74,82 0,9992
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3.1.3 Standart 0-FDA’larin Tiiretme icin Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Asidik ortamda gergeklesen 0-FDA’larin nitrit iyonu ile reaksiyonu i¢in en uygun tiiretme
pH’1 secilerek tiiretmenin en yiiksek verimde gergeklesmesi saglanmistir. Bunun ig¢in ilk
olarak elimizde bulunan 0-FDA’larin her biri i¢in25 pg/mL stok ¢ozeltiler hazirlandi. Bu stok
cozeltilerden belirli hacimler alinarak konsantrasyonlari 1-5 pg/mL olacak sekilde her bir
konsantrasyon i¢in pH 1-3 arasinda 5 farkli aralikta nitrit ile tiiretme islemi yapilip, pH 6’da
toluen ile ekstraksiyonu ardindan son hacim 500 pl olacak sekilde ayarlanmistir. Bu iglemler
her biri i¢in ayni olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltilerden 1 pl GC-MS’e enjekte edilmistir.
Daha sonra tiiretme pH’ma karst pik alani grafige gecirilerek optimum tiiretme pH’1

belirlenmistir. Sekil 3.12’de tiiretme pH’1na karsi1 pik alanlari grafige gegirilmistir.
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Sekil 3.12 Standart 1H-BT’lerin tiiretme pH’mna karsi pik alanlarinin degisimini gdsteren
grafik.

Elde edilen sonuglara gore en uygun tiiretme pH’1 2 olarak seg¢ilmistir. Tiiretme isleminden
sonra kalan su fazin pH’1 0-FDA ve tiirevlerinin ekstraksiyonu i¢in en uygun pH olan 8’e
(Akyliz and Ata 2008) ayarlanmis ve BEHPA iceren kloroform ile ekstrakte edilerek analiz
edilmistir. Analiz sonucunda 0-FDA ve tiirevlerine rastlanilmamistir. Bu da ortamda bulunan

0-FDA ve tiirevlerinin tamamen 1H-benzotriazol tlirevlerine doniistiigiinii gdstermektedir.
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3.1.4 Standart 1H-BT Tiirevleri icin Optimum Ekstraksiyon pH Degerinin Belirlenmesi

Standart 1H-BT tiirevlerinin ekstraksiyonunda uygun pH degerlerinin belirlenmesi i¢in her bir
IH-BT tiirevinin stok ¢ozeltisi hazirlandi ve bu stok ¢ozeltiden 100 pg/mL konsantrasyonda
cozelti hazirlanmigtir. 100 pg/mL konsantrasyonundaki ¢ozeltilerin her biri pH 5-8 arasinda 7
farkli pH degerinde ekstrakte edildikten sonra son hacim 500 upl’ye ayarlanmistir. Bu
miktardan 1 pl alimip GC-MS analizi yapilmistir. Bu islemler her bir pH degerinde tamamen

ayni olacak sekilde yapilmustir.

Her bir 1H-BT tiirevi i¢in ayn1 konsantrasyonda ayr1 ayr1 pH degerleri i¢in okunan pik alani
degerleri grafige gecirilerek en yliksek pik alan1 degerine karsilik gelen optimum pH degeri
belirlenmistir. Bu degerlerden yola ¢ikarak orneklerde bulunmasi muhtemel 0-FDA’lar goz
onlinde bulundurulup o6rneklerin analizlerinde kullanilacak en uygun pH degeri 6 olarak
saptanmistir. Bu pH degerlerinde 1H-BT standartlar1t maksimum pik alan1 vermektedir. Sekil

3.13°de 1H-BT tiirevlerin pH kalibrasyon grafigi verilmektedir.
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5000000 4
4000000 -
3000000 y

2000000

Pik alam (mm?)

1000000

rH
—4#— 1H-Benzotnazol ——4-Metil-1H-Benzotriazol
=—de— 5-Metil-1 H-Benzotriazol =3 Mitro-1H-Benzotrniazol
= 3-Kloro-1H-Benzotriazol ~—3 6-Dikloro-1H-Benzotriazol
5.6-Dibromo-1H-Benzotnazol 4-Klore-1H-Benzotnazol

Sekil 3.13 Standart 1H-BT tiirevlerin ekstraksiyon pH’ina karsi pik alanlarinin degisimini
gosteren grafik.

Metodu oOrneklere uygulamadan once ekstraksiyon pH’sinin hesaplanmasinin nedeni sulu

fazda standartlarin molekiiller halde bulundugu ve az ¢6ziindiigii pH’1n bulunmasidir. Sulu
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fazda molekiil halde bulunan maddeyi en yiiksek verimde organik faza alabiliriz. Sekil

3.14°de her bir standart i¢in hesaplanan % pH verimleri pH’a kars1 grafige gecirilmistir.

120 -
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=
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B |H-Benzotnazol B4 Metil-Benzotriazol B 3 -Metil-Benzotriazol
m 7-Mitro-1 H-Benzotnazol m 3-Eloro-1 H-Benzotnazol » 5 6-dikloro-1H-EBenzotnazol
W 5.6-Dibromo-1 H-Benzotnazol W 6-Eloro-1H-Benzotnazol

Sekil 3.14 Standart 1H-BT tiirevlerin ekstraksiyon pH’ma karst % pH verim degisimini
gosteren grafik.

3.1.5 Standart 0-FDA’larin Ornek I¢cerisindeki Metot Geri Kazanmiminin Hesaplanmasi

Sa¢ boyasi ve boyanmis sa¢ orneklerindeki 0-FDA ve tiirevlerinin geri kazanim degerleri ve
metot algilama limitlerinin hesaplanmasi igin asit i¢erisindeki yaklasik 0,30 g sa¢ boyasi ve
boyanmis sa¢ 6rnegine standart 0-FDA ve tlirevlerini igceren standart ¢ozeltilerden degisik
miktarlarda alinarak Ornekteki konsantrasyonlar1 1-100 ng/g olacak sekilde ilave edilmistir.
Standart ilavesi yapilan Orneklere metot uygulanip analizleri yapildiktan sonra 0-FDA ve
tiirevlerinin miktarlart hesaplanmistir. Standart ilavesi yapilmayan Orneklerdeki 0-FDA ve
tiirevlerinin miktarlarinin da hesaba katilmasiyla belirlenen miktarlarin baglangigtaki
miktarlara oranindan uygulanan metodun geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Geri kazanim
degerlerinin hesaplanmasinda Esitlik 3.1 kullanilmistir. Ayrica standart ¢ozelti ilaveleri
yapilmig sa¢ boyast ve boyanmis sa¢ Orneklerinin analizlerinden elde edilen S/N oranlari
kullanilarak 0-FDA ve tiirevleri i¢in metot algilama limitleri (LOD) hesaplanmistir. LOD

degerlerinin hesaplanmasinda Esitlik 3.2 kullanilmistir. Sa¢ boyasi orneklerinin analizinde
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uygulanan metot i¢in hesaplanan geri kazanim yiizdeleri, LOD, LOQ ve QI degerleri Cizelge

3.6’da verilmistir.

Geri Kazanim (%) = [(Mx-My)/M]*100 (3.1)
Mx: Standart ilavesi yapilan kisimda tespit edilen bilesik miktar1

My: Standart ilavesi yapilmayan kisimda tespit edilen bilesik miktari

M: Baslangicta ilave edilen bilesik miktar1

LOD (ng/g) =M (ng) *3/(S/N)/ G (g) (3.2)
G: Orneklenen sa¢ boyasi/ boyanmis sa¢ miktar1 (g)
M: Baslangicta ilave edilen madde miktar1 (ng)

Cizelge 3.6 Sa¢ boyasi drneklerine uygulanan metot i¢in 0-FDA’larin geri kazanim, LOD ve

LOQ degerleri.
Bilesikler Geri Kazanim LOD LOQ o1
(%) £88S (ng/g) (ng/g)

0-FDA 98,6 1,50 4,26 14,34 119,91, 63
3-M-0-FDA 98,4 +0,70 4,08 13,74 133, 104, 77
3-N-0-FDA 97,1+1,22 5,52 18,58 164, 136, 63
4-Cl-0-FDA 98,4 +1,55 3,76 12,66 153, 125,63
4,5-Cl-0-FDA 97,4+1,04 3,92 13,00 187, 159, 97

Boyanmis sa¢ Orneklerinin analizinde uygulanan metot i¢in hesaplanan geri kazanim

yiizdeleri, LOD ve LOQ degerleri Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7 Boyanmis sa¢ 6rneklerine uygulanan metot i¢in 0-FDA’larin geri kazanim, LOD

ve LOQ degerleri.
Bilesikler Geri Kazanim LOD LOQ
? (%) +SS (nglg) (ng/g)
0-FDA 98,5 £ 0,70 541 18,21
3-M-0-FDA 97,9 £ 1,42 5,28 17,53
3-N-0-FDA 96,4 +1,75 6,01 20,23
4-Cl-0-FDA 98,2 £1,70 5,21 17,14
4,5-Cl-0-FDA 97,5+ 0,96 4,85 16,27
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Mide suyu, meyve suyu ve ¢evre Orneklerinde 0-FDA ve tiirevlerinin geri kazanim degerleri
ve metot algilama limitlerinin hesaplanmasi icin, yaklasik 5 mL mide suyu, 40 mL meyve
suyu ve 100 mL cevre orneklerinden bilinen hacimlerde alinarak her bir kismina standart o-
FDA ve tiirevlerini iceren c¢oOzeltiden degisik miktarlarda alinarak ornek igerisinde ki
konsantrasyonlart 1-100 ng/mL olacak sekilde ilave edilmistir. Standart ilavesi yapilan
orneklere metot uygulanip, analizleri yapilarak 6rneklerdeki 0-FDA ve tiirevlerinin miktarlari
hesaplanmistir. Standart ilavesi yapilmayan orneklerde bulunan 0-FDA ve tiirevlerinin de
hesaba katilmasiyla, belirlenen miktarlarin baslangictaki ilave edilen miktarlara oranindan
uygulanan metotlar i¢cin 0-FDA ve tiirevlerinin geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Geri
kazanim degerlerinin hesaplanmasinda Esitlik 3.1 kullanilmistir. Ayrica standart c¢ozelti
ilavesi yapilmis Orneklerin analizinden elde edilen S/N oranlar1 kullanilarak 0-FDA ve
tirevleri i¢in metot algilama limitleri (LOD) hesaplanmistir. LOD degerlerinin

hesaplanmasinda Esitlik 3.3 kullanilmistir.
LOD (ng/mL) =M (ng) *3/(S/N)/ V (mL) (3.3)
V: Orneklenen mide suyu/meyve suyu/ ¢evre drnedi miktar: (mL)

M: Basglangicta ilave edilen bilesik miktar1 (ng)

Cevre oOrneklerinin analizinde uygulanan metot i¢in hesaplanan geri kazanim yiizdeleri ve

LOD degerleri Cizelge 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.8 Cevre orneklerine uygulanan metot i¢in 0-FDA’larin geri kazanim, LOD ve LOQ

degerleri.

Bilesikler Geri Kazanim LOD LOQ
(%) =SS (ng/mL) (ng/mL)

0-FDA 98,8 +1,74 0,04 0,13

3-M-0-FDA 99,1 +1,68 0,04 0,13

3-N-0-FDA 97,9 +2,00 0,05 0,16

4-Cl-0-FDA 98,5 +1,63 0,03 0,10

4,5-Cl-0-FDA 98,0+ 0,52 0,03 0,12

Meyve sularinin analizinde uygulanan metot i¢in hesaplanan geri kazanim yiizdeleri, LOD ve

LOQ degerleri Cizelge 3.9°da verilmistir.
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Cizelge 3.9 Meyve suyu Orneklerine uygulanan metot i¢in 0-FDA’larin geri kazanim, LOD ve

LOQ degerleri.
Bilesikler Geri Kazanim LOD LOQ
(%) £SS (ng/mL) (ng/mL)
0-FDA 99,0+ 1,90 0,03 0,11
3-M-0-FDA 98,8 +£0,92 0,04 0,14
3-N-0-FDA 97,2+1,76 0,06 0,20
4-Cl-0-FDA 98,9 £ 0,67 0,02 0,07
4,5-Cl-0-FDA 97,6 £1,22 0,02 0,08

Mide sularmin analizinde uygulanan metot i¢in hesaplanan geri kazanim yiizdeleri, LOD ve

LOQ degerleri Cizelge 3.10’da verilmistir.

Cizelge 3.10 Mide suyu 6rneklerine uygulanan metot i¢in 0-FDA’larin geri kazanim, LOD ve

LOQ degerleri.

Bilesikler Geri Kazanim LOD LOQ
(%) £ SS (ng/mL) (ng/mL)

0-FDA 98,1 £1,10 0,02 0,07

3-M-0-FDA 98,1+ 1,17 0,01 0,04

3-N-0-FDA 96,9 +£1,34 0,06 0,20

4-Cl-0-FDA 97,8 £ 0,95 0,01 0,04

4,5-Cl-0-FDA 97,9+ 1,01 0,02 0,07

Ornekler igerisindeki 0-FDA ve tiirevlerinin geri kazanim degerlerinden ve kalibrasyon
grafiklerinden yararlanilarak sa¢ boyasi, boyanmis sa¢, meyve suyu, mide suyu ve gevre
orneklerinde bulunan 0-FDA ve tiirevlerinin konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Standart o-
FDA’lar1 bulunmayan 5-M-0-FDA, 5-CI-0-FDA ve 4,5-Br-0-FDA konsantrasyonlar: yukari

degerler gozoniinde bulundurularak hesaplanmistir.
3.1.6 Sac Boyasi Orneklerindeki 0-FDA ve Tiirevleri
Sa¢ boyasi Ornekleri HCI igerisinde hidroliz edilerek ornek igerisinde bulunan 0-FDA

tiirevlerinin sulu faza gegmesi saglanmistir. Daha sonra pH’s1 1’e ayarlanip, ¢6ken maddeler

siizme islemiyle ortamdan uzaklastirilmistir. On ekstraksiyon islemi ile ortamda bulunan
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safsizliklardan kurtulunmasi saglanmistir. Bu ¢alismada onerilen metot 15 farkli sag¢ boyasi
ornegine uygulandiktan sonra elde edilen GC-MS sonuglarina gore, standartlarin alikonma
zamanlarindan ve GC-MS kiitiiphanesinden yararlanilarak 6rnek igerisindeki 0-FDA’lar tespit
edilmigtir. Kalibrasyon egrilerinden ve sa¢ boyasi Ornekleri i¢in belirlenen geri kazanim
degerlerinden yararlanilarak bilesiklerin konsantrasyonlart hesaplanmistir. Sekil 3.15 ve
3.16’da baz1 sa¢ boyasi drneklerinin GC-MS kromatogramlar1 gosterilmistir. Ayrica 6rnek
olarak bir sa¢ boyasi 6rneginde belirlenen 7-N-1H-BT’nin kiitle spektrumu Sekil 3.17°de
verilmistir. Incelenen sa¢ boyasi orneklerindeki 0-FDA’larmn konsantrasyonlar: Cizelge

3.11°de verilmistir.
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Sekil 3.15 Sa¢ boyasi 6rnegi GC-MS kromatogrami.
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Sekil 3.16 Sag¢ boyasi 6rnegi GC-MS kromotogrami.
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Sekil 3.17 Sag¢ boyasi 6rneginde boyasi 6rneginde belirlenen 7-N-1H-BT nin kiitle spektrumu.
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Cizelge 3.11 Sag boyas1 drneklerinde belirlenen 0-FDA’lar ve konsantrasyonlari (pg/g).

Standart SB-1 | SB2 | SB-3 | SB4 SB-5 | SB-6 | SB-7 SB-8 | SB-9 [ SB-10 [ SB-11 | SB-12 [ SB-13 | SB-14 | SB-15
o-Fenilendiaminler Kahve Altin sarist Koyu kestane Siyah Kizil Mor
0-FDA 24,14 | 4,85 | 24,97 | 11,15 | 1,44 | 2,01 | 13,20 | 0,86 | 1,11 | 8,66 | 1,01 0,81 | 1,29 | 0,04 | 0,05
3-M-0-FDA - - 6,13 - - 0,05 - - - 3,59 - - - 0,02 -
5-M-0-FDA 2,10 | 3,41 | 3,39 | 7,56 | 1,60 | 0,03 | 4,20 | 5,12 - 3,71 | 1,75 - 4,97 - 0,01
4-Cl-0-FDA 2,35 | 0,64 | 1,41 | 22,99 - - 0,04 | 0,22 - 0,87 | 0,33 | 0,10 | 1,18 - -
5-Cl-0-FDA - - - 3,03 | 1,60 - 0,18 | 1,12 | 18,92 | 0,24 - 0,04 - - -
3-N- 0-FDA - - - 36,42 - - - - - - - - - - -
4,5-Cl- 0-FDA - - - - - - - - 3,96 | 3,46 - 4,93 - - -
4,5-Br- 0-FDA - 7,61 | 2,04 | 487 - 0,03 | 0,10 - - 0,29 | 10,83 - - - 4,60
Toplam Ifﬁ;;?“traSYO“ 28,59 | 16,5 | 37.9 | 86,0 | 4,64 | 2,12 | 17,7 | 732 | 240 | 208 | 13,9 | 5388 | 7,44 | 0,06 | 4,66




Incelenen tiim numuneler igerisinde en yiiksek toplam 0-FDA ve tiirevlerinin konsantrasyonu
(86,02 ng/g) kahve sa¢ boyasinda ve en diisiik toplam 0-FDA’larin konsantrasyonu ise (0,06
pg/g) kizil sag boyasinda bulunmustur. Literatiirde (Cosmetology 1993) 4-N-0-FDA kahve
sa¢ boyalarinda kullanildig1 belirtilmektedir. Bu ¢alismada da kahve sa¢ boyasinda en yiiksek
0-FDA konsantrasyonun diger nitrolu tiirevi 3-N-0-FDA’ya (36,42 pg/g) ait oldugu
goriilmiistiir. Akyuz ve Ata (2008) tarafindan yapilan ¢alismada sa¢ boyasi 6rneklerinde 1,66-
8010 pg/g konsantrasyon araliginda 0-FDA ve 0,02-22,4 pg/g konsantrasyon araliginda 4-ClI-
0-FDA bulundugu belirtilmistir. Bu ¢alismada 4-Cl-0-FDA konsantrasyonu (0,04-22,99 ng/g)
Akyuz ve Ata tarafindan belirlenen konsantrasyon araliginda bulunurken, 0-FDA
konsantrasyonun  (0,04-24,97  pnug/g)  distik  bulundugu  gorilmiistir.  0-FDA
konsantrasyonundaki farkliligin incelenen sa¢ boyalarimin farkli markalar olmasindan
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Wang et al. (2005), sa¢ boyalarinda aromatik aminleri
belirledikleri calismada 0-FDA (0,28 pg/mL) ve 4-M-0-FDA’ya (0,44 pg/mL) rastlamiglardir.
Yapilan ¢alismada da analiz edilen 6rneklerde 4-M-0-FDA’nin izomerleri olan 3-M-0-FDA
(0,02-6,13 pg/g) ve 5-M-0-FDA (0,01-7,56 pg/g) varlig tespit edilmistir. Orneklerde 4,5-Cl-
0-FDA (3,46-3,93 pg/g) ve 4,5-Br- 0-FDA (0,03-10,83pg/g) oldugu belirlenmistir. 4,5-Cl-o-
FDA ve 4,5-Br-0-FDA tiirevlerinin belirlenmesi ile ilgili sa¢ boyalarinda yapilan herhangi bir

calisma bulunmamaktadir.

Sa¢ boyalarinda renk farkliligina gére 0-FDA’larin toplam konsantrasyonunda agik renk sag
boyalarinda koyu renk sa¢ boyalarina gore azalma goriilmiistiir. Buna gore altin sarisi sag
boyasinda 2,12-17,7 pg/g, kahve sa¢ boyasinda 16,5 pg/g, koyu kestane sa¢ boyasinda 7,32-
24 ng/g konsantrasyonunda 0-FDA’lar bulunurken, kizil ve mor sa¢ boyasinda da diisiik

konsantrasyonda bulunmustur.

Sa¢ boyasi iirlinlerinin deri tarafindan emildigi ve viicut iginde g¢esitli reaksiyonlar ile
aromatik aminlere doniistiigli bircok calismada belirtilmektedir (Weiss and Angerer 2002).
Sa¢ boyalarinda bulunan 0-FDA’larin deriyle temas ettiginde alerjik etkiye sebep oldugu
belirlenmistir (Andrisano 1994).

0-FDA’larin diisiik konsantrasyonda dahi kanserojenik etkiye neden oldugu bilinmektedir. o-
FDA tiirevleri arasinda kanserojenik etkiye sahip, insan saglig1 acisindan en zararh bilesikler
arasinda oldugu diisiiniilen 4-Cl-0-FDA (US Department of Health 1978) bu ¢alismada analizi
yapilan sa¢ boyalarinda belirlenmistir. 0-FDA’lar saglik agisindan tehlikeli olarak
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goriildiigiinden Almanya basta olmak iizere bir¢ok iilkede sa¢ boyasi igeriklerinde kullanimi

yasaklanmistir (Economy 2009).

Sac¢ boyalarmin analizlerinde belirlenen 0-FDA ve tiirevlerinin, boya igeriklerinde direk
olarak, izomerlerinin yaninda basarisiz saflastirmadan dolay1 veya oksidasyon fliriinii olarak

sa¢ boyalarinda bulunmus olabilecegi diistiniilmektedir.

3.1.7 Boyanmis Sa¢ Orneklerindeki 0-FDA ve Tiirevleri

Boyanmis sa¢ orneklerine metot uygulandiktan sonra ilgili 0-FDA’larin belirlenmesi i¢in GC-
MS analizleri yapilmistir. Metot uygulanmadan once sa¢ Ornekleri asitte denatiire edilerek
boyanmis sag igerisinde bulunan 0-FDA’larin sulu faza gegmesi saglanmistir. Sulu fazdaki o-
FDA bilesiklerine optimize edilen metot uygulanmustir. Ornekler igerisindeki 0-FDA
bilesikleri, standartlarin alikonma zamanlariin karsilagtirllmasi ve kiitle spektrumlarinin
yorumlanmasi ile belirlenmistir. Ornek igerisindeki miktarlar1 standartlar igin hazirlanan
kalibrasyon egrisinden ve Ornek igerisindeki geri kazanim degerleri yardimiyla
hesaplanmistir. Boyanmis sa¢ Ornekleri i¢inde ki 0-FDA’larin konsantrasyonlart Cizelge
3.12°de ve oOrneklerine ait GC-MS kromatogramlar1 Sekil 3.18 ve 3.19°da verilmistir.

Boyanmis sa¢ 6rneginde bulunan 1H-BT nin kiitle spektrumu Sekil 3.20°de gdsterilmistir.
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Sekil 3.18 Boyanmis sa¢ 6rnegi GC-MS kromatograma.
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Sekil 3.19 Boyanmis sa¢ 6rnegi GC-MS kromatogrami.
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Cizelge 3.12 Boyanmis sa¢ drneklerinde belirlenen 0-FDA’lar ve konsantrasyonlari (ug/g).

Standart S-1 | s=2 S3 | sS4 S5 | s6 | s§7 S8 | s9
0-Fenilendiaminler Kizil Sar1 Kahve Siyah
mg/g

0-FDA - 4,12 - 0,36 28,5 2,97 10 11,72 4,88
3-M-0-FDA - - - - - - 14,72 - -

5-M-0-FDA 3,19 - - - - 0,56 5,08 - 1,64

4-Cl-0-FDA - 2,14 - - - 2,10 6,8 - 11,56

5-Cl-o-FDA - - - - - 0,28 - - 2,15
3-N- 0-FDA - - - - - ; . - ;
4,5-Cl- o-FDA 7,57 | 12,14 - - - 3,87 356 1,98 -
4,5-Br- 0-FDA - - - - 8,6 - 12,5 - -

Toplam Konsantrasyon (ug/g) 10,76 18,4 - 0,36 37,1 9,78 405,1 13,7 20,23




Boyanmis sa¢ Ornekleri incelendiginde 0-FDA tiirevlerinin en yiiksek toplam
konsantrasyonda kahve sa¢ 6rneginde (405,1pug/g), en diisiik toplam konsantrasyonda ise sar1
sa¢ Orneginde (0,36 pg/g) bulunmustur. Sa¢ boyast orneklerinin sonuglarina paralel olarak
kahve ve siyah sa¢ Orneklerinde, sar1 ve kizil sa¢ Orneklerine gore daha yiiksek
konsantrasyonda 0-FDA tiirevleri tespit edilmistir. Akyuz ve Ata (2008) tarafindan yapilan
benzer bir calismada, boyanmis sa¢ Orneklerinde 4-Cl-0-FDA 0,02-13,57 pg/g arasinda
belirlenmistir (Akyuz and Ata 2008). Bu calismada ise sa¢ boyasi igeriginde siklikla
kullanilan fakat kanserojenik etkisinden dolay1 sinirlamalar getirilen 4-Cl-0-FDA 2,10-11,56
pg/g konsantrasyon araliginda belirlenmistir. Zhou et al. (2004), 0-FDA belirlenmesi i¢in sa¢
boyalarinda yaptiklar1 ¢alismada 1,27-1,47 pg/mL 0-FDA tespit etmistir. Bu ¢alismada ki
orneklerde 0,36-11,72 pg/g konsantrasyonlarinda 0-FDA bulunmustur. incelenen boyanmus
sa¢ Orneginin bir tanesinde 3-M-0-FDA belirlenmistir. Orneklerde 5-M-0-FDA
konsantrasyonlar1 0,56-5,08 ng/g araliginda bulunmustur.

Benzer renklere sahip farkli sa¢ boyasi1 drneklerinde yapilan ¢alismada degisik cesitlilikte ve
konsantrasyonda 0-FDA’lar tespit edilmistir. Sa¢ boyalarinda ayni rengi saglayan farkli o-
FDA tiirevleri mevcut olup bu maddelerin ucuz olusu, kolay elde edilebilmesi gibi etkenlerin

boya igeriklerinde farkliligin olugsmasina neden oldugu diistiniilmektedir.

Fenilendiamin tiirevlerinin o6zellikle klorlu tiirevleri yiiksek alerjik etkiye sahiptir.
Kuaforlerde meslek alerjisine de 0-FDA’lar da neden oldugu belirtilmektedir. Andrisano
(1995) oksidasyon sa¢ boyalarinda bulunan ve alerjik reaksiyonlarda sorumlu olan p-FDA’nin
sentez ve yikim islemleri sirasinda olusan 0-FDA alerjik etkiye sahip oldugunu géstermistir
(Andrisano 1995). 0-FDA boya icerisinde direk bulunabilecegi gibi p-FDA izomeri olarak da

sac boyalarina karigabilmektedir.

3.1.8 Cevre Orneklerindeki 0-FDA ve Tiirevleri

Deniz suyu, dere suyu ve endiistri atik suyu 6rneklerine metot uygulanmadan 6nce pH’1 fosfat
tamponu ile 6’ya ayarlanarak ortamda var olma ihtimali olan 1H-BT tiirevleri ortamdan
uzaklastirilmistir. Orneklere bilinen metot uygulandiktan sonra ortamda bulunan 0-FDA’lar1,
standartlarin GC-MS’te alikonma zamanlarindan ve GC-MS kiitiiphanesi verilerinden
yararlanilarak bulunmustur. 0-FDA’larin miktarlar1 olusturulan kalibrasyon grafigi ve c¢evre

ornekleri i¢in belirlenen geri kazanim degerleri yardimiyla hesaplanmistir. 15 farkli ¢evre
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ornegine Onerilen metot uygulanmistir. Sekil 3.21 ve Sekil 3.22°de ¢evre 6rneklerinin GC-MS
kromatogrami bulunmaktadir. Ayrica 6rnek olarak cevre Orneginde belirlenen 5-M-1H-
BT’ nin kiitle spektrumu Sekil 3.23°de verilmistir. Cevre Ornekleri igerisinde bulunan o0-

FDA’larin konsantrasyonlar1 Cizelge 3.13’de verilmistir.

RT: 12.84 - 30.59
1004

] 1. 0-FDA

957 2. 5-M-0-FDA

901 3. 4-Cl-0-FDA

o5 4.4,5-Cl-0-FDA
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Sekil 3.21 Cevre 6rnegi GC-MS kromatograma.
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Sekil 3.22 Cevre 6rnegi GC-MS kromatogrami.
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Sekil 3.23 Cevre 6rneginde belirlenen 5-M-1H-BT nin kiitle spektrumu.

71



L

Cizelge 3.13 Cevre o0rneklerinde belirlenen 0-FDA’lar ve konsantrasyonlar1 (ug/1).

Standart O-1102|03]04|0-5| 06 0-7 | 0-8 | 0-9]| O-10 | O-11 | O-12 | O-13 | O-14 | O-15
o-Fenilendiaminler
Deniz suyu Endiistriyel atik su Nehir suyu

0-FDA 3,50 4,53 13,83 (4,221,421 037 | 225 | 093 | 0,70 | 4,51 | 1,30 | 5,26 | 1,75 | 0,35 | 1,01
3-M-0-FDA - - - - - 1,90 - 1,34 | 1,10 - 0,89 - - -
5-M-0-FDA 0,17 | 5,28 - 16,67 13,79 5,00 | 6,62 - 2,89 | 8,60 - 5,26 | 14,17 - -
4-Cl-0-FDA - 5,91 - - - 1,09 - - 7,89 - 0,12 | 7,45 | 8,91 -
5-CLo-FDA - 12431039 | - |638 14,53 - - - - - - - -
4,5-Cl- 0-FDA - - - | 3,61 - - 4,98 - 2,51 2,41 | 0,51 | 2,01 | 0,51 - -

4,5-Br- 0-FDA 536 | - 1,28 | 6,77 | - 19,86 | 14,24 | 17,93 - 12097 - 1556 | 4,66 | 2,69 | 1,34

Toplam Konsantrasyon (ug/l) | 9,03 | 12,2 | 11,4 | 17,3 | 11,6 | 39,8 | 31,1 18,9 | 7,44 | 45,5 | 1,81 | 29,1 | 28,5 | 11,9 | 2,35




Deniz suyu, boya endiistriyel atik suyu ve nehir suyu 6rneklerinde GC-MS analizlerinde o-
FDA tiirevleri belirlenmis olup, o6rneklerde bulunan 0-FDA’larin konsantrasyonlar1 pg/l
olarak Cizelge 3.9’da verilmistir. Boyar madde iireten fabrikalardan alinan 5 farkli endiistriyel
atitk suyun analizlerinde 0-FDA tiirevleri belirlenmistir. Sun et.al (2009), boyar madde
endiistrisi atik suyu iizerinde kapiler elektroforez kullanarak yaptiklari benzer ¢alismada 14,05
g/l konsantrasyonunda 0-FDA tespit etmislerdir. Metot igin en diisiik algilama limiti 5.4x107
pg/I’dir. (Sun et al. 2009). Bu ¢aligmada ise atik sularda belirlenen 0-FDA konsantrasyonu
0,37-2,25 pg/l arasindadir. Atik su Orneklerinde 3-M-0-FDA (1,34pg/l, 1,90 pg/l), 5-M-o-
FDA (2,89-6,62 ng/l), 4-Cl-o-FDA (1,09 ng/l), 5-Cl-0-FDA (6,38ug/1, 14,53 ng/l), 4,5-CI- o-
FDA (4,98ug/l) ve 4,5-Br-0-FDA (14,24-19,86 ng/l) tiirevleride belirlenmistir. 0-FDA’larin
boya endiistrisinde ham madde olarak kullanilmas1 ve ayni zamanda bu sanayilerin yan iiriini
olarak da olusmasi bu sonuclar1 desteklemektedir (Wang et al. 2008a). Kago et al.(1980),
endiistriyel atik sularda aromatik aminleri belirlemek i¢in gelistirdikleri GC-MS metodu ile 1-
3 pg/l konsantrasyon araligindaki aromatik aminleri belirlenmislerdir (Kago 1980). Bu
caligmada ise endiistriyel atik sularda belirlenen 0-FDA’larin konsantrasyonu 0,17-20,97 ug/l

arasindadir.

Tekstil sanayi ve boya sanayinde kullanilan azo boyar maddeleri ¢evrede ¢ok kisa siirede
bakteriyel bozunma sonucu kanser yapici aromatik aminlere doniismektedir (Donlon et al.
1997). Boya sanayinde kullanilan azo boyalarinin anaerobik bakteriyel bozunmasi sonucu

olusan 0-FDA tiirevlerinin bu sanayilerin atik sularina karistig1 diigiiniilmektedir.

Kozlu ve Zonguldak bolgelerinde Aralik-Nisan aylarinda toplanan deniz suyu numuneleri
analiz edilerek 0-FDA’larin konsantrasyonlar1 ve cesitliligi arasindaki farklar belirlenmistir.
Zonguldak deniz suyu 6rneginde aralik ayinda belirlenen 0-FDA’larin konsantrasyonu 3,61-
6,77 upg/l arahiginda ve nisan ayinda yapilan analizlerde ise 0,17-5,36 pg/l
konsantrasyonlarinda 0-FDA’lar tespit edilmistir. Aralik ayinda Kozlu deniz suyu
numunesinde yapilan analizlerde 2,43-5,28 pg/l araliginda degisen konsantrasyonda, nisan
aymda ise 0,39-5,91 g/l konsantrasyon aralifinda 0-FDA’lar belirlenmistir. Deniz suyu
orneklerinde de aralik ve nisan ay1 oOrneklerinde, 0-FDA ¢esitliligi ve konsantrasyonlari
arasinda fark gézlemlenmistir. Aralik ayinda Zonguldak ve Kozlu deniz suyu 6rneklerinde o-
FDA konsantrasyonlari nisan ayima oranla daha yiiksek konsantrasyonlarda tespit edilmistir.
Bu farkliliga kis aylarinda atmosferik partikiil ve havadaki 0-FDA’larin yagmur ile birlikte

denize karigmasinin, denize dokiilen dere suyundaki 0-FDA konsantrasyonundaki degisimin
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ve giinesli gilinlerde 0-FDA’larin yiikseltgenme ile hidroksil ve nitrolu bilesiklere
dontismesinin neden oldugu diisiiniilmektedir. Miiller et al. (1997), su 6rneklerinde aromatik
aminlerin belirlenmesi i¢in yaptiklar1 ¢alismada metodun en diisiik algilama limiti 0,05 pg/l
olarak belirlenmistir (Miiller et al. 1997). Bu ¢alismada ise en diigiik algima limiti 0,01 ng/mL
olarak belirlenmis olup, deniz suyu numunesinde 0,17-6,77 pg/l konsantrasyon araliginda o-

FDA'’lar belirlenmistir.

Zonguldak, Ankara ve Kozlu derelerinde aralik ve nisan aylarinda alinan numuneler lizerinde
yapilan analizlerde konsantrasyonlar1 0,89-20,97 g/l arasinda 0-FDA’lar tespit edilmistir.
Akyuz ve Ata (2006) tarafindan nehir suyu 6rnekleri lizerinde yapilan ¢alismada 0-FDA 4,23-
11,47 ng/l, 3-M-0-FDA ise 46,86-108,25 ng/l konsantrasyon araliginda bulunmustur. Bu
calismada ise dere suyu orneklerinde belirlenen 0-FDA konsantrasyonu 0,35-5,26 ug/l daha
yliksek konsantrasyon araliginda bulunmustur. Ayrica dere suyu 6rneklerinde 4-M-0-FDA’ nin
3-M-o0-FDA (0,89 ng/l, 1,10ug/1) ve 5-M-0-FDA (5,26-14,17 ug/l) gibi metil i¢eren tiirevleri

de belirlenmistir.

Aralik ayinda Zonguldak, Ankara ve Kozlu nehir sularinda sirasiyla belirlenen toplam o-
FDA’larin konsantrasyonlar1 28,5 ng/l, 45,5 ng/l, 2,35 pg/l bulunurken nisan ayinda sirasiyla
11,9 pg/l, 29,1 pg/l, 1,81 pg/l bulunmustur. Aralik ve nisan aylarinda dere sularinda s6z
konusu bilesiklerin konsantrasyonlarindaki farkliliga deniz suyu Orneklerinde de
bahsettigimiz etkenlerin sebep oldugu diistiniilmektedir. Analiz sonuglarini inceledigimizde
Zonguldak ve Kozlu dere sularina oranla Ankara dere suyunda daha yiiksek konsantrasyonda
0-FDA’larin bulunmasi Ankara’nin daha fazla niifus ve sanayi yogunluguna sahip olmasindan
dolayr daha yiiksek miktarda evsel atik ve bazi atik sularin dereye birakildigi fikrini

vermektedir.
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3.1.9 Gida Orneklerindeki 0-FDA ve Tiirevleri

Gida ornegi olarak 15 farkli meyve suyu 6rnegi kullanilmistir. Farkli marka ve ¢esitte meyve
suyu Ornekleri toplanmis ve analizleri yapilmistir. Orneklerdeki 0-FDA’lar, standartlarin
alikonma zamani ve kiitle spektrumlar1 yardimiyla aydinlatilmistir. Belirlenen 0-FDA’larin
pik alan1 degerleri kalibrasyon egrilerinde yerine konularak miktarlar1 belirlenmistir. Ornekler
icin belirlenen konsantrasyonlar Cizelge 3.14’de verilmistir. Meyve suyu drneklerinin GC-MS
kromatogramlar1 Sekil 3.24 ve Sekil 3.25°de ve bir meyve suyu 6rneginde belirlenen 4-ClI-

IH-BT’nin kiitle spektrumu Sekil 3.26’da verilmistir.

RT: 12.70 - 26.81
100;
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90 2. 5-M-0-FDA
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Sekil 3.24 Meyve suyu 6rnegi GC-MS kromatograma.
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RT: 12.99 - 28.49
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Sekil 3.25 Meyve suyu 6rnegi GC-MS kromatogrami.
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Sekil 3.26 Meyve suyu 6rneginde belirlenen 4-Cl-1H-BT nin kiitle spektrumu.
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Cizelge 3.14 Meyve suyu Orneklerinde belirlenen 0-FDA’lar ve konsantrasyonlari (ug/1).

Standart G-1 G-2 G-3 G-4 G-5 G-6 G-7 G-8 G-9 G-10 G-11
0-Fenilendiaminler
Karisik Kayisi Seftali Visne
13,79 | 2,22 0,30 39,04 12,02 170 7,47 20,82 17,88 16,72 53,94
0-FDA
3-M-0-FDA 0,38 1,34 2,63 - - - - - - - -
5-M-0-FDA 0,38 1,46 4,72 10,45 8,79 232 4,29 6,52 75,76 | 51,36 14,14
4-C1-0-FDA - 1,26 - 2420 | 25,25 | 21,11 18,18 19,55 5,61 30,35 47,17
5-Cl-0-FDA - - 6,92 31,46 - 0,24 - 8,23 - 33,23 10,15
3-N- 0-FDA - - 29,4 - 48,99 - - - - - -
4,5-Cl- 0-FDA - - 80,7 29,55 | 44,65 - 12,47 88,54 - 31,62 -
4,5-Br- 0-FDA - - 453 - 51,77 170 - - 47,33 - -
Toplam Konsantrasyon (pg/l) 14,55 | 6,28 | 577,7 134,7 191,5 593,3 42,41 143,7 146,6 163,3 125,4




Zonguldak bolgesindeki marketlerden ¢esitli markalara ait meyve suyu 6rnekleri toplanmig ve
bu 6rneklerde 0-FDA tiirevlerinin analizi yapilmistir. Ayrica karisik meyve suyu 6rneklerinde
5 farkli marka, seftali suyu 6rneklerinde 3 farkli marka, kayis1 6rneklerinde 2 farkli marka ve
vigsne Ornegi alinarak hem meyve suyunun 6zelligi hem de marka karsilastirilarak o-FDA
konsantrasyonlart belirlenmistir. Meyve suyu analizlerini inceledigimizde en yiiksek toplam
0-FDA ve tiirevlerinin konsantrasyonu (593,3 pg/l) kayisi suyu 6rneginde ve en diisiik toplam
0-FDA ve tiirevlerinin konsantrasyonu (6,28 pg/l) karisitk meyve suyu Orneginde oldugu

goriilmiistir.

5 farkli karigik meyve suyunda toplam 0-FDA’larin konsantrasyonlarmin 6,28-577,7 pg/l
arasinda oldugu bulunmustur. Ayni degisiklik diger meyve suyu Orneklerinde de
goriilmektedir. Bu farkliligin nedeni olarak, renklendirmek amacl farkli bilesikler ve gida
boyar maddeleri kullanildig1 diisiiniilmektedir. Seftali suyunda farklilhik goézlemlense de
yiiksek oran da bir degisim goriilmemistir. Seftali suyu Orneklerinde aranan 0-FDA ve
tiirevlerinin ¢ogunun oldugu goézlemlenmistir. Yaptigimiz calismalarda sadece kahve sag
boyasinda bulunan 3-N-0-FDA 29.4 ng/l ve 48,99 pg/l konsantrasyonlarinda iki farkl karigik
meyve suyunda tespit edilmistir. Sar1 renklendirici olarak gida iirlinlerinde kullanilan Sunset
Yellow FCF gida boyasinda 0-FDA’nin belirlenmesi ile ilgili yapilan benzer ¢alismada HPLC
analizi sonucunda 0-FDA 0,49 nM/l konsantrasyonunda bulunmustur (Shelke et al. 2005).
Bulunan bu analiz sonucu tespit edilen 0-FDA sonuglarimizi desteklemektedir. Bununla
birlikte gida iirlinlerinde direk olarak 0-FDA’nin belirlenmesi ile ilgili bir g¢alisma

bulunmamaktadir.

Gida irilinlerinde kullanilan azo boyar maddeleri 0-FDA gibi aromatik aminlerin
diazolanmasiyla hazirlanmaktadir. Bu boyar maddeler anaerobik ortamda kanserojenik
aromatik aminlere doniismektedir (Zhu et al. 2002). Analiz sonuglarini inceledigimizde o-
FDA tiirevleri direk olarak renklendirmek amaciyla da meyve suyu 6rneklerinde bulundugu

diistiniilmektedir.

Gidalarda bulunan aromatik aminler yiiksek konsantrasyonlarda gida zehirlenmelerine yol
acmaktadir. Meyve suyu Ornekleri iizerinde Vieira et.al.(2007) tarafindan portakal suyu
orneklerinde aminlerin belirlenmesi ile ilgili yaptiklari ¢alismada tiirevlendirme reaktifi olarak
ortofitaldialdehit (OPA) kullanilmis, floresans dedektor ile yiiksek basing sivi kromatografisi

(HPLC) cihazinda amin analizleri gerceklestirilmistir ve ortalama 53.5 mg/l
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konsantrasyonunda 9 adet amin belirlemiglerdir. Gelistirdikleri metodunun en diigiik algilama

limiti 3,85 mg/I’dir (Vieira et al. 2007). Bu metodun algilama limiti ise 0,01 ng/mL’dir.

Gelistirilen bu metot ile daha 6nce bununla ilgili herhangi ¢calismama bulunmamasina ragmen
meyve suyu Orneklerine uygulanarak, bu oOrneklerde bulunan toksik ozellige sahip o0-

FDA’larin ne seviyede bulundugu belirlenmistir.

3.1.10 Mide Suyu Orneklerindeki 0-FDA ve Tiirevleri

B.E.U Uygulama ve Arastirma Hastanesi Gastroenteroloji Klinigine basvuran ve tani
amaciyla endoskopi yapilan 16 hastadan 0-FDA’larin kalitatif ve kantitatif analizlerinin
yapilmasi i¢in mide sivist toplanmustir. Orneklerden izole edilen 0-FDA’lara metot
uygulandiktan sonra elde edilen 1H-BT tiirevlerinin kromatogramlarindaki piklerinin
alikonma zamanlar1 ile standart 1H-BT tiirevlerinin kromatogramlarindaki alikonma
zamanlar karsilagtirilarak 0-FDA’lar tespit edilmistir. Sekil 3.27 ve 3.28’de mide suyu
orneklerinin GC-MS kromatogramlar1 verilmistir. Ayrica ornek olarak belirlenen 3-M-1H-
BT’nin kiitle spektrumu Sekil 3.29°da verilmistir. Mide suyu 6rnekleri icerisinde bulunan o-

FDA’larin konsantrasyonlari ise Cizelge 3.15’de her bir 6rnek i¢in ayr1 ayr1 verilmistir.

RT: 12.88 - 25.62 4
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Sekil 3.27 Mide suyu 6rnegi GC-MS kromatogramiu.
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RT: 12.91-21.36
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Sekil 3.28 Mide suyu 6rnegi GC-MS kromatogramiu.
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Sekil 3.29 Mide suyu 6rneginde belirlenen 4-M-1H-BT nin kiitle spektrumu.
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Cizelge 3.15 Mide suyu 6rneklerinde belirlenen 0-FDA’lar ve konsantrasyonlart (ng/mL).

Standart M-l | M2 | M-3 | M4 | M5 | M6 | M7 | M-8 | M=9 | M-10 | M-=11 | M-12 | M-13 | M-14 | M-15 | M-16
o-Fenilendiaminler
0-FDA 121 ; 339 | - 781 - ; ; ; ; 218 | 20,67 | 440 | 7831 | 111 | 1844
3-M-0-FDA 1574 8072 | 197 | - | 444 |1645]| 370 | - ; - | 23,81 | 22,96 | 92.43 | 3471 | 67,61 | 4,14
5-M-0-FDA 0,04 ; ; -l 069 | 272 | - ; - | 6337 | 5231 - - 1294711874 | 954
4-Cl-0-FDA ; ; ; - | 038 |7417| - ; ; ; 666 | - | 052 |6297| - ;
5-Cl-0-FDA ; 320 | 0,16 | - ; ; - ; - | 2049 | - ; ; - | 018 -
4,5-Cl- 0-FDA 2180 | - ; - 2180 | - - | s |- ; - o5 | - |25 | - ;
4,5-Br- 0-FDA - - ; - ; - 1487 ] 471 | 378 - ; ; - | 2095 | 874 ;
Toplam
Konsantrasyon 388 | 4007 | 5362 | - | 8083 | 93,3 | 18,6 | 1013 | 378 | 2112 |360.1 | 1149 | 533 | 3235 | 206 | 32.1

(ng/mL)




Mide suyu Orneklerine ait sonuglar incelendiginde en yiiksek toplam 0-FDA
konsantrasyonunda 4,5-Cl-0-FDA (444,25 ng/mL) bulunurken, en diisik toplam
konsantrasyonun da 5-M-0-FDA (176,9 ng/mL) bulunmustur. Ayrica en yaygin olarak 3-M-0-
FDA dort 6rnek disinda diger mide sularinda 3,70-197 ng/mL konsantrasyon araliginda tespit
edilmistir. Bu bilesiklerin yaninda 6rneklerde 0-FDA ( 1,21-781 ng/mL), 4-Cl-o-FDA ( 204,6
ng/mL), 5-Cl-0-FDA ( 0,16-2049 ng/mL) ve 4,5-Br-o-FDA (21,80-2735 ng /mL) tiirevleri
belirlenmistir. Orneklerde 0-FDA tiirevlerinin degisik konsantrasyonlarda bulunmasinin
nedeni hasta gruplarinin farkli yasam kosullarina sahip olmasi, 0-FDA’lara maruz kaldiklar
kaynaklarda bu bilesiklerin degisik konsantrasyon da bulunmasindan dolayr oldugu
distintilmektedir. Mide suyu gibi biyolojik sivilarda 0-FDA izomeri olan p-FDA ile ilgili

calisma yapilirken, 0-FDA’larin belirlenmesi ile ilgili literatiir bilgisi bulunmamaktadir.

Mide suyunda p-FDA’nin belirlenmesi i¢in Stambouli et.al.(2004) tarafindan yapilan
calismada p-FDA, TFA ile tiiretildikten sonra GC-MS analizler sonucu mide sularinda
bulunan p-FDA belirlenmistir. Mide suyu igerisinde 0,25 mg/l p-fenilendiamin bulunmustur

(Stambouli et al. 2004).

Insan viicuduna bazi aromatik aminler cesitli yollarla girebilmekte ve birgok zararhi etki
gostermektedir. Ozellikle 0-FDA gibi aminler insanlara deri yoluyla kolaylikla niifuz
etmektedir (Bronaugh 1984). Sa¢ boyasi gibi kozmetik {iriinleri kullanan bireylerde bu tiir
bilesiklerin biyolojik sivilarinda belirlenmesi ve yiiksek konsantrasyonda bulunmasi yapilan
arastirmalarla tespit edilmistir. Wang et al (2003), sa¢ boyast kullanan bayanlarin idrar
orneklerinde yaptiklar1 ¢alismada p-FDA’y1 belirlemistir. Bu calismada da 15 farkli sag
boyast drnekleri incelenmis ve 0-FDA ile birlikte diger 6 tiirevininde bulundugu goriilmiistiir
(Wang et al. 2003). Bu sonuglar dogrultusunda, sa¢ boyasinda bulunan 0-FDA’larin p-FDA
benzeri gibi biyolojik sivilarda bulunmasit muhtemeldir. Sa¢ boyasinda igeriklerinde siklikla
kullanilan p-FDA’larin sentez ve yikim islemleri sirasinda da 0-FDA olusabilmektedir
(Marzulli 1978). Mide suyu oOrneklerinde 0-FDA’larin bulunmasi bu literatiir bilgilerini
desteklemektedir.

Cesitli gida iirtinlerinde, tekstil sanayisinde, ilag ve kozmetik {iriinlerinde bulunan azo
boyalar1 ile ilgili yapilan calismada, bu tiir boyalarin insan sagligi acisindan en biiyiik
tehlikesinin tlikliriik, ter ve mide suyuyla toksik oOzellik gosteren aromatik aminlere

doniisebilecegi belirtilmistir (Pielesz 1999). 0-FDA azo boyalarinin bozunma {iriinii oldugu
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daha onceki ¢aligmalarda belirtilmistir (Garrigos et al. 2002). Literatiir bilgileri 0-FDA’larin

viicutta metabolit olarak da bulunabilecegi fikrini desteklemektedir.

0-FDA’lar ile ilgili yapilan ¢alismalarda kanserojenik etki gosterdigi belirlenmistir (Chen et
al. 2006). Ayrica 0-FDA gibi aromatik aminler, viicut igerisinde bulundugunda nitro
dontstiiriicii enzimlerle ¢esitli doniisiimler gegirerek hiicrelerde kanserin baglamasina dnciiliik

etmektedir (Weiss and Angerer 2002).

Bu ¢alismada meyve suyu orneklerinde yapilan analizler sonucu 0-FDA tiirevlerini igerdigi
belirlenmistir. Incelenen mide suyu drneklerinde de 0-FDA’larin tespit edilmesi renklendirici
iceren mesrubat gibi c¢esitli gida iirlinlerinde bu bilesiklerin kaynaginin kullandiklar1 gida

tiriinleri olabilecegi diisliniilmektedir.

Mide suyu Orneklerinin genel analiz sonucglarma bakildiginda belirlenen 0-FDA’larin hem
viicut icerisinde ¢esitli bozunmalar sonucu hem dis etkiler ile viicuda karisan 0-FDA’larin
konsantrasyonu Onerilen ¢ok diisiik konsantrasyonda dahi bu metot ile belirlenebilecegi bu

calisma ile verilmektedir.

3.2 DEGERLENDIRME VE ONERMELER

0-FDA tiirevleri, toksik ve mutajenik etkileri nedeni ile sa¢ boyalarinda, tekstil boyalarinda,
gidalarda kullanimlar1 kisitlanmig veya yasaklanmistir. Kullanimlari boyalarda tamamen
yasaklanmadigindan dolay1 sentez ve yikim islemleri sonucunda ortamda olusabilmektedirler
veya ortamda direk bulunmaktadirlar. Sa¢ boyasi, boyanmis sag, biyolojik sivi, ¢evre ve gida
orneklerinde kanserojen ve mutajen etkileri bilinen 0-FDA ve tilirevleri c¢ok diisiik
konsantrasyonda bulunabileceklerinden dolayr s6z konusu maddelerin analizlerine imkan
saglayan analitik metotlarin gelistirilmesi biiylik 6nem kazanmaktadir. Bu ¢alismada soz
konusu maddelerin hassas ve spesifik olarak belirlenmesi i¢in analitik bir metot

gelistirilmistir.

Metot; soz konusu bilesiklerin nitrit ile 1H-BT tiirevlerine doniistiiriilmesi, 1H-BT

tiirevlerinin drneklerden ekstraksiyonu ve GC-MS analizlerini igermektedir.
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Calismanin sonucunda sa¢ boyasi ve boyanmis sa¢ orneklerinde dnerilen metot uygulanarak
0-FDA’lar belirlenmistir. Siyah, kahve ve koyu kestane gibi daha koyu renk agirlikli sag
boyalarinda 0-FDA’lar diger boya Orneklerine gore nispeten daha fazla miktarda ve
cesitlilikte oldugu gorilmiistiir Bu tiirevlerin varligi farkli marka sa¢ boyalarina gore
degisiklik gostermektedir. Sa¢ boyasi markalarindaki degisik renklerin analizi sonucunda,
ucuz ve yaygin olarak kullanilan sa¢ boyasi iirlinlerinde toksik ve kanserojen 0-FDA’larin
daha fazla oldugu gbézlenmistir. Bu nedenle kalic1 sa¢ boyalar1 yerine dogal boyalar ya da agik

renk sag¢ boyalari tercih etmenin insan saglig1 agisindan daha iyi bir se¢im olacaktir.

Cevre ornekleri analiz sonuglarini inceledigimizde boyar madde atik sularinda 0,37-2,25 ug/l
konsantrasyonunda 0-FDA biitiin orneklerinde olmak iizere diger tiirevleride orneklerde
hassas bir sekilde belirlenmistir. Deniz suyu ve dere suyu orneklerinin sonuglarinda ise 0-
FDA’larin konsantrasyonlarinin kis aylarinda yaz aylarina oranla artig1 gézlemlenmistir. Bu
farkliligin nedeni havada biriken bazi maddelerin yagmur ve kar ile denize karigmasi veya
giines 1s18min etkisi ile 0-FDA’larin yiikseltgenme ile hidroksil ve nitrolu bilesiklere
donlismesi neden olabilir. Sonuglar, 6nerilen metodun séz konusu 0-FDA’larin g¢evre

orneklerinde hassas ve spesifik belirlenmesi i¢in kullanilabilecegini gostermektedir.

Onerilen metot uygulanarak meyve suyu orneklerinde 0-FDA tiirevleri belirlenmistir.
Ozellikle karisik ve seftali suyu drneklerinde 0-FDA tiirevlerin cesitliligin fazla oldugu ve
konsantrasyonlarmin da yiiksek oldugu belirlenmistir. Incelenen meyve suyu drneklerinde s6z
konusu maddelerin varligi bu tiir gidalarin tiiketilmesinde dikkatli olunmasi gerektigini

gostermektedir.

Gelistirilen metot mide sivilarina uygulanmis ve 0-FDA tiirevleri belirlenmistir. Metot, mide
sularinda 0,01 ng/mL seviyelerinin altindaki 0-FDA ve tiirevlerinin belirlenmesine imkan
tanimaktadir. Literatiiri incelendiginde, benzer ¢alisma bulunmasina ragmen mide sularinda
0-FDA’lar ile ilgili bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ileri ki ¢alismalara yol gosterici
olacagi diisiiniilmektedir. incelenen mide suyu &rneklerinde 0-FDA tiirevlerinin
belirlenmesinin nedeni, renklendirici igeren mesrubat gibi ¢esitli gida iiriinlerinde bu

bilesiklerin kullanilmasi olabilir.
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Bu calismada, sa¢ boyasi, boyanmis sag, biyolojik sivilarda, ¢evre ve gida 6rneklerinde eser
miktarlardaki 0-FDA tiirevlerinin analizlerinden elde edilen sonuglar, onerilen bu metodun

hassas ve giivenilir olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.
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