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KISALTMALAR

atm : Atmosfer
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OzZET

Gida maddelerinde ve sivi yaglardaki poliaromatik hidrokarbonlar insan saghgi
bakimindan olduk¢a énemlidir. Bu galismada, bazi gida maddelerinde ve bitkisel yaglar ile odun
kédmari érneklerinde dokuz farkli poliaromatik hidrokarbonun (PAH) yan yana tayini igin yeni bir
HPLC — UV-Vis yontemi arastiriimis ve PAH’larin bu tir érneklerde miktarlari belirlenmistir. Bu
yontemde Oncelikle tayinleri hedeflenen PAH igin optimum kosullar arastiriimistir. Bitkisel
yaglarin analizleri ekstraksiyon ve kolon ile temizleme islemlerinden sonra dogrudan sisteme
enjekte edilerek gergeklestirilmistir. Et ve balik érneklerinde ise érnekler iki farkli sekilde analiz
elde edilmistir. ilk olarak drnekler odun kémiirii ile 1zgara yapildiktan sonra ekstrakt edilmis ve
kolon ile temizlendikten sonra HPLC — UV-Vis ydntemi ile analiz edilmistir. Bu sayede odun
kémiri dumanindan gida maddelerine gegebilecek PAH miktarlarinin tayini amaglanmistir.
Ayrica odun kémurd Ornekleri et ve balik 6rneklerinde oldugu gibi ekstrakt edilmistir. Yéntemin
tekrarlanabilirligi dokuz farkh PAH igin % 0,16 ile % 1,60 (RSD) arasinda ve dogrulugun % 0,19
ile % 7.40 (bagil hata) arasinda oldugu hesaplanmigstir. Tanimlama siniri ise dokuz farkh PAH
igin 1 ppb — 10 ppb, olarak hesaplanmistir. Optimizasyon galismalarindan sonra metot gergek
Orneklere uygulanmistir. Orneklerin analizleri igin cesitli marka bitkisel sivi yaglar, et ve balik
gibi gida maddeleri ile odun kémdirG &6rnekleri marketlerden alinmis ve PAH’larin tayinleri
gergeklestiriimistir. Sonuglar analiz edilen érneklerde ki poliaromatik hidrokarbonlarin kabul
edilen limit degerlerin Gizerinde oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: HPLC, PAH, yaglar, balk



ABSTRACT

Polyaromatic hydrocarbons in food staff and vegatables oils are very important for
human health since they are classified as carcinogenic organic compounds. The theses,
describes the investigate and determination of nine different polyaromatic hydrocarbons in
some food stuff, vegetable oils and charcoal by HPLC — UV-Vis method. Initially, the optimum
conditions fort the determination of polyaromatic hydrocarbons are studied. Analyses of
vegetable oils were directly injected to the chromatograhic system after extraction and column
chromatography. Meat and fish samples were analysed in two different ways. First the raw meat
and fish samples were extracted then analysed following column chromatography. Second the
raw samples were barbequed with chorcoal then extracted and then analysed by the HPLC —
UV-Vis method following column chromatography. Here, the aim was to determine the amount
of polyaromatic hydrocarbons which pass from the charcoal smoke to meat or fish during the
barbeque. Charcoal was also extracted and analysis of the nine polyaromatic hydrocarbons
were calculated as between % 0.16—1.60 in relative standart deviation and % 0.19-7.40 in
relative error respectively. Detection limits were calculated in the range of 1-10 ppb for nine
polyaromatic hydrocarbons. Subsequent to optimisation study, real samples purchased from
supermarkets were analysed. The results showed that all samples have polyaromatic
hydrocarbons higher that the accepted limit values.

Key Words: HPLC, PAH, vegetable oil, fish



GiRis

1. POLI (COK HALKALI) AROMATIK HIDROKARBONLAR (PAH)

iki ya da daha fazla benzen halkasinin birlesmesiyle meydana gelen bilesikler
poliaromatik hidrokarbonlar (PAH) olarak adlandirilirlar. Bunlardan iki halkali olani naftalin, G¢
halkal olanlari antrasen, fenantren ve halka sayisi daha fazla olan poliaromatik hidrokarbonlar
da kendilerine 6zgu adlarla ifade edilirler [1,2]. PAH’larin, hidrokarbonlarin yiiksek sicaklikta
pirolizi sonucunda olustugu uzun sdreden beri bilinmektedir [1,3,4,5,6]. Ayrica yakin
zamanlarda ortaya konan bulgular PAH’larin bakteri ve bitkilerce de olusturulabildigini
gostermektedir [4].

Poliaromatik hidrokarbonlar, bilinen butiin cevresel olaylardaki baslica organik
kirleticilerdendir ve genis bir gevreye dagilmis olmalarindan dolayi oldukga &nemlidirler [4,6,8].
Bu bilesiklerin fazlaligi gevresel kaygilara neden olmaktadir [9]. Poliaromatik hidrokarbonlarin
esas kaynaklari yanmanin tam olmamasi, eksoz gazlari, organik maddelerin diagenetik
prosesleri, orman yanginlari ve mikrobiyolojik sentezler ya da dénisimlerdir [6,8]. Yani bu
bilesikler hem bazi dogdal olaylar sonucunda hemde antropojenik prosesler sonucunda
olusmaktadir [6,10].

Dogada yuzden fazla PAH olmasina ragmen, Gida Bilimleri Komitesi, Amerika
Arastirma Merkezi ve Avrupa Birligi'nin yaptigi arastirmalarda bunlarin on bes tanesinin
mutogenetik/genotoksik ve kanserojenik 6zellikte oldugunu kanitlamistir (Tablo 1.1). Bu nedenle
Uluslar arasi Kanser Arastirma Merkezi ve Amerikan Cevre Arastirma Merkezleri tarafindan bu
maddeler kanserojen ve gevre kirleticisi olarak kabul edilmistir [6,8,10,11,12].

Poliaromatik hidrokarbonlarin molekil agirliklari genis bir aralikta bulunur ve
kanserojenik etkileri buna bagh olarak degisir. Kesin olmamakla birlikte, molekll agirliklari 216
Da dan daha disik olan PAH’lar kanserojenik 6zellige sahip degilken daha biylk malekdl
agirhgina sahip olanlar kanserojenik &zellige sahiptir. Molekdl agirhgi 252 Da olan
benzo[a]pyrene mutajenik ve kanserojenik 6zellikte oldugu bilinmektedir. Bu yizden dogal
UrGinlerde, tOtstilenmis gidalarda ve odun dumaninda bulunan poliaromatik hidrokarbonlardan
benzo[a]pyrene’nin kansere yol acabilecedi dusltnulmektedir. Ayrica benzo[a]pyrene’nin,
benzo[e]pyrene adinda ve benzo[a]pyrene’ den daha az kanserojen olan bir izomeri de
bulunmaktadir. Bu iki izomerin analitik olarak ayriimasi zordur ve bu iki izomer
ayristirlamadigindan yapilan deneysel calismalarda sonuglar sadece benzo[alpyrene olarak
hesaplanmaktadir [11].



Tablo 1.1

insanlar icin Genotoksik ve Kanserojenik ihtimali Olan Poliaromatik Hidrokarbonlar (2002) [4]

Benzo[a]anthracene Benzo[a]pyrene Dibenzo[ah]pyrene
Benzol[b]flouranthene Chrysene Dibenzo[ai]pyrene
Benzol[jlflouranthene Cyclopenta[cd]pyrene Dibenzo[allpyrene
Benzo[k]flouranthene Dibenzo[ah]anthracene Indenol[1,2,3-cd]pyrene
Benzo[ghi]perylene Dibenzo[ae]pyrene 5-Methylchryzene

1.1. Bulundugu Yerler

Poliaromatik hidrokarbonlar, hemen hemen butin toprak c¢esitlerinde bulunabilen
kirleticilerdendir. Kémurln prolizinde, 6rnegin “gaz kok'u” fabrikasyonundaki gibi ya da kok
Uretim fabrikalarinda olusurlar ve buralardan gevreye atilan PAH icerikli atik maddeler, topraga
ve sedimentlere karismakta ve buralarin kirlenmesine neden olmaktadirlar. Ayrica bu
kirleticilerin uzun sureli desorpsiyonu sonucu kaynak suyuna da ge¢mektedir. Bu nedenle, bu
kirleticilerin yerlesim yerlerinden mimkin oldugu kadar temizlenmesi gerekmektedir [5].

Poliaromatik hidrokarbonlar hem gidalarda birikirler hemde cevresel kirleticiler olarak
atmosferde dogrudan bulunurlar [2,3]. Bu ylzden hava, toprak ya da sular da bu maddeler
tarafindan etkilenmektedir ki bu ¢ok dnemlidir [13]. Poliaromatik hidrokarbonlar ile ilgili yapilan
calismalar, birgok ornekte bu kirleticilerin bulundugunu ortaya koymustur. Bu &rneklerden
bazilari asagida verilmigtir.

» Toprakta (kuru agirlikta 40—-1300 pg/kg)

» Bitkisel sivi yaglar, margarinler ve tereyaginda

» Tutstlenmis et ve balik gibi gida maddelerinde

» Acikta satilan baliklarda, tereyagi gibi hayvansal kaynakli yaglarda, sivi yaglarda ve
gesitli gidalarda

» Bugday, ¢avdar, mercimek gibi tahillarda

« Tahillardan Uretilen gidalarda, érnegin puding gibi tatlilarda, biskivilerde, keklerde ve
cocuk mamalarinda

» Sebzelerde (kuru agirlikta 10—20 pg/kg)

»  Kuyu (kaynak) suyu gibi igme sularinda

» Deniz ve nehir suyunda

» Sigara dumani ile odun ve kdmir dumaninda



» Atmosferdeki toz ve partiklllerde
» Petrol ve tirevlerinde

» Polietilen kaplarda

e Tas kémdir( katraninda

EndUstriyel organik maddelerin, boya, ilag, patlayici maddeler, sentetik polimerler v.b.
maddelerin % 90’nini aromatik bilesikler olusturur [1,4,8,10,15].

Poliaromatik hidrokarbonlarin gesitli gida maddelerinden, igme sularindan ve solunum
sirasinda alinan havadan insanlara gegtikleri tahmin edilmektedir. Ancak yemeklik sivi yaglar
cok fazla tiketildikleri icin bu tip gidalarda bulunan PAH miktarlari ¢ok 6nemlidir. Clnkul
yemeklik yaglardaki PAH’lar dogal kaynakhdir ve dogrudan yagin yapisina ge¢gmektedir. Isisal
islemlere tabii tutulmamis ve rafine ediimemis yaglarda yapilan arastirmalarda PAH’larin var
oldugu belirlenmistir. Ayni yaglar rafine edildiginde, agartma ve deodorizasyon islemlerinden
sonra bu oranin azaldigi gérilmustir. Bunun nedeni agartma basamaginda kullanilan “agartma
topragl”” poliaromatik hidrokarbonlarin  bir kismini  adsorblayarak uzaklastirmasi ve
deodorizasyon (koku giderme) basamaginda (ylksek sicaklik ve disik basing altinda, su
buharinin da slrikleyici etkisiyle koku veren maddeleri uzaklastirma islemi) da yaga
istenmeyen koku ve tat veren maddeler uzaklastirilirken PAH larin bir kisminin uzaklagsmasidir
[4].

Dlnya saglk 6rgitinin (WHO) icme suyundaki maksimum PAH miktarlarini belirlemesi
ile bu bilesiklerin izlenmesinde kullanilan analiz tekniklerine 6zel bir ilgi ortaya ¢ikmaktadir.
Bundan dolay i¢ilebilir ve atik su aritma islemlerinin PAH dizeylerine olan etkileri duyarli bir
sekilde incelenmekte ve bu bilesiklerin sulu ortamlardaki muhtemel kaynaklarina da énem
verilmektedir [6,7,13].

Poliaromatik hidrokarbonlar ¢evrede diisiik konsantrasyonda bulunmalarina ragmen,
organik dokulardaki birikimi dokunun lipofilik karakterine ve bozunabilme mukavemetine
bagldir. Deniz Urtnlerinde bulunan PAH lar bunun iyi bir érnegidir. Birgok su canlisinda bu
bilesikler fazla miktarlarda bulunmaktadir [6,8,10,].

1.2. Kaynaklar ve Ortaya Cikislari
Son yirmi yilda bu maddelerin mutajenik ve kanserojenik olmalarinin anlasiilmasindan

sonra gidalardaki varliklari dikkatle arastiriimaktadir. Organik materyallerin tam olarak
yanmamasi, orman yanginlari, volkanik puskurtmeler ve fosil yakitlar (kdmir ve petrol) baslica



PAH kaynaklaridir. Ayrica bazi gidalarin i1zgara ve tltsilenmesi sonucu bu bilesiklerin
olustuklar belirlenmistir [1,13]

Poliaromatik hidrokarbonlar, organik maddelerin proliz Grlnleri olarak gevremizde bol
bulunan maddelerdir. PAH'larin tespit edildidi gidalar arasinda; sebzeler, bitkisel yaglar,
meyveler, taneliler, deniz Grlnleri, 1zgaralanmis etler, titst et ve balik sayilabilir. PAH’lar gida
maddelerine iki yolla bulasmaktadir.

e Bitkilerin ylizeyine ¢evreden adsorplanarak,

e (Gida maddelerinin isisal islemleri sonucunda [13,16].

Gida maddelerinin 1sisal islemler sonucu yuzeylerinde farkh vyollardan poliaromatik
hidrokarbonlar birikebilir, genel bir siniflama ile bunlari (i¢ grupta toplayabiliriz:

e Uygulanan yiiksek sicakligin gida yiizeyinde PAH olusturmasi,

e Ogzellikle 1zgara ve mangalda pisirme islemlerinde, eriyen yag damlaciklarinin isinan
ylzeye dismesi ve proliz sonucu PAH olusmasi ve gida maddelerinde birikmesi,

e Tltslleme isleminde kullanilan yakitin yanmasi sonucu acgida ¢ikan ve titsu
bilesiminde bulunan PAH larin tltslilenecek Uriinde birikmesi.

Gida maddelerinin titsuleme isleminde kullanilan odunun, kismi yanmasindan meydana
gelen dumanin bilesiminin aydinlatiimasi gerekir. Dumanin kantitatif bilesimi kullanilan odunun
cinsine, sicakliga ve ortamin oksijen miktarina baghdir. 20 yil édncesine kadar dumanda 380
civarinda organik bilesik tanimlanabilmistir. Bu bilesikler fenoller, aldehitler, ketonlar, organik
asitler, alkoller, eterler, hidrokarbonlar ve gesitli heterosiklik bilesiklerin karigimidir [11].

Gida maddelerinde ve bitkisel yaglarda bulunan poliaromatik hidrokarbonlarin
kaynaklari ve bunlarin nasil ortaya ¢iktigi ¢ok 6nemlidir. GUnkG PAH’larin bu tir gida
maddelerinde olmasi saglik agisindan zararhdir [4]. Cesitli gida maddelerinde bulunan PAH lar,
gida maddelerinin Uretim sekillerine gére gidalara bulastiklarn belirflenmigstir  (tOtstleme,
dogrudan kurutma, pisirme, dogal kaynaklar) [13]. Tutsllenmis Urlinlerde benzo[a]anthracene,
dibenzo[ah]anthracene, benzo[a]lpyrene, benzo[ghilpyrene gibi oldukga kanserojen olan
bilesiklerin varligi yapilan ¢alismalar sonucunda tespit edilmistir. Bu ylizden PAH larin titsG
bilesimi icindeki miktarinin azaltiimasi yéninde ¢alismalar 6nem kazanmigtir [11,13].

Evlerde ya da endlstriyel tesislerde odun-kdmirl kullaniminin arttigi durumlarda
atmosfere ¢ok miktarda toz, duman, partikil v.s karismakta ve atmosferin yodun olarak



kirlenmesine neden olmaktadir. Bu partikiller piroliz olduklarinda pek ¢ok yan Griin ile birlikte
poliaromatik hidrokarbonlari da olusturmaktadir. Bu maddeler yagmur ve karin yagmasi gibi
doga olaylari sirasinda yerylzine inmekte ve denizlerin, gdllerin, nehirlerin ve kuyu (kaynak)
sularinin kirlenmesine neden olmaktadir. Bu sirada yerylziinde yasayan butiin canlilar bu
maddelerle dogrudan ya da dolayh olarak temas etmektedirler. Ayrica solunum sirasinda
insanlarda bu maddelerden etkilenmektedir [4,11].

Sigara dumaninda da ¢ok miktarda kanserojenik poliaromatik hidrokarbon
bulunmaktadir. Poliaromatik hidrokarbonlardan en kanserojen olani ve sigara dumaninda en
¢ok bulunani benzo[a]pyrene’dir. Sigara igen insanlarda dudak ve akciger kanserinin fazla
gorulmesinin sebebi diger kanserojenlerle birlikte benzo[a]pyrene’dir. Ayrica petrol Griinlerinin
kullanildigi plastik ve boya maddesi yapimi iceren sanayiler ile ylksek sicaklktaki firinlarin
kullanildidi tesislerde de PAH’larin meydana geldigi belirlenmistir [1]

1.3. Yasal Limitleri

Avrupa Birliginde, yemek yaglarinda ve yemeklik yaglarinda bu tip bilesikler icin kabul
edilebilir ortak bir yasal limit yoktur. Ornegin Almanya, Avusturya ve Isvicre de tiitsiilenmis gida
maddelerinde bu bilesikler igin kabul edilen yasal limit 1 pug/L benzo[a]pyrene iken, ispanya da
bu bilesiklerin bazilari igin zeytin yaginda 2 pg/L dir. Butln bunlara ragmen “German Society for
Fat Science” tarafindan kabul edilen limit deger toplam PAH icin 25 pg/L’dir [4].



2. AROMATIK HIDROKARBONLAR VE KANSER

Antracene halkasina bir ya da daha ¢ok benzen halkasi bitistigi zaman gig¢li kanser
yapan (kanserojen) bilesikler meydana gelir. Bunlardan bazilar asagida gosterilmistir:

Oy oy
ch_ CH2

Dibenzo[a,h]antracene Benzo[a]pyrene Metilkolantren

Farelerin derileri Uzerine ¢ok az miktarda bile sirilirse timér olusturabilirler. Bu
kanserojen hidrokarbonlar sadece kémur katraninda degil ayni zamanda sigara dumaninda da
mevcut olup, hatta mangalda et pisirirken bile olusabilirler. Bu bilesiklerin biyolojik etkinlikleri,
1775 yillinda baca temizleyicilerinde ylUksek oranda gérllen deri kanserinden sonra fark
edilmistir. Benzer olay sigara tiryakilerinde dudak ve akciger kanserlerinde de gérilmustiur. Tas
kdmirG destilasyonuyla galisan isgilerde kanser ylzdesinin fazlaligi dikkati gekmis ve yapilan
arastirmalar sonucu tas kdmurinde bulunan ¢ok halkali aromatik hidrokarbonlarin kanserojen
etkili bilesikler olduklari saptanmistir. Kanserojen etkisi oldugu anlasilan ilk bilesikler 1,2,5,6-
dibenzantrasendir (dibenzo[a.h]anthracene). 3,4-benzpiren (benzo[a]pyrene) g¢ok glcli
kanserojendir. Kolik asit, dezoksiolik asit ve kolesterol gibi steroitlerin invitro reaksiyonlar
sonucu degismeleriyle olusan metilkolantren de ¢ok kuvvetli bir kanserojendir [1].

Bu nedenle kanser nedeni olarak, vicuttaki steroitlerin normal metabolik degismeleriyle
olusabilecegi duslnilen, metilkolantren UGzerinde durulmus, fakat yapilan bdtiin gayretlere
ragmen ne bu steroitler invivo reaksiyonlarda metilkolantrene dénlstirilebilmis; ne de kanserli
dokulardan metilkolantren elde edilebilmistir. S6z0 gegen bu kanserojen bilesiklerin hepsinde de
phenanthrene halka sisteminin bulunusu oldukga ilgingtir. Yukarida yapilari gésterilmis olan bu
kanserojen bilesiklerin, halkalarinda azot veya kikuirt iceren tirevleri de kanserojendir.

Kanserojenlerin, kansere nasil yol agtigi bugin dahi iyi anlasilamamistir. Vicut,
hidrokarbonlari elemine etmek igin, onlari yikseltger ve suda ¢ézinebilir hale getirir ve onlari bu
sekilde vicuttan atar. Burada olusan metabolik yikseltgenme Urlinlerinin kansere neden oldugu
belirlenmistir. Ornek olarak bu tip en 6énemli kanserojenlerden birisi benzo[a]pyrene’dir.
Enzimlerle ylkseltgenme, asagida gdsterildigi gibi benzo[a]pyrene’i diol-epoksite dontstirir [1].



Benzo[a]pyrene diol-epoksit

Diol-epoksit hlicresel DNA ile tepkimeye girerek, hiicrelerin normal olarak yeniden
Uremesini 6nleyen mutasyonlara sebep olur.

2.1. Poliaromatik Hidrokarbonlarin Analiz Teknikleri

Poliaromatik hidrokarbonlar, gunimizde hemen hemen her yerde karsimiza
¢cikmaktadir. Bu ylizden bu Kkirleticilerin uygun analiz ydntemleri ile tayin edilmesi ve

¢evremizden mimkuln oldugunca uzaklastiriimasi igin énlemler alinmasi gerekir.

Bu bilesiklerin analiz edilmeleri igin ilk olarak solvent ekstraksiyonu yapilmasi, elde
edilen ekstraktin temizlenmesi ve konsantre edilmesi gerekir [6]. Orneklerin saflastiriimasi ve
Ozelliklede ekstraksiyonlari bu organik kirleticilerin analizlerinde en kritik basamaktir. Glnki bu
basamaklardaki kayiplar kantitatif hatalara neden olmaktadir [12]. Orneklerin saflastirimasi ve
tanimlanmasindaki duyarlilik gelistirilien metoda baglidir. Ayrica bu metodun yiksek dogrulugu
ya da eser analiz sonuglarinin givenirligi icin birkag teknik tarafindan da dogrulanabilir olmasi
gerekir [13].

PAH’larin tayinleri icin gesitli metotlar gelistirilmistir. Bu metotlar;
e Yiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) — Fotometrik Dedektér (UV - Vis),
e Yiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) — Flourimetrik Dedektor (FL),
e Gaz Kromatografi (GC) — Alev Iyonlagsma Detektér(i (FID),
¢ Miseller Elektro kinetik Kapiler Kromatografi — Ultraviyole Detektdri (UV)'dir [14].

Biyolojik 6rneklerdeki PAH’larin analizinde GC-MS de kullaniimaktadir. Ayrica hem GC ve
hemde HPLC tek baslarina bu tir maddelerin tayinlerinde kullanilabilir [13].

PAH’larin tanimlama sinirinin genellikle kilogram basina mikrogram oldugu saptanmistir
Bu metotlarin tanimlama ydntemleri spesifiktir ve kompleks karigimlarin analizlerinde pozitif ya

da negatif hata verebilirler [14].



3. YUKSEK-PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFiSi

Sivi kromatografisinin gelistigi ilk yillarda, kolon veriminin, dolguda kullanilan
taneciklerin boyutunun kigdltilmesi ile d6nemli 6lglide artacagi fark edildi. Ancak, tanecik ¢api 3-
10 um kadar kigik olan dolgu maddelerinin Gretim teknolojisinin gelismesi ve kullaniimasi
1960’li yillarin son dénemlerine kadar basarilamadi. Bu teknoloji, klasik yer ¢ekimi-akish sivi
kromatografisinin basit cam kolonlardaki durumunun aksine, yiksek basingta ¢alisan, gelismis
cihazlara ihtiyag gdstermektedir. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) ismi, preparatif
amagla halen kullanilan temel ydntemlerden, daha yeni islemleri ayirt etmek igin
kullanilmaktadir [17,18,19].

3.1. HPLC’NIN KAPSAMI

Yuksek performansh sivi  kromatografi analitik teknikler arasinda en yaygin
kullanilanidir. Yéntemin bu kadar yaygin olmasinin sebepleri, duyarliigi, dogrulugu, kantitatif
tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan tirlerin veya sicaklikla kolayca
bozulabilen tirlerin ayrilmasina uygun olmasi ve hepsinden de énemlisi sanayinin, birgok bilim
dalinin ve halkin birinci derecede ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu
gibi maddelere 6rnek olarak; amino asitler, proteinler, nUkleik asitler, hidrokarbonlar,
karbonhidratlar, ilaglar, terpenoidler, pestisitler, antibiyotikler, steroidler, metal-organik tirler ve
gesitli inorganik bilesikler sayilabilir [17,18,21].

Sekil 3.1., sivi kromatografisi islemlerinin, uygulama alanlari bakimindan biribirini
tamamlama egiliminde oldugunu géstermektedir. Ornegin, mol kitlesi 10000’den daha biiyiik
maddeler igin, her ne kadar simdilerde bu gibi maddeleri ters-faz dagilma kromatografi ile de
incelemek mimkun ise de, eleme kromatografi daha ¢ok kullanilir. Daha kigik mol kitleli iyonik
tarler igin, iyon degistirme kromatografi yagin bir sekilde kullanilir. Kaglk, polar, ancak iyonik
olmayan tirler, en iyi dagilma ydntemleri ile incelenebilir. Ayrica, bu islem, homolog serilerin
ayrilmasi i¢in ¢ogu zaman kullaniglidir. Adsorbsiyon kromatografi gogu zaman, polar olmayan
thrlerin, yapisal izomerlerin ayrilmasi ve alifatik hidrokarbonlar gibi bilesik siniflarinin alifatik
alkollerden ayrilmasi igin segilir [17,18].
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Sekil 3.1. Sivi Kromatografinin Uygulamalari

3.2. SIVI KROMATOGRAFIDE KOLON VERIMLILIGI

3.2.1. Dolgu Maddesi Tanecik Boyutunun Etkileri

Hareketli faz kitle-kitle aktarim katsayilarinin incelenmesi, Van Deemter esitligindeki
Cw’nin dolguda kullanilan taneciklerin ¢apinin (d,) karesi ile dogru orantili oldugunu
gbstermektedir. Sonug¢ olarak, HPLC kolonunun verimliligi, tanecik boyutu azaldiginda ¢arpici
bir bigimde artmalidir. Sekil 3.2., tanecik boyutunun 45 pm’'den 6 um’ye dismesiyle tabaka
yuksekliginin on kat veya daha fazla azaldigini gdsteriyor ki, bu, séylenenin deneysel bir
kanitidir. Bu sekildeki egrilerin hi¢ birinde Van Deemter esitliginde beklenen minimumlar yoktur.
Aslinda bu gibi minimumlar, sivi kromatografide genellikle, bir ¢cok pratik uygulamalar igin ancak
¢ok diusik akis hizlarinda gézlenebilir [17,18,22].
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Sekil 3.2. Tabaka yiiksekligine dolgu maddesinin tanecik boyutunun ve akis hizinin etkisi



3.2.2. Sivi Kromatografide Kolon-Digi Bant Geniglemesi

Sivi kromatografide, kolon dolgusunun dis kisminda bazen 6nemli bant genislemesi
meydana gelmektedir. Kolon disi bant genislemesi olarak adlandirilan bu olay, ¢dzinmis
maddenin, enjeksiyon sisteminde bulunan acik borularda, dedektér bélgesinde ve sistemin farkl
pargalarini biribirine baglayan boru baglantilarinda akisi sirasinda meydana gelir. Buralarda,
borunun merkezindeki ve ¢eperine yakin bdlgedeki sivi tabakalarinin akis hizlarn arasinda
farktan dolayi genisleme olur. Sonug olarak, ¢6ziinen maddenin olusturdugu bandin merkezi,
dis kismindan daha hizli hareket eder. Gaz kromatografide, kolon disi genisleme diflizyonla
blylk 6lgide dengelenir. Ancak, sivilardaki difizyon 6nemli 6lglide yavastir ve bu tip bant

genislemesi gogu zaman énemsenecek duruma gelir.

Toplam tabaka yUksekligine kolon digi etkilerin katkisi (Hqs) asagida verilen esitlikle

gosterilmigtir:

(3.1)

Burada p; dogrusal akis hizi, cm/s; r; borunun yarigapi, cm ve Dy; ¢6ziinen maddenin hareketli
fazdaki difiizyon katsayisi, cm?/s'dir.

Kiglk capli kolonlar kullanildiginda kolon disi genisleme oldukg¢a ciddi boyutlara
ulasabilir. Burada, kolon baglantilarinin yarigapini 0,25 mm’nin altina distrmek igin her turlG

gayret gosterilmelidir [17,18,22].

3.3. SIVI KROMATOGRAFI CIHAZLARI

Modern sivi kromatografi sistemlerinde genel olarak kullanilan ve tanecik boyutu 2 ile
10 um arasinda olan dolgu maddeleri ile uygun sivi akis hizlari elde edebilmek igin, yizlerce
atm’lik pompa basinglarina gerek vardir. Bu yiiksek basinglarin bir sonucu olarak HPLC igin
gerekli donanim, diger tip kromatografi sistemleri dikkate alindiginda, daha ince isgilik gerektirir
ve sonugta daha pahalidir. Sekil 3.3., tipik bir yiksek performansli sivi kromatografinin dnemli

parcalarini sematik olarak géstermektedir [17,18].
3.3.1. Hareketli Faz Kaplari ve Céziici Muamele Sistemleri

Modern bir HPLC cihazi, bir veya daha fazla, her biri 200-1000 mL ¢dzUcl igeren
camdan veya c¢elikten yapilmis hazne igermektedir. Bu hazneler cogu zaman, kolonda ve
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Sekil 3.3. Bir HPLC cihazinin semasi

dedektdr sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan ¢éziinmuis gazlarin (genellikle
oksijen ve azot) giderilmesi icin bir cihazla donatilmisti. Bu gaz kabarciklari bant
genislemesine, ayrica, gogu zaman detektériin performansinda bozucu etkilere sebep olurlar.
Gaz giderme diizenegi, vakum pompasi sistemi, damitma sistemi ve ¢ézlclyl i1sitip karigtiran
bir pargadan olusacagdl gibi, Sekil 3.3'teki gibi disik ¢6zUnurlikteki inert bir gazin kiguk
kabarciklari yardimiyla, ¢6ziinmiis gazlari suriikleyen basit bir (ifleyici de olabilir. Cogunlukla bu
sistemler, ¢dzlcl icinde bulunabilecek toz ve partikil halindeki maddelerin pompaya veya
enjeksiyon sistemine zarar vermemesi veya kolonu tikamamasi igin, toz ve partikil maddeleri
slizmeye yarayan bir sizme diizenegi de igerirler. Gaz gidericilerin ve sizme diizeneginin, Sekil

3.3'de gérildigi gibi, HPLC sisteminin ana pargasi olmasi gerekli degildir.

Sabit bilesimdeki tek bir ¢dzicl kullanilarak yapilan bir ayirma izokratik ellisyon olarak
adlandinlir. Siklikla, ayirma etkinligi gradient ellisyonu ile blylk olglide arttiriir. Burada
polariteleri 6nemli derecede birbirinden farkh, iki veya ¢ ¢dzici sistemi kullanilir. Ellsyon
basladiktan sonra, belli bir programa gére, bazen surekli olarak ve bazen de bir seri basamaklar
halinde, ¢oziculerin orani degistirilir. Modern HPLC ekipmanlari ¢ogu zaman, ¢bzlcllerin



hacimsel orani zamanla dogrusal olarak veya (istel olarak degistirilebilecek sekilde, iki veya
daha fazla hazneden aldigi ¢ozlcUleri bir karigtirma odasinda surekli olarak degisen hizlarda bir
araya getiren sistemlerle donatilmistir [17,18,22].

3.3.2. Pompalama Sistemleri

Bir HPLC pompalama sistemi igin gerekli sartlar oldukga sikidir ve sunlari icermektedir:
(1) 6000 psi kadar basing dretimi, (2) puls icermeyen basing ¢ikisi, (3) 0,1-10 ml/dakika
araliyinda akis hizlari, (4) %0,5 veya daha iyi bir bagil tekrarlanabilirlikle akis kontrold, (5)
korozyona dayanikl pargalar (paslanmaz gelik veya teflondan yapilmis sizdirmazlik). Sivilar gok
fazla sikistirilamadigindan dolayr HPLC pompalari tarafindan dretilen basincin bir patlama
tehlikesi olusturmamasina da dikkat edilmelidir. Bdylece, sistemin pargalarindan herhangi
birisinde meydana gelebilecek bir gatlak, sadece ¢dziiciniin disari sizmasi ile sonuglanacaktir.
Tabii ki bu gibi kagaklar bir yangin tehlikesi olugturabilir.

Her birinin kendine gére Ustlnlik ve sakincalari bulunan ¢ tip pompa vardir. Bunlar;

pistonlu pompalar, siringa veya sirguli pompalar ve pnématik veya sabit basing pompalaridir.

3.3.2.1.Pistonlu Pompalar

Ticari olarak satilan HPLC sistemlerinin yaklasik %90’'inda kullanilan pistonlu pompalar,
genellikle motor kontrollu bir pistonun ileri ve geri hareketiyle ¢6ziicinin pompalandigi kiicik bir
silindirden meydana gelmistir. Sirasiyla agilip kapanan iki tane kiresel kontrol muslugu,
¢6z0cilnin silindir igine giris ve gikis akisini kontrol eder. Gézlci piston ile dogrudan temas
etmektedir. Bir alternatif olarak, basing, gidip-gelen pistonla hidrolik olarak kumanda edilen
esnek bir diyafram yardimiyla ¢ézlculye iletilebilir. Pulslu akis, kromatogramin zemin ¢izgisinde
gurultd sinyali olarak kendini agikga belli ettidi icin, puls giderici bir sistemle pulslar giderilir.
Pistonlu pompalarin Ustinligad; kiglk i¢ hacimleri (35—400 pl) , yiksek gikis basinci (10000
psi'ye kadar) , gradiyent elisyona uyarlanmaya hazir oluglari ve kolon geri basincindan ve
¢0z0ci viskozitesinden blyUk odl¢lide bagimsiz olan sabit akis hizlandir [17,18,22].

3.3.2.2.Siirgiilti Pompalar
Sirgili pompalar, bir kademeli motordan gli¢ alan vidali gidim mekanizmasi ile

kumanda edilen sizdirmaz bir siirgiisi olan, siringa benzeri silindirik bir kaptan ibarettir. Strgulu
pompalar da viskoziteden ve geri basingtan bagimsiz bir akis Uretirler ve ¢ikis akisi pulssuzdur.



Sakincalari; sinirh ¢éziici kapasitesi (=250 ml) ve ¢ozicli degistiriimesi gerektiginde
karsilasilan gugliklerdir.

3.3.2.3. Pnématik Pompalar

En basit pndmatik pompalarda, sivi hareketli, sikistiriimis bir gaz ile basinglandirilabilen
bir kap igine yerlestiriimis, portatif bir kap igine konur. Bu tip pompalar, pahali degildir ve
pulssuzdur, ancak kapasitesi sinirh olup ¢ikis basinci disiktir ve ¢ikis hizi ¢dzicu
viskozitesine ve kolon geri basincina baghdir. Ayrica bunlar, gradiyent elisyona uygun degildir
ve basinglari genelde 135 atm’den daha disUktUr.

3.3.3. Numune Enjeksiyon Sistemleri

Sivi kromatografik 6lgmelerin kesinligini belirleyici faktdrlerde biri, numunenin kolon
dolgu maddesine aktariminin tekrarlanabilirligidir. Asiri numune yUklenmis kolonlarda gérilen
bant genislemesi de kesinligi etkiler. Bu ylzden, kullanilan hacim, mikrolitrenin birkag
ondaligindan belki 20 ul'ye kadar oldukca kigik olmali ve sistemin basincini distrmeksizin

numunenin sisteme girisinin saglanmasi gerekmektedir.

Sivi kromatografide numune vermek igin en yaygin kullanilan yéntem, Sekil 3.4 de
goralduglu gibi, numune giris sarimlarinin kullanilmasi esasina dayanmaktadir. Birgok sivi
kromatografi cihazinin ayrilmaz bir parcasi olan bu sarimlar, degistirilebilir nitelikte olup 5 ul'den
500 ul'ye kadar degisen hacimlerde numune hacmi segimine olanak tanimaktadir. Bu tipteki
numune alma halkalari, numunenin 7000 psi basinca kadar, binde birka¢ bagil hata verecek
kesinlikle numunenin kolona uygulanabilmesini saglamaktadir. Hacmi 0,5-5 ul arasinda olan

luplar bulunan mikro numune enjeksiyon musluklari da mevcuttur [17,18,22].
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Sekil 3.4. Sivi kromatografide enjektér sisteminin ¢alisma prensibi



3.3.4. Sivi Kromatografi Kolonlari

Sivi kromatografi kolonlari normal olarak diizgiin i¢ ¢apli paslanmaz gelik borulardan
yapilir. Cesitli Ureticilerden, boyutlari ve dolgu maddesi farkli, yizlerce dolgulu kolon temin
etmek mumkandar.

3.3.4.1.Analitik Kolonlar

Sivi kromatografi kolonlarinin biyUk bir gogunlugu 10-30 cm arasindadir. Normalde
kolonlar diizdur ve gerektigi yerlerde iki veya daha fazla kolonun birbirine eklenmesiyle kolonun
boyu arttirilabilir. Bazen sarmal kolonlar da kullanilir, ancak bu konfiglirasyonda kolon
etkinliginde bir miktar kayip s6z konusudur. Sivi kromatografi kolonlarinin i¢ ¢apli gogu zaman
4—10 mm; yaygin olarak kullanilan birgok kolon dolgu maddesinin tanecik blytkliga 5-10 um
arasindadir. Ginimiizde belki de en ¢ok kullanilan kolon, 250 mm uzunlugunda, 4,6 mm i¢
gapinda ve 5 um tanecik biyUkligine sahip dolgu maddesi doldurulmus kolondur. Bu tip
kolonlar 40000—-60000 tabaka/metre igerirler.

Son yillarda, Ureticiler tarif edilen kolonun boyutlarindan daha kiigik boyutlarda, yiksek
hizl ve yiksek performansli kolonlar Gretmektedirler. Bu gibi kolonlarin ig gap1 1-4,6 mm ve 3,5
um tanecik blyikligindeki dolgu maddesi ile doldurulmus olabilir. CGogu zaman bunlarin boyu
3-7,5 cm kadar kisadir. Bu gibi kolonlar 100000 tabaka/m igerirler ve hiz, minimum ¢6zicl
sarfiyatl avantajlari vardir. Son &zellik oldukga &nemlidir, ¢linkli sivi kromatografi igin gerekli
olan ylUksek safliktaki ¢ozuculer, temin edilmesi ve daha sonra atiimasi olduk¢a pahaliya mal
olan ¢6zlculerdir [18,22].

3.3.5. Kolon Dolgu Maddelerinin Tipleri

Sivi kromatografide temel olarak iki tip kolon dolgu maddesi kullaniimaktadir. Bunlar,
Film Dolgular ve Gézenekli Dolgulardir. Bunlardan birincisi, kiiresel, gbzeneksiz, ¢aplari 30-40
um olan cam veya polimer tanelerinden olusur. Bu tanelerin ylzeyine, silis, alumina, polistiren-
divinil benzen sentetik reginesi veya bir iyon degistirici regineden olusan ince gdzenekli bir film
kaplanir. Bazi uygulamalar igin, bu ylzeye, absorbsiyon ile ylzeye tutunan uygun bir sivi,
durgun faz olarak ilave bir katman halinde kaplanir. Alternatif olarak, organik bir ylzey katman
olusturmak Uzere kimyasal isleme tabi tutulabilir.

Sivi kromatografide kullanilan gdzenekli partikiller, ¢aplari 3—10 pm arasinda olan

g6zenekli partiklllerdir. Belli boyuttaki bir partikdl igin, partikil boyutu araligini en aza indirmek



icin, her tirli gayret sarfedebilmektedir. Partiklller, silis, alumina, polistiren-divinil benzen
sentetik reginesi veya bir iyon degistirici recineden meydana gelmistir. Silis, sivi kromatografide
en yaygin kullanilan bir dolgu maddesidir. Silis partikilleri, mikron alti silis partikillerini oldukca
uniform yaricapta daha buylk partiklller olusturacak kosullarda bir araya toplanmasiyla
hazirlanir. Elde edilen partiklller gogu zaman, yiizeye kimyasal olarak veya fiziksel olarak
baglanan, ince bir organik film ile kaplanir.

3.3.5.1. Bagli-Faz Dolgu Maddeleri

Bagli faz dolgu maddelerinin ¢ogu bir organoklorosilanin, sicak seyreltik hidroklorik asit
¢Ozeltisinde hidrolizlenerek ylzeyine OH grubu baglanmis silisyum dioksit ile reaksiyona
sokulmasiyla hazirlanir. Bu reaksiyon sonucunda olusan Uriin bir organosiloksandir. Kati
parcacik ylzeyinde bulunan bdyle bir SiOH ile meydana gelen reaksiyon asagidaki gibi
yazilabilir:

orgonosiloksan
Sekil 3.5. Kolon dolgu maddesinin temel yapisi [17]

Burada R, genellikle diiz zincirli oktil- veya oktildesil- grubudur. Silis ylzeylerine
baglanan diger organik fonksiyonlu gruplar alifatik aminler, eterler, nitriller, aromatik
hidrokarbonlar ve siyano gruplaridir. Bdylelikle ¢ok farkli polaritede durgun faz elde etmek

mUmkdandar.

Bagli faz dolgu maddeleri, fiziksel olarak ylzeye tutturulmus dolgulara gére daha kararli
olma gibi bir Gstinlige sahiptir. Ylzeye fiziksel olarak tutturulmus dolgular, zamanla hareketli
fazda ¢oziinerek siriklendikleri igin sik sik yeniden kaplanmalari gerekir. Ayrica bu dolgularda,
hareketli fazdaki ¢dzinme problemi nedeniyle, gradiend elGsyon teknigi uygulamak pratik
degildir. Bagli faz dolgularinin baslica sakincasi, biraz sinirll numune kapasitesine sahip

olmalaridir.

3.3.5.2. Normal-Faz ve Ters-Faz Dolgu Maddeleri:

Durgun faz ile hareketli fazin bagil polaritelerine goére iki tip dagilma kromatografisinden

sz edilir. Bunlar:



3.3.5.2.1.Normal-Faz Dagilma Kromatografisi :

Sivi kromatografi ile yapilan ilk galismalarda durgun faz olarak daha ¢ok trietilen glikol
ve su gibi polaritesi ylksek maddeler kullanilirdi. Hareketli faz olarakta hekzan gibi nispeten
apolar olan g¢b6zuculer kullanilirdi. Tarihsel nedenlerden dolayl bu tip kromatografiye simdi
“normal-faz kromatografi” adi verilmektedir.

3.3.5.2.2. Ters-Faz Dagilma kromatografisi :

Bu kromatografide ise durgun faz apolar bir hidrokarbon; hareketli faz ise nispeten polar

olan bir ¢ézicidur.

Normal-Faz kromatografi'de polarligi en az olan bilesen kolondan ilk 6nce cikar;
hareketli fazin polarhigi arttikga eliisyon zamani azalir. Ters-Faz tekniginde ise, aksine, polarligi
en ¢ok olan bilesen kolondan ilk dnce ¢ikar ve hareketli fazin polarligi arttikga elusyon zamani

artar.

HPLC ile yapilan bltin ayirma iglemlerinin dértte Gglinden daha fazlasinin oktil- veya
oktildesil siloksan bagll dolgu maddesi bulunduran ters-faz kromatografi ile yapildigi
sOylenebilir. Bu tir dolgu maddelerinde uzun zincirli hidrokarbon bir ylizey elde edilmis olur. Bu
dolgu maddeleri ile kullanilan hareketli faz ise, genellikle gesitli konsantrasyonlarda metanol,
asetonitril veya tetrahidrofuran gibi ¢ézUculeri igeren sulu ¢ézeltilerdir [18].

3.3.6. Dedektorler

Sivi kromatografide, gaz kromatografinin tersine, alev iyonlasma ve termal iletkenlik gibi
gavenilir ve evrensel uygulanabilen dedektorler yoktur. Sivi kromatografinin gelismesindeki ana
glclik, dedektdrlerin gelismesinde yasanmistir.

ideal Bir Dedektoriin Ozellikleri

Sivi kromatografi igin ideal bir dedektdr; yeterli duyarlik, iyi bir kararhlik ve
tekrarlanabilirlik, genis bir dogrusal calisma araligi, akis hizindan bagimsiz kigik cevap
zamani, ylUksek guvenilirlik ve kullanim kolayhgi, her tiirden analite benzer cevap alinmali veya
belirli sinif maddelere karsi tahmini kolay ve secici cevap verme 6zelligi olmali, numuneyi

pargalamamali, bant genislemesini azaltmak amaciyla, minimum i¢ hacimde olmalidir.



3.3.6.1. Dedektor Tipleri

Sivi kromatografi dedektérleri temel olarak iki tiptir. Yigin Ozelligi Dedektérleri, hareketli
fazin kirma indisi, dielektrik sabiti veya yogunlugu gibi, analit tarafindan degistirilen yigin
dzelliklerine cevap veren dedektdrlerdir. Bunun tersine, Analit Ozelligi Dedektérleri, analitin UV
absorbansi, floresans siddeti veya difizyon akimi gibi hareketli fazin sahip olmadidi, baz
Ozelliklerine cevap veren dedektorlerdir.

1982 yilinda ve sivi kromatografinin dnemli rol oynadigi 365 tane basiimis makalede
yapilan incelemede, calismalarin % 71 ’nin UV absorbsiyonun belirlenmesiyle, % 15 ’inin
floresansla, % 5,4 ‘niin kirma indisiyle, % 4,3 'niin elektrokimyasal dlgmelerle ve geri kalan %
4,3 ‘nin diger ydntemlerle yapildigini ortaya koymaktadir. UV absorbsiyon dedektorleri ile
yapilan g¢alismalarin % 39 ‘unda i1sin kaynagi olarak civanin bir emisyon ¢izgisi, % 13 ‘Gnde
doéteryum lambasindan g¢ikan isinlarin siizilmesi ile elde edilen isin ve % 48 ‘inde optik ag
monokromatdrden yayilan i1sin kullaniimisti. Ginimuzde yaygin olarak kullanilan dedektorler;
absorbans, filtreli ultraviyole, monokromatérli ultraviyole, infrared absorbans, floresans, kirma
indisi ve kitle spektrometrik dedektorlerdir [17,18,22].

3.4. KROMATOGRAFININ UYGULAMALARI

Yiksek Performansh Sivi Kromatografi analitik ayirma teknikleri arasinda en yaygin
kullanilan cihazdir. Kullanilma sebepleri; duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir
olmasi, ugucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin ayriimasina
uygunlugudur. En 6nemlisi ise sanayinin birgok bilim dalinin ve toplumun birinci derecede
ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir [17,20].

3.4.1. Kalitatif Analiz

Bir kromatogram, bir numunedeki her bir tiir hakkinda sadece biraz kalitatif bilgi saglar.
Bu bilgi s6z konusu maddenin alikonma slresi ya da belli bir eliisyon slresinden sonra sabit
fazda bulundugu yerdir. Bundan sonraki bilgiler, degisik hareketli fazda ve degisik sicakliklarda
alinan kromatogramlardan elde edilir. Bunlarla bile elde edilen bilgiler, sadece IR ile veya NMR
ile veya kuitle spektroskopisiyle elde edilen bilgilerden daha azdir. Bitin bunlardan baska
spektroskopik olarak elde edilen degerler, kromatografik olarak elde edilenlerden (ir gibi) ¢ok
daha givenilir ve kesin degerlerdir. Ancak bunlar kromatografinin yeterli olmadigi anlamina
gelmemelidir. Gergekte kromatografi ne olduklar bilinen sinirli sayidaki olasi maddeleri iceren



karisimlarin bilesenlerinin var olup olmadigini belirtmede siklikla kullanilan bir aractir. Ornegin;
bir protein hidrolizatindaki 30 yada daha fazla amino asit, kromatogram sayesinde bagil olarak
daha yiksek bir kesinlikle tayin edilebilir. Ancak ayrilan amino asitlerin spektral veya kimyasal
yolla desteklenmesi gerekir [17,18].

Kromatogramlar bir maddenin varligini kesin olarak gdstermeseler bile, bunlarin
yoklugunu kesin olarak gosterirler. Buna gére aranan bir madde ayni sartlarda standardin
gosterdigi allkkonma zamaninda pik vermiyorsa, bu madde numunede yok veya konsantrasyonu
kromatografik tayin sinirinin altinda demektir [17,18].

3.4.2. Kantitatif Analiz

Kromatografide kantitatif analiz, analiz yapilan maddenin pik yUksekliginin veya pik
alaninin bir veya birka¢ standardin ylUkseklikleri veya pik alanlariyla kiyaslanmasina dayanir.
Dizlem kromatografisindeyse, kantitatif analiz ayrilmis olan tirin kapladigi alana baglidir.
Sartlar iyi ayarlanabilirse, bu sekilde bulunan alanlar konsantrasyonla dogru orantilidir [17,18].

3.4.2.1. Pik Yuksekligine Dayali Analizler

Bir kromatografi pikinin yUksekligi, pikin her iki tarafindaki taban gizgilerinin diiz bir ¢izgi
ile birlestirilmesi ve bu g¢izgiden pik tepesine dikey mesafesinin él¢timesi ile elde edilir. Bu
Olcim genellikle ylksek kesinlikleyapilabilmektedir. Bununla birlikte pik ytksekliklerinin pik
geniglikleriyle ters orantil olduguna dikkat etmek gerekir. Bu nedenle pik yulksekliklerini
kullanarak dogru sonuglar ancak kolon kosullarindaki degisikliklerin numunenin ve standartlarin
kromatogramlarini elde etmek igin gerekli olan siirede pik genisliklerini degistirmedidi durumda
elde edilir. Yakindan kontrol edilmesi gereken degiskenler kolon sicakligi, eluent akis hizi ve
numune enjeksiyon hizidir. Ayrica kolonun asiri yiiklenmemesine de dikkat edilmelidir. Numune
enjeksiyon hizi 6zellikle kromatogramin ilk pikleri i¢in dnemlidir. Bu sebepten dolayi siringa ile
yapilan enjeksiyonlarda % 5-10 bagil hata normaldir [17,18].

3.4.2.2. Pik Alanina Dayali Analizler

Pik alanlari, pik yiksekligine dayali analizlerde s6z konusu olan degiskenlere bagl olan
bant genislemesi etkilerinden bagimsizdir. Bu bakis agisina gére, alanlar pik yiksekliklerine
gb6re daha iyi bir analitik degiskendir. Diger yénden pik yikseklikleri daha kolay él¢ulir ve dar
pikler i¢in daha dogru bir sekilde tayin edilebilir.



Modern kromatografi cihazlarinin ¢ogu pik alanlarinin kesin olarak bulunmasina olanak
saglayan dijital elektronik integral hesabi yapan cihazlarla donatilmistir. Béyle bir donanim
yoksa elle hesap yapilabilir. Uygun genislikleri olan simetrik pikler igin iyi sonug veren basit bir
yontem pik yiOksekligini, pik yari yiksekligindeki pik genislidi ile ¢arpmaktir. Genellikle elle
yapilan integral hesabi teknikleri % 2 ile % 5 diizeyinde tekrarlanabilen alanlar saglar, dijital
integral hesaplayicilar en az bir ondalik mertebesinde daha kesindir [17,18,19].

3.4.2.3. Kalibrasyon ve Standartlar

Kantitatif analizler i¢in en dolaysiz yontem, bilinmeyenin bilesimine benzeyen bir seri
standart ¢dzelti hazirlanmasini igerir. Bundan sonra standartlarin kromatogramlari alinir ve pik
yuksekleri veya alanlari derigimin bir fonksiyonu olarak grafige gegirilir. Verilerin grafigi, orjinden
gegen diz bir dogru vermelidir. Analizler bu grafige dayandirilir. En yiksek dogruluk igin sik sik
yeniden kalibrasyon yapilmasi gereklidir. Bu yontemde en yiksek hata kaynagi, genellikle
numune hacmindeki belirsizlik ve bazen de enjeksiyon hizidir [17,18].

3.4.2.4. ic Standart Yontemi

En kesin kromatografik kantitatif degerler, i¢ standart kullaniimak suretiyle elde edilir. Bu
metotta iyi ¢d6zllmis ayni miktarda i¢ standart hem numuneye hem de standartlara ilave edilir.
Analit pikinin i¢ standardin pik ylUksekligine veya alanina orani bir analitik parametre olarak
kullanilir. Bu metottan iyi sonug alabilmek igin i¢ standardin pikinin, numunede bulunan diger
maddelerin piklerinden iyi ayrilmis ( Rs > 1,25 ) ve analitin pikine ¢ok yakin olmasi gerekir.
Uygun bir i¢ standart kullanilarak kesinligi %1 den daha disik bagil hatayla tayinler yapmak
mUmkdanddr [17,18].



4. MATERYAL VE METOT

4.1. Cihaz

Deneylerde, Perkin Elmer Series 200 Marka HPLC cihazi kullaniimigtir. Cihaz; C18
(oktadekil silan 4.6 mm x 250 mm) kolon, Perkin Elmer Series 200 UV-VIS dedektér, Perkin
Elmer Series 200 izo-kritik akis pompasi, 7725i Rheodyne enjektdor ve 50 pLl'lik loop ile
donanimlidir. Ayrica Jasco V-530 UV-VIS Spectrophotometer ve 1 cm’lik kuartz kivetler
kullaniimigtir.

Sekil 4.1. HPLC Cihazi

4.2. Kullanilan Materyaller

Deneylerde kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup; flourene, phenanthrene,
anthracene, flouranthene, pyrene, benzo[b]flourene, benzo[a]anthracene, benzo[k]flouranthene,
benzo[a]pyrene, NaOH, asetonitril, metanol, hekzan, dichlorometan, toluen, SiO, ve Al,O4
Merck ve Hekzan Carlo Erba kalitedir. Sekil 4.1 tayin edilen PAH’larin formUllerini icermektedir.

4.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Her bir PAH icin 1000 ppm’lik ana stok ¢ézeltisi 0,050 gr standart maddeden hassas
olarak tartilarak asetonitriide 50 mL’lik g¢bzeltileri hazirlanir. Ara stok c¢ozeltiler ana stok
¢Ozeltiden uygun hacimlerde alinarak hazirlanmistir. Calisma standartlari ise 1 ppm’lik stok
c6zeltiden cikilarak hazirlanmistir.
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Sekil 4.2. Tayin edilen poliaromatik hidrokarbonlarin kimyasal yapilari [1,4,14]

4.4. Materyal

Piyasada bulunan cesitli marka sivi yaglar ile balik, et ve odun kémurla 6rnekleri,
Manisa ilindeki marketlerden temin edildi ve analizler gergeklestirildi.

4.5. Deney Uygulamalari

4.5.1. Poliaromatik Hidrokarbonlarin HPLC Metodu ile Tayini

Secilen PAH’larin molar absorbsiyon katsayilari birbirinden farkli oldugundan ve
kaydedilen absorbsiyon siddetlerinin uygun olmasi igin farkli konsantrasyonlarda standart
¢Ozeltiler hazirlanmistir. Standart ¢dzeltilerin  konsantrasyonlari, flourene, phenanthrene,
anthracene, benzolk]flouranthene ve benzo[a]pyrene igin 25 pg/L, 100 pg/L, 200 pg/L, 400 pg/L
ve 500 pg/L; flouranthene, pyrene ve benzo[a]anthracene igin 50 pg/L, 200 pg/L, pg/L 400 pg/L,
800 pg/L ve 1000 pg/L ve benzo[b]flourene igin 12,5 pg/L, 50 pg/L, 100 pg/L, 200 ve 250 pg/L
olacak sekilde karisim halinde hazirlanmistir.



PAH standartlarinin her birinin UV-Vis spektrofotometresinde dalga boyu taramasi
yapilarak maksimum absorbsiyon dalga boylar belirlendi. Daha sonra bu dalga boyu
degerlerinin aritmetik ortalamasi etrafinda farkli dalga boylarinda PAH standart karisimlari
HPLC-UV-Vis sistemine enjekte edilerek en iyi dogrusalligin oldugu 254 nm ortak dalga boyu
olarak tespit edildi ve deneysel ¢alismalar bu dalga boyunda gerceklestirildi.

Olgimlerin tamami oda sicakliginda gerceklestiriimis olup mobil faz olarak asetonitril/su
(80/20) karisimi kullaniimis olup akis hizi 1.5 mlL/dak’ya ayarlanmistir. Olglimler 254 nm de
yapilmis ve her bir PAH standardinin ayri ayri kalibrasyon egrileri olusturulmustur.

4.6. ORNEKLERIN EKSTRAKSIYONU
4.6.1. Yag Orneklerinin Ekstraksiyonu

Poliaromatik hidrokarbonlarin sivi yaglardaki ekstraksiyon islemlerinde farkh yéntemler
kullanilmis ve amaglanan érnekler igin en uygun ektraksiyon ydnteminin sabunlastirma yéntemi
olduguna karar verilmistir. Bunun igin 50 mL yagd érnekleri, 40 g NaOH igeren %95’lik metanol:
toluen (2:1, v/v) ortaminda 60-70 °C de 3 saat karistirilir. Karisim sogutulduktan sonra sabun
fazi ayrilir. Geriye kalan metanolik faz 3 x 50 mL toluen ile extraksiyon yapilir ve toluen fazlar
birlestirilir, saf su ile yikanir ve susuz Na,SO, ile kurutulduktan sonra 70-80 °C de evapore
edilir. Evaporasyon islemi kuruluga kadar yapilir ve elde edilen Grin 3 ml saf asetonitril ile
¢Ozulur, santrifijlenir ve Ustte kalan asetonitril fazi alinir. Asetonitril fazi PAH’lar yaninda yag
icerisinde bulunan ve birlikte ekstrak edilen a-polar ve polar maddeleride icermektedir. Bundan

dolayr PAH’lar kolon kromatografisi ile saflastirilir [12].
4.6.1.1. Aromatik Fraksiyonun Kolon ile Temizlenmesi (F2 fraksiyonu)

8 g silika (SiO,) ile 8 g alimina (Al,O3) 250 mL’lik beherde 50 mL saf hekzan iginde
karistinilir ve bu karisim cam kolona doldurulur. Sonra kolondan 50 mL hekzan gegirilerek
sartlandirihr. Aromatik fraksiyonun saflastiriimasi igin asetonitril fazi, hazirlanmis olan silika-
alimina kolonundan gegirilir. ilk olarak 30 mL saf hekzan ile 6rnek igerisindeki alifatik
hidrokarbonlar (F1 fraksiyonu), sonra 40 mL hekzan: DCM (80:20, v/v) ile saflastiriimak istenen
PAH’lar (F2 fraksiyonu), son olarakta 40 mL DCM: metanol (95:5, v/v) karisimi ile polar
bilesikler kolondan alinir (F3 fraksiyonu). ikinci ellisyondan elde edilen ve PAH’lar iceren
fraksiyon 40-50 °C de kuruluga kadar evapore edilir ve 2 mL saf ACN ile ¢ézilerek HPLC-UV-
Vis sistemine enjekte edilir [12].



Yapilan deneysel calismalar, ekstraksiyon ydntemlerinden sabunlastirma ve bunu
takiben yapilan kolon kromatografisi yéntemlerinin en uygun oldugunu gdstermistir. Sivi
yaglarda sabunlastirma islemi sirasinda kullanilan yagin miktari arttikga olusan ve uzaklastirilan
sabunumsu fazin miktari da artmaktadir. Ancak sabunumsu faz uzaklastirilirken metanolik faz
icine de geg¢mekte ve toluen ile ekstaksiyon islemleri sirasinda bu faz, toluen fazina
gecmektedir. Dolayisiyla toluen fazindaki sabunumsu faz miktari arttigi igin bu fazin saf su ile
uzaklastirilmasi zorlagsmakta ve madde kayiplari da artmaktadir.

Sivi yaglarda PAH’larin tayinleri i¢cin 50 mL yagd érnekleri sabunlastiriimis ve toluen ile
ekstrakte edilmistir. Ancak bu maddelerin geri kazanim islemlerinde (% verim), yag miktar
azaltiimig ve 10 mL yag kullaniimistir. Sivi yaglarda poliaromatik hidrokarbonlarin geri kazanim
¢alismalarinda iki parelel 6rnek ile calismalar gergeklestiriimistir. 10 mL yag érneklerine standart
PAH cozeltileri eklenerek yukarida verilen ekstraksiyon ydntemi uygulanarak geri kazanim
degerleri hesaplanmistir.

4.6.2. Et, Balik ve Kémiir Orneklerinin Ekstraksiyonu

Et ve balik drneklerinin ekstraksiyonlarinda, pismemis ballk, i1zgara yapiimis balik,
pismemis et ve izgara yapilmis et Urlnleri olmak Uzere degisik sekillerde ekstraksiyonlar
gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon islemleri igin 10 £ 0.020 g et ya da balik érnegi 250 mL behere
alinir ve 50 mL saf toluen ile 45 dak. ultrasonik banyoda ekstrakt edilir, slizge¢ kagidindan
s0z0lir ve 70 — 80 °C de kuruluga kadar evapore edilir. Sonra 2 mL saf asetonitril ile ¢ézdlir,
santrifjlenir ve Ustteki faz alinarak kolondan gegirilir [16].

Kémir o6rneklerinin ekstraksiyon islemlerinde ayni ydéntem kullaniimig, ancak toluen
miktar1 75 mL olarak kullaniimigtir.

4.6.2.1. Orneklerin Kolon ile Temizlenmesi

Kolon ile saflastirma isleminde, 10 g SiO,, 250 mL beherde 50 mL saf hekzan ile
karistirildiktan sonra kolona dolduruldu ve 50 mL hekzan kolandan gegirilerek sartlandirildi.
Sonra yukarida elde edilen 2 mL &rnek bu kolondan gegirilerek saflastiriidi. Hareketli faz olarak
50 mL hekzan/DCM 80:20 (v/v) karisimi kullanildi [16]. Kolon ile saflastirma isleminde érnekler
dort kez kolondan gegirildikten sonra 6lgimler alinmistir. Burada yapilan bitin islemlerde iki
parelel numune ile c¢ahsilmigtir. Et, ballk ve kdmlr Ornekleri ile yapilan geri kazanim
galismasinda, iki parelel érnede standart PAH’lar katiimis ve yukarida ifade edilen ydéntem
kullaniimigtir



5. SONUCLAR VE TARTISMA

5.1. STANDARTLARIN ANALIZLERI

Kullanilan yéntem C18 kolonunun kullanildigi ters faz sivi kromatografisi yontemidir.
PAH standartlarinin konsantrasyonlari ug/L duzeylerinde olup, hazirlanan standartlarin
konsantrasyonlari bir birinden farklidir. Optimum sartlar, mobil faz 80:20 (v/v; asetonitril:su)
karisimi, akis hizi 1.5 mL/dak., basin¢g 1000-1030 Psi ve UV-Vis dedektériiniin dalga boyu 254
nm olarak belirlenmistir. Optimum sartlarda standart PAH’larin alikonma slresi 4.07-9.31
dakika arasinda olup pikler keskin, simetrik yani Gaussian seklinde ve bir birlerinden iyi derece
ayriimis sekilde elde edilmistir. Sadece ikinci ve Uglnci pikler arasindaki rezolasyon disik
olmasina ragmen kantitatif calismalar igin yeteri miktarda bir birlerinde ayriimiglardir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. Optimum sartlarda standart PAH’lara ait HPLC-UV-Vis kromatogrami

Kalibrasyon grafikleri, her bir PAH igin genis bir konsantrasyon araliginda bes farkli
konsantrasyon kullanilarak olusturulmustur. Sekil 5.2 HPLC-UV-Vis ydntemi ile tayin edilen
dokuz farkh PAH’a ait kalibrasyon egrilerini géstermektedir. Kalibrasyon grafikleri ayni zamanda
yéntemin dogrusalligini ifade etmek icinde kullanilmistir. Tablo 5.1 kalibrasyon egrilerinin
olusturulmasinda kullanilan verileri icermektedir.



Tablo 5.1. Standart PAH’larin Ortalama Pik Alanlari

Standart Konsantrasyon, (pg/L) Ortalama Pik Alanlan
1.Flourene 25, 100, .200, .400, 500 5229, 20467, 34564, 70512, 81112
2.Phenanthrene 25, 100, 200, 400, 500 7879, 24251, 48489, 97582, 116896
3.Anthracene 25, 100, 200, 400, 500 6855, 22474, 41761, 85504 100878
4.Flouranthene 50, 200, 400, 800, 1000 5497, 18365, 33040, 68810, 85526
5.Pyrene 50, 200, 400, 800, 1000 7732, 24843, 47750, 99518, 119678
6.Benzo[b]flourene 12.5, 50, 100, 200, 250 5682, 19576, 39216, 69274, 89567
7.Benzo[alanthracene | 50, 200, 400, 800, 1000 13926, 45196, 88906, 180366, 214821
8.Benzo[k]flouranthene | 25, 100, 200, 400, 500 171, 682, 1314, 2820, 3529
9.Benzo[a]Pyrene 50, 200, 400, 800, 1000 7109, 24862, 45108, 91975, 114436
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Sekil 5.2. Standart PAH’larin kalibrasyon egrileri
Kalibrasyon grafigi ve R® degerleri, yontemin dogrusalliginin genis bir konsantrasyon
araliginda oldukga iyi oldugunu gdsterir.

Tablo 5.2 de optimum sartlarda standart PAH’lara ait ortalama gergek alikonma

zamanlari, gergek allkonma zamanlarina ait standart sapma degerleri ve bagil alikonma



zamanlari goérilmektedir. Bagil alikonma zamani hesaplamasinda pyrene referans madde

olarak segilmis ve diger maddelerin allkonma zamanlari pyrene’nin allkonma zamanina

oranlanarak bagil alikonma zamanlari hesaplanmigtir.

Flourene igin bagil alikonma zamani asagidaki gibi hesaplanmistir. Diger maddeler igin

de ayni formdl kullanilarak hesaplamalar yapildiginda Tablo 5.2 de ki sonuglar elde edilmistir.

RRT = {standart
treferans

RRT = 4.07
5.65

RRT =0,72

RRT: bagil alikonma zamanli, tsana: Standartlara ait gergek alikonma zamani, treferans:

referans olarak kullanilan standarda ait gergek alikkonma zamani.

Tablo 5.2. Standart PAH’lara ait gergek allkkonma zamani, standart sapma ve bagil alikonma

zamanlari
Standardin adi Ort. allkkonma Standart sapma, Bagil allkkonma
zamani, tg (dak) SD (dak) zamani, RRT
1.Flourene 4,07 0,02 0,72
2.Phenanthrene 4,37 0,01 0,77
3.Anthracene 4,61 0,02 0,81
4.Flouranthene 5,20 0,03 0,92
5.Pyrene 5,65 0,02 1,00
6.Benzo[b]flourene 6,02 0,01 1,06
7.Benzo[a]anthracene 6,62 0,04 1,17
8.Benzo[k]flouranthene 8,61 0,05 1,52
9.Benzo[a]Pyrene 9,31 0,05 1,65

Tablodanda goérlldugl gibi gergek alikonma zamanlari igin hesaplanan SD degerleri

0.05’den kuguk. Bu sonug¢ ydntemin kalitatif olarak PAH’larin tayininde givenilir bir sekilde

kullanilabilecegini géstermektedir.

5.1.1. Dogruluk ve Tekrarlanabilirlik

Dogruluk galismalarinda tayin edilen dokuz PAH’In bilinen konsantrasyonlarini igeren

standart c¢ozelti sisteme enjekte edilmis ve elde edilen pik alanlari kullanilarak olusturulan



kalibrasyon egrileri yardimi ile konsantrasyonlari hesaplanarak dogrulugun ifadesi olan bagil
hata degerleri ginlik ve bes aylik sire igin hesaplanmistir. Tablo 5.3, enjekte edilen ve
kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplanan konsantrasyon ve bagil hata degerlerini
gbstermektedir . Ginlik ve bes aylik bagil hata hesaplamasinda, farkli kalibrasyon grafigi ve ¢
enjeksiyon sonucunda elde edilen ortalama konsantrasyon degerleri kullanilmistir. Ornek
olmasi agisindan, flourene igin bagil hata asagidaki gibi hesaplanmistir. Diger maddeler icin de
ayni formdl kullanilarak hesaplamalar yapilmistir.

. GD -DD
Bagil Hata = —— x100
GD
200 -197,70
Bagil Hata = ————x100
200

Bagil Hata = % 1,15

Burada GD: gergek deger; DD: deneysel degeri ifade etmektedir.

Tablo 5.3'te géruldigu gibi her iki durumda da (ginlik ve bes aylik) standatlar igin
hesaplanan bagil hata degerleri % 8ten daha kiiglk ¢ikmistir. Bu durum tayin edilen dokuz
PAH icin ydntemin dogrulugunun ¢ok iyi oldugunu géstermektedir. Bagil hata degerleri éniindeki
eksi isaretleri hatanin hangi yénde oldugunu ve hatanin rastgele hatalardan kaynaklandigini
ifade etmektedir.

Tablo 5.3. Yéntemin dogruluguna iliskin veriler

Gunluk deneysel veriler 5 aylik deneysel veriler
Gercek | Deneysel | Giinlik | Gercek | Deneysel | Bes aylik
Standardin adi kons., kons., bagil kons., kons., bagil
(ng/L) (g/L) | hata, (%) | (ug/L) (ng/L) | hata, (%)
Flourene 150 144.53 3,65 200 197.70 1.15
Phenanthrene 150 143.50 4,33 200 200.38 -0.19
Anthracene 150 158.50 -5,67 200 197.58 1.21
Flouranthene 300 300.51 -0.17 400 382.13 4.47
Pyrene 300 297.14 0,95 400 392.05 1.99
Benzo(b]flourene 75 69.45 7.40 100 107.29 -7.29
Benzo[a]anthracene 300 297.27 0,91 400 402.37 -0.59
Benzolk]flouranthene 150 153.72 2,28 200 200.49 -0.24
Benzo[a]pyrene 300 292.76 2,41 200 204.87 -2.43




Yoéntemin tekrarlanabilirligi, glinlik ve bes aylik deneysel veriler hesaplanirken her bir
PAH igin farkli konsantrasyonlara sahip ¢6zelti sisteme (¢ kez enjekte edilmis ve pik alanlari
hesaplanmistir. Tekrarlanabilirlik pik alanlarina gére yapilmis olup SD ve RSD cinsinden ifade
edilmistir. Bes aylik SD ve RSD hesaplanmasinda, gunlik SD ve RSD hesaplamasinda
kullanilan PAH c¢ozeltileri besinci ayin sonunda fakat farkli konsantrasyonda sisteme enjekte
edilmis ve ayni islemler bu dlgimlerde de yapilarak bes aylik sonuglar hesaplanmistir. Tablo 5.4
tekrarlanabilirlik ile ilgili verileri igermektedir.

Flourene igin SD ve RSD hesaplamasi asagidaki gibi yapiimistir. Diger maddeler igin de
ayni formdl kullanilarak hesaplamalar yapilmistir.

2
X 4 = X
Standart sapma = ( ort ! )
N-1
6324
Standart Sapma = ;

Standart Sapma = 56

SD
RSD = ——x100
Xort

RSD = > x100
34564

RSD = 0,16

N: Olglim sayisi, RSD: bagil standart sapma SD: standart sapma, , Xort: ortalama pik

alani.

Tekrarlanabilirligin ~ bir ifadesi olan RSD %2'nin altinda olusu yéntemin

tekrarlanabilirliginin gun iginde ve hatta aylar arasinda mikemmel oldugu gértlmektedir.

Tablo 5.5'te standart PAH’larin deneysel olarak bulunan yaklasik tanimlama sinirlari
gorulmektedir. Tanimlama sinirlari belirlenirken her bir PAH standardi farkli konsantrasyonlarda
sisteme enjekte edildi ve sinyal/zemin (3/1) orani g6z déninde bulundurularak yan yana tayin
edilebilen minimum standart PAH’larin konsantrasyonlari bulunmustur. Deneysel olarak
tanimlama sinir degerleri birbirinden farkh olarak ¢ikmistir. Kullanilan HPLC-UV-Vis yéntemi ile

tanimlama sinir degerlerinin diistik olusu yéntemin uygulanabilirliginin bir ifadesidir.



Tablo 5.4 Yéntemin tekrarlanabilirligine iliskin veriler

Gunlik deneysel Bes aylk
veriler deneysel veriler

Standardin Kons. | Ort. pik SD RSD | Kons., | Ort., pik SD RSD

adi (ng/L) alani (%) | (ug/L) alani (%)

Flourene 150 | 25889 | 140 | 0,54 | 200 | 34564 | 56 | 0,16
Phenanthrene 150 | 36320 | 257 | 0,71 | 200 6672 39 | 059
Anthracene 150 | 22229 | 356 | 1,60 | 200 | 48490 | 129 | 0,27
Flouranthene 300 | 23565 | 144 | 0,61 | 400 | 41761 | 269 | 0,65
Pyrene 300 40062 | 141 | 0,35 | 400 33040 77 | 0,23
Benzo[b]flourene 75 23841 | 213 | 0,89 | 100 47750 | 105 | 0,22
Benzo[a]anthracene 300 68113 | 285 | 0,42 | 400 39216 88 | 0,22
Benzo[k]flouranthene 150 21325 | 323 | 1,51 | 200 88906 | 846 | 0,95
Benzo[a]pyrene 300 39634 | 372 | 0,94 | 200 1406 7 | 052

Tablo 5.5. PAH’larin tanimlama sinirlari

Standart Tanimlama siniri,
(ng/L)
Flourene 5
Phenanthrene 5
Anthracene 5
Flouranthene 5
Pyrene 10
Benzo[b]flourene 1
Benzo[a]anthracene 5
Benzo[k]flouranthene 5
Benzo[a]pyrene 5




5.1.2. Geri Kazanim Caligsmasi

5.1.2.1. Sivi Yag Ornekleri ile Yapilan Geri Kazanim Galismasi

Sivi yaglarda yapilan geri kazanim galismasinda elde edilen sonuglar Tablo 5.6’da
verilmigtir. Geri kazanim ¢alismasinda iki paralel érnek kullaniimis ve yag érnedi olarak misir

yagi segilmistir.

Tablo 5.6. Sivi yag 6rnegine ait geri kazanim ¢alismasi (F2 fraksiyonu)

1.0rnek
Madde 1.6l¢lim, 2.6lciim, 3.6l¢iim, Ortalama
Mg/L Mo/l Mg/L olciim, ug/L
Flourene 4508 4430 4735 4558
Phenanthrene 4361 4312 4446 4373
Anthracene 4030 4030 4047 4036
Flouranthene 4649 4666 6653 5323
Pyrene 3699 3679 3538 3639
Benzo[b]flourene 4131 4112 3902 4048
Benzo[a]anthracene 4098 4047 3900 4015
Benzolk]flouranthene 6234 6120 5991 6115
Benzo[a]pyrene 8390 8318 7917 8208
2.0rnek
Madde 1.6l¢lim, 2.6lciim, 3.6l¢iim, Ortalama
pg/L ug/L pg/L olclim, pg/L
Flourene 4584 4549 4507 4547
Phenanthrene 4597 4380 4490 4489
Anthracene 4217 3909 4041 4056
Flouranthene 7314 7411 7486 7403
Pyrene 3868 3943 3836 3883
Benzo[b]flourene 4212 4256 4272 4247
Benzo[a]anthracene 4149 4313 4182 4215
Benzolk]flouranthene 4303 4446 4344 4364
Benzo[a]pyrene 8588 8743 8678 8669




Geri kazanim igin hazirlanan iki ayri 6rnek igerisindeki PAH’lar igin elde edilen sonuglar
arasinda herhangi bir fark olup olmadigi % 95 giiven araliinda istatiksel olarak degerlendirilmis
ve sonuglar Tablo 5.7’de verilmistir.

Ornek olmasi nedeniyle flourene icin yapilan istatiksel degerlendirme asagidaki sekilde
yapilmis olup, diger PAH’lar i¢in degerlendirmeler ayni sekilde yapilimistir.

5.1.2.1.1. iki ortalamanin istatiksel degerlendirilmesi;

n - n -
Y (xi-x)%+ X(xi—x)2
N1+N2-2

S birlesik =

(-49,44)? + (-128,03)2 + (177,47)2 +(37,06)2 + (2,41)? + (-39,51)°
S birlesik = 3:3_2

S birlesik = 115,40

S virlesik: Dirlesik standart sapma; x;: birinci 6lgiime ait madde miktari; X : ortalama madde

miktari; N;ve Np: 6lgiim sayisi

%95 gliven araliginda t=2,78;

— - N1+N2 ) .
Ix1 — x2l < t.s birlesi. NN ise iki ortalama arasinda bir fark yoktur denir.
1.N2

Buna gére;

+3
3x3

14558 - 45471 < 2,78x115,40 x

11 < 261,95 sonucu, yiz 6lgimden 5’inin % 95 gliven seviyesinde iki ortalama arasindaki farkin
261.95'ten blylk olmasinin nedeni rastgele hatalardir. Sonug olarak iki ortalama arasinda fark
yoktur denir.
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Tablo 5.7. Sivi yag 6rneklerinde standart PAH’lara ait bazi istatistik bilgileri

* 1.8 birlesik x
l. 11 o istatiksel
Madde Ortalama, | Ortalama, | Sbiresik | x1- X2 N1+ N2
— — sonuglar
Ho/L, xi Ho/L, X2 N1.N2
Flourene 4558 4547 115,40 11 261,95 fark yok
Phenanthrene 4373 4489 90,57 116 205,59 fark yok
Anthracene 4036 4056 109,65 20 248,90 fark yok
Flouranthene 5323 7403 | 816,75 | 2081 1853,90 fark var
Pyrene 3639 3883 73,13 244 165,99 fark var
Benzo[b]flourene 4048 4247 92,66 198 210,32 fark yok
Benzo[a]anthracene 4015 4215 95,13 200 215,93 fark yok
Benzolk]flouranthene 6115 4364 100,50 1750 228,13 fark var
Benzo[a]pyrene 8208 8669 188,78 461 428,51 fark var

istatiksel olarak iki ortalama deger arasinda fark olusu sistemde belirli hatanin olma
ihtimalini gdsterir. Tablodanda géraldugi gibi bazi PAH’lar i¢in % 95 glven aralidinda iki
ortalama deger arasinda fark oldugu gortlmektedir. Bu durumun belirli hatadan ziyade
ektraksiyon esnasinda olusan kayiplardan kaynaklanmaktadir. Glink( yaglar sabunlastirildiktan
ve toluen ile ekstrakte edildikten sonra, toluen fazina gegen sabun fazi tekrar saf su ile yikama
yapilarak toluen fazindan uzaklastirilir. Bu islem sirasinda ve kolon kromatografisi ile
saflastirma isleminde F; ve F; fraksiyonlarina da madde gegisleri olmakta ve bu ylzden madde
kayiplari oldugu dislintlmektedir. Tablo 5.7°den de bu kayiplarin bazi PAH’lar igin her iki
Ornekte de ayni oldugu bazilari igin ise farkhliklar gésterdigi gérilmektedir. Fakat her iki 6rnek
icin hesaplanan % geri kazanim degerlerinin bir birine yakin olmasi bu farklarin énemli
olmadigini ve sonug olarak ekstraksiyon islemlerinin tekrarlanabilirliginin tatmin edici diizeyde
oldugunu géstermektedir. Iki ortalama deger arasinda fark olmayan PAH'lar icin ektraksiyon
isleminin tekrarlanabilir oldugu aciktir.

Tablo 5.8 de PAH standartlarinin geri kazanim ¢alismalarindan (% verim) elde edilen
sonuclar gérilmektedir. Tabloda hesaplanan ortalama madde miktari; iki ayri paralel
numuneden elde edilen ortalama madde miktarlarinin aritmetik ortalamasini ifade etmektedir.

Dolayisi ile hesaplanan geri kazanim degerleri de ortalama % geri kazanimlari ifade etmektedir.
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Tablo 5.8. Sivi yag 6rneklerinde standart PAH’lara ait ylizde (%) geri kazanim degerleri

Hesaplanan ort. Eklenen madde .
) . %Geri kazanim,
Madde madde miktari, (x4) miktari,(x)
(X4/%2)x100
(Hg/L £ SD) (ng/L)

Flourene 4552 + 163 5000 91,04
Phenanthrene 4431 + 128 5000 88,62
Anthracene 4046 + 155 5000 80,91
Flouranthene 6363 + 1155 5000 127,26
Pyrene 3761 + 103 5000 75,21
Benzo[b]flourene 4147 £+ 131 5000 82,95
Benzo[a]anthracene 4115 + 134 5000 82,30
Benzolk]flouranthene 5240 + 142 5000 104,79
Benzo[a]pyrene 8439 + 267 10000 84,39

Geri kazanim galismalarinda eklenen madde miktarlari kalibrasyon egrilerinin ¢izildigi
araligin oldukga Uzerinde oldugu gérilmektedir. Buradaki temel amag kolon kromatografisinde
elde edilen F1 ve F3 fraksiyonlarindaki madde miktarlarinin analiz edilebilir dizeyde tutmak
icindir. F2 deki madde miktari gerekli oranda seyreltme yapilarak hesaplanmistir. Tablo 5.9 sivi
yaglarda ki geri kazanim galismasinda, F1 ve F3 fraksiyonlarina ge¢cen madde miktarlarini
gOstermektedir.

Tablo 5.9. Sivi yaglarda geri kazanim galismasinda F1 ve F3 fraksiyonuna gegen ortalama
madde miktarlar

F1-Fraksiyonu F3-Fraksiyonu

) . Toplam
Madde madde miktari, madde miktari, %Hata

(F1+F3)

(ng/L £ SD) (Hg/L £ SD)

Flourene 93 + 36 40+2 133 £39 2,67
Phenanthrene 185+ 7 17 +1 2027 4,04
Anthracene 573 + 15 42 + 1 615+ 15 12,3
Flouranthene 168 + 32 36 + 37 205 + 48 4,1
Pyrene 269 + 40 16 + 12 285 + 42 57
Benzo[b]flourene 40 + 4 153 +0,21 42 +4 0,83
Benzo[a]anthracene 45 + 20 5.21 + 2,94 50 +20 1,00
Benzolk]flouranthene 364 + 36 5.18 + 2,82 369 + 36 7,39
Benzo[a]pyrene 141 + 23 ND 141 £ 23 2,82

ND: tanimlanamadi
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F1 fraksiyonuna gegcen PAH miktarlari F3 fraksiyonuna gére daha fazla oldugu
gorilmektedir. Bunun nedeni 6rnegin hazirlanmasinda kullanilan PAH standartlarinin
konsantrasyonlarinin yiksek olmasi ve dolayisiyla dolgu maddesinin asiri yiklenmis olmasi
olabilir. Standartlarin konsantrasyonlarinin distk tutulmasi F1 fraksiyonuna gegen madde
miktarlarinin tablodaki degerlerden daha diisik olmasini saglayacaktir. F3 fraksiyonunda Ki
madde miktarlarinin distk olmasi maddelerin dolgu maddesinden alinmasi tam anlami ile
yapildigini géstermektedir. Buradaki toplam kayiplarin % hatalari Tablo 5.9'da verilmistir.
Sonuglara gére kaynaklanan hatanin ¢ok blyuk olmadigi ve ihmal edilebilir dizeyde oldugu
gorulmektedir. Hatalarin ihmal edilebilir olmasina ragmen, fraksiyonlarin toplanmasinin uygun
olacagl sOylenebilir, fakat 6zellikle F1 fraksiyonuna gecen alifatik hidrokarbonlardan dolayi
karsilasilan giglikler de (dUsuk allkkonma zamalarinda goklu piklerin gérilmesi ve rezolasyonun
bozulmasi agisindan) dolay! fraksiyonlar birlestiriimemistir.

5.1.2.2. Et, Balik ve Kémiir érnekleri ile Yapilan Geri Kazanim Calismasi

Tablo 5.10°da et, balik ve kémir 6rneklerine ait geri kazanim galismasi gortlmektedir.

Sonuglarin birbirine yakin olmasi sonuglarin tekrarlanabilir oldugunu gdsterir.

Tablo 5.10. Alabalik érnegine ait geri kazanim ¢alismasi

1. Ornek
1.06lciim, 2.06lgiim, 3.6l¢lim, Ortalama
Madde wr
Hg/L Ko/l Hg/L olcim, ug/L

Flourene 166 163 162 163
Phenanthrene 124 120 119 121
Anthracene 263 247 247 252
Flouranthene 142 126 124 131
Pyrene 110 104 101 105
Benzo[b]flourene 151 148 145 148
Benzo[a]anthracene 108 108 107 108
Benzolk]flouranthene 84 81 79 81
Benzo[a]pyrene 172 161 169 167
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2. Ornek
1.6lciim, 2.6lciim, 3.6lciim, Ortalama
Madde ot
ng/L ug/L ng/L olciim, pg/L

Flourene 129 136 130 132
Phenanthrene 122 128 124 125
Anthracene 246 255 248 249
Flouranthene 120 119 120 120
Pyrene 111 108 111 110
Benzo[b]flourene 213 209 214 212
Benzo[a]anthracene 106 105 107 106
Benzo[k]flouranthene 86 74 81 80
Benzo[a]pyrene 230 205 205 213

Geri kazanim igin hazirlanan iki ayri 6rnek igerisindeki PAH’lar igin elde edilen sonuglar
arasinda her hangi bir fark olup olmadigi % 95 glven araliginda istatiksel olarak
degerlendiriimis ve sonuglar Tablo 5.11°de verilmistir. Tablodan da gérildigi gibi, elde edilen
sonuglara gére hemen hemen baitin PAH’lar igin iki ortalama deg@er arasinda bir fark olmadigi
gorulmektedir. Bu durum ekstraksiyon ydnteminde meydana gelebilecek kayiplar tekrarlanabilir
ve et, ballk ve kdémur Orneklerindeki PAH’larin  ektraksiyonu igin  kullanilabilecegi

anlagiimaktadir.

Tablo 5.11. Alabalik 6rneginde standart PAH’a ait bazi istatistik bilgileri

I 1. + 1.8 birlesik x
_ istatiksel
Madde ort-, ort-s sbirle§ik Xq1=X2 N1-+N2
Sonuglar
X4, pg/L Xo, MQ/L N1.N2
Flourene 163 131,92 3,04 31 6,90 fark var
Phenanthrene 121 124,68 2.80 4 6,37 fark yok
Anthracene 252 249,51 7.42 3 16,85 fark yok
Flouranthene 131 119,72 7,18 11 16,29 fark yok
Pyrene 105 109,88 3,31 5 7,50 fark yok
Benzolb]flourene 148 211,87 3,05 64 6,92 fark var
Benzo[a]anthracene 108 106,08 0,91 1 2,07 fark yok
Benzo[K]flouranthene 81 80,54 4,65 1 10,55 fark yok
Benzo[a]pyrene 167 213,47 10,73 46 24,35 fark var




36

Tablo 5.12'de et, balik ve kdmUr érneklerine ait geri kazanim galismasindan elde edilen
sonuglar goérilmektedir. Geri kazanim degerleri anthracene, benzo[b]flourene ve
benzo[a]pyrene disinda oldukga disik dlizeylerde c¢ikmistir. Bunun nedeni kolon
kromatografisinin doért kez tekrarlanmasindan kaynaklandig: diistiiniilmektedir.

Tablo 5.12. Alabalik érneklerinde standart PAH’a ait ylizde (%) geri kazanim degerleri

Hesaplanan madde
. Eklenen madde .
miktari, iKt (ug/ka) %geri kazanim,
miktari,
Madde (Mg/kg + SD) Haa (X4/X2)x100
(x2)

(x4)
Flourene 128 + 4 200 63,97
Phenanthrene 110+ 4 200 55,08
Anthracene 239+ 10 200 119,36
Flouranthene 125 + 10 200 62,66
Pyrene 107 £5 200 53,71
Benzo[b]flourene 180 + 4 200 90,01
Benzo[a]anthracene 107 + 1 200 53,39
Benzo[k]flouranthene 81+7 200 40,49
Benzo[a]pyrene 190 + 15 200 95,23
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5.2. ORNEKLERIN ANALIZLERI

5.2.1. Yag Orneklerinin Analizleri

Analizler sirasinda &érnek olarak misir yagi, aygicegi yagdi ve zeytinyagi kullaniimistir.
Sekil 5.3 misir yagina ait HPLC—UV-Vis kromatogramlari gériilmektedir.

2 Phenanthrene

3 Anthracens

4 Flouranthene

5. Pyrene

6 Benzolb]Flourene

7 .Benzo[alAnthracene
8. Benzo[kFlouranthene
9 Benzo[a]Pyrene

-| n 1.Flourene

Milivolt
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Zaman, dak

Sekil 5.3. Optimum kosullarda PAH standartlarinin (A) ve misir yagi (B) 6rnegine ait HPLC

kromatogramlarinin Ust Uste gakistiriimasi

Kromatogramdan da gorildiga gibi misir yagi érnegi tayin edilen butin PAH’lari
icermektedir. Her bir madde igin elde edilen kromatogramlar belirgin ve net bir sekilde
gbrilmektedir. Birinci pik olarak numaralandirilan flourene piki dncesindeki pikler yag
icerisinden birlikte ekstrakt edilen alifatik hidrokarbonlara ve allkkonma zamani 2-2,5 dak
arasinda gorilen siddetli pikler ekstraksiyonda kullanilan toluenden kaynaklandigi
distnilmektedir.

Kolon kromatografisi, ekstraksiyonda kullanilan toluenin F2 fazina gegmesini dnemli
Olctide engellemesine ragmen, tam olarak absorblayamamaktadir. Belki de enjeksiyon dncesi
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Orneklerin tekrar kolondan geciriimesi bu maddelere ait piklerin temizlenmesine imkan
saglayabilir. Fakat pikler bizim ilgilendigimiz alikonma zamani disinda oldugundan ve
hesaplamalara negatif etki etmediginden dolayi ekstra temizlemeye gerek duyulmamistir.

Sekil 5.4'te aygicegi yagr 6rnegine ait kromatogram goérlilmektedir. Aygicedi yaginda
tayin edilen PAH’larin tim0 var olmasina ragmen, 4, 7 ve 9 numarall piklere ait olan
flourenthene, benzo[alanthracene ve benzo[a]pyrene kalitatif olarak tanimlanabilmekte, fakat
sinyal/zemin orani 3/1’in altinda oldugu icin kantitatif olarak hesaplanamamistir.

1 Flourene

2 Phenanthrene

3. Anthracene

4 Flouranthens

5 Pyrene

6 Benzo[b]Flourene

7 Benzola]Anthracene
8 Benzo[k]Flouranthene
9 Benzo[a]Pyrene

Milivolt
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Zaman, dak

Sekil 5.4. Optimum kosullarda PAH standartlar (A) ve aygicedi yag: (B) 6rnegine ait HPLC
kromatogramlarinin Ust Uste gakistirilmasi

Sekil 5.5'te zeytin yag! 6rnegine ait pik gérulmektedir. Zeytin yaginda analiz edilen
PAH'dan sadece besine ait pikler belirlenmis ve bunlardan (¢ tanesi kantitatif olarak tayin
edilmistir. Allkonma zamani 4,5-5 dak arasindaki siddetli pik analiz edilen zeytin yagi érneginin
phenanthrene bakimindan oldukga zengin oldugunu géstermektedir.

Misir yagi, aygicegi yagi ve zeytinyagi érneklerinde bulunan PAH miktarlari Tablo 5.13
te gérulmektedir.
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Milivolt
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1 Flourene

2 Phenanthrene

3 Anthracene

4 Flouranthene

5 Pyrens

6 Benzob]Flourena

7 BenzolalAnthracene
8 Benzok]Flouranthene
9 Benzo[alPyrene
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Sekil 5.5. Optimum kosullarda PAH standartlarinin (A) ve zeytin yadi (B) érnegine ait HPLC

kromatogramlarinin Ust Uste gakistirilmasi

Tablo 5.13. Yag 6rneklerinde bulunan madde miktarlari (F2 fraksiyonu)

Misir yagindaki Aycicegi yagindaki Zeytinyagindaki
Madde madde miktarlari, madde miktarlari, madde miktarlari,
(ng/L = SD) (Mg/L £ SD) (ng/L = SD)
Flourene 421 £15 186+ 10 ND
Phenanthrene 185 + 33 124 +9 2473 + 77
Anthracene 271+ 48 84 + 34 ND
Flouranthene 1902 + 76 ND 459 + 26
Pyrene 301 £12 36+5 88+7
Benzo[b]flourene 252 + 14 11+1 ND
Benzo[a]anthracene 160 + 8 ND ND
Benzolk]flouranthene 929 + 50 24 + 4 ND
Benzo[a]pyrene 480 + 38 ND ND

ND: tanimlanamadi
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Misir yaginin PAH bakimindan zengin oldugu ve PAHlarin miktarlarinin tamaminin
kabul edilen (25 ppb) limit degerinden oldukga yiiksek oldugu goérilmektedir. Aygicedi yagdi
flouranthene, benzo[a]anthracene ve benzo[a]pyrene harici dider alti PAH'I igermekte ve
bunlarin Ggl limit degerinden yiksek g¢ikmistir. Zeytin yagr en az sayida PAH igermesine
ragmen phenanthrene miktar diger iki yag érneginden ¢ok daha ylUksek ¢gikmistir.

Tablo 5.14 de misir yagina ait F1 ve F3 fraksiyonlarina gecen madde miktarlari
gorilmektedir. F1 ve F3 fraksiyonlarinin analizi sadece misir yagi igin gergeklestirilmistir. Diger

yag 6rneklerine ait F1 ile F3 fraksiyonlarina da madde gegisleri oldugu disinilimektedir.

Tablo 5.14. Misir yagina ait F1 ve F3 fraksiyonuna gecen ortalama madde miktarlari

F1-Fraksiyonunda

F3-Fraksiyonunda

Madde hesaplanan ortalama hesaplanan ortalama
madde miktari, (ug/L £ SD) madde miktari, (ug/L * SD)
Flourene ND ND
Phenanthrene 4.79 + 0,32 ND
Anthracene ND ND
Flouranthene 17.55 + 4,42 5.95 + 0,56
Pyrene 28.71 £0,88 21.49 + 2,31
Benzol[b]flourene 1.06 + 0,09 11.86 + 1,34
Benzo[a]anthracene ND 5.36 + 1,50
Benzolk]flouranthene ND 6.64 + 4,34
Benzo[a]pyrene ND ND

F1 ve F3 fraksiyonundaki degerler F2 fraksiyonundan oldukga diisik oldugu
gorllmektedir. Standartlarla yapilan istatiksel galismalarda buradan kaynaklanacak hatalarin
distk ve ihmal edilebilecek diizeyde oldugunu gdstermistir.

5.2.2. Et, Balik ve Kémiir Orneklerinin Analizleri

Asagidaki sekillerde sirasiyla, pismemis alabalik eti, 1zgara alabalik, pismemis levrek,
1zgara levrek, pismemis et, i1zgara et ve odun kdmiri 6rneklerine ait HPLC kromatogramlari
gorilmektedir. Her bir érnegin kromatogramindan da géraldigi gibi 6rnek icerisinde farkli
miktarlarda PAH bulunmaktadir.



Sekil 5.6’da pisiriimemis alabaliga ait kromatogram goérilmektedir. Analiz edilen
pisiriimemis alabalik érneginde PAH'In sadece bes tanesi kalitatif olarak tayin edilmesine
ragmen sadece (¢ tanesi kantitatif olarak tayin edilmistir. Sekilden de gérildiga gibi pikler
oldukga belirgin ¢cikmistir. Alikonma zamani 4.5 ve 8-8,5 dak arasinda olan pikler igin alikonma
zamanlari gézéniinde bulunduruldugunda bizim tayin ettigimiz PAH’larin disinda baska bir

PAH’a ait olabilecegi duslinulmektedir. Bu pikin aydinlatiimasi i¢in herhangi bir ek calisma
yapiimamistir.

1.Flourene

2 Phenanthreng

3 Anthracene

4 Flouranthene

5. Pyreng
6.Benzo[b]Flourene

7 Benzo[alAnthracens
8 Benzo[k]Flouranthene
9 Benzo[alPyrene

Milivolt
[a1]

oo 1.0 z0 3.0 4.0 50 6.0 70 =) 2.0 100 11.0 1z.0 1.0 14.0]
Zaman, dak

Sekil 5.6. Optimum kosullarda standart PAH’larin (A) ve pisiriimemis alabalik eti (B) 6rnegine ait
HPLC kromatogramlarinin Ust tste ¢akistiriimasi.

Sekil 5.7°de odun kémuri 6rnegdi kullanilarak i1zgara yapilmis alabalik érnegine ait pik
gorilmektedir.  Sekilden de  gorildiglu  gibi  pisiriimemis  6rnekten  farkh  olarak
benzo[a]anthracene ve benzo[k]flouranthene pikleri de belirlenmistir. Ancak benzo[a]anthracene
ile benzo[k]flouranthene sadece kalitatif olarak belirlenmis, kantitatif olarak tayin edilememistir.
Ayrica flourene, phenanthrene, anthracene, flouranthene ve pyrene ait piklerin de pik
siddetlerinin arttigi gdézlenmistir. Bu sonug i1zgara islemi esnasinda baligin PAH’lar bakimindan
kirlendigini géstermektedir. Izgara yapilmis alabalik érneklerinde analizde kullanilan PAH’dan
bes tanesinin kantitatif olarak oldugu belirlenmistir.
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Flourene
Fhenanthrene
Anthracene
Flouranthene

Fyrene

. Benzo[b]Flourene

. Benzo[alAnthracene

. Benzo[k]Flouranthene
. Benzo[a]Pyrene
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Sekil 5.7. Optimum kosullarda standart PAH’larin (A) ve 1zgara alabalik (B) érnegine ait HPLC

kromatogramlarinin Ust Uste ¢akistiriimasi

m

|

Flourene

Phenanthrens

Anthracene

Flouranthene

Pyrene

. Benzo[b]Flourene
Benzo[a]Anthracene

. Benzao[k]Flouranthene

. Benzo[a]Pyrens
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Sekil 5.8. Optimum kosullarda 1zgara alabalik (A) ve pismemis alabalik 6rnegine (B) ait HPLC
kromatogramlarinin Ust Uste ¢akistiriimasi
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Sekil 5.8 pismemis alabalik ile 1zgaralanmis alabalik érneklerinin (st Uste ¢akismasini
gostermektedir. Sekilden de go6rildigu gibi pisiriimemis ornekte bes farkh PAH varken,
1zgaralanmis Ornekte yedi farkli PAH bulunmaktadir. Dolayisiyla 1,2,3,4 ve 5 numaral piklere
ait PAH’larin siddetleri artarken 7 ve 8 numarah piklere ait PAH’lar 1zgara ile pisirme sirasinda
dumandan érnek Uzerinde birikmistir. Bunun nedeni proliz olayr oldugu distniimektedir. Yani
1zgaralama sirasinda balikta bulunan yagin eriyerek 1sinan yiizeye diismesi ve burada olusan
yOksek sicakligin etkisiyle yaglarin prolizinden PAH’In olusarak duman ile birlikte baligin
ylzeyine yapismasidir.

Sekil 5.9'da pismemis levrek 6rnegine ait pik gérilmektedir. Sekilden de gérildigu gibi
bu Ornekte, tayin edilen PAHdan bes tanesinin oldugu saptanmis ve kantitatif tayinleri
yapiimistir. Ayrica tayin edilen diger PAHIn da (7. ve 9. piklere ait PAH’lar) kalitatif olarak var
oldugu, ancak tayin sinirlari altinda oldugundan kantitatif olarak saptanamadigi séylenebilir.
Yine alikonma zamani 7.5 — 8 dak. arasindaki pik alabalikta oldugu gibi farkli bir maddeye ait
oldugu distndlmektedir.

1.Flourene

2 Phenanthrene

3. Anthracene

4 Flouranthene

5 Pyrene

& Benzo[b]Flourens

7 Benzo[alAnthracens
8 Benzo[k]Flouranthene
9 Benzo[a]Pyrene

[
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Sekil 5.9. Optimum kosullarda standart PAH (A) ve pismemis levrek (B) 6rnegine ait HPLC

kromatogramlarinin Ust Uste gakistirilmasi



44

Pisiriimemis alabalik érnegi ile pisiriimemis levrek drneklerine dikkat edildiginde, levrek
orneginde farkli olarak flouranthene ve pyrene’nin kantitatif olarak tanimlanabildigi ve
benzo[a]anthracene ile benzo[k]flouranthene’nin de kalitatif olarak bulundugu tespit edilmistir.

Sekil 5.10’da 1zgara yapilmis levrek drnegi gorilmektedir. Bu érnekte tayinleri yapilan
PAH’lardan alti tanesinin var oldugu tespit edilmistir. Benzo[b]flourene pismemis &rnekte
gorilmesine ragmen izgara sonucunda olustugu net olarak gériimektedir. Alikonma zamani 8 —
8,5 dak arasindaki iki pike ait madde 1zgaralama sirasinda dumandan gelen ve tayin edilen
PAH’dan farkli maddelere ait olabilir.

1 Flourene

2 Phenanthreng

3 Anthracene

4 Flouranthene

5 Pyrene

6 Benzo[b]Flourens

7 Benzo[alAnthracene

8 Benzo[k]Flouranthene
9 Benzo[a]Fyrene
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oo 1.0 20 20 4.0 5.0 6.0 TO 2.0 an 0.0 110 1z.0 120 14.0

Zaman, dak

Milivolt

Sekil 5.10. Optimum kosullarda Standart PAH (A), ve i1zgara levrek (B) érnegine ait HPLC
kromatogramlarinin Ust Uste gakistirilmasi

Sekil 5.11°de pisirilmemis ve i1zgaralanmis levrek 6rneklerinin kromatogramlarinin st
Uste cakistirimasini gdstermektedir. Sekilden de gérildugu gibi her iki drnekte de ayni tir PAH
bulunmakta, fakat pik siddetlerinin, dolayisiyla her iki 6rnekteki madde miktarlarin farkh oldugu
sonucu gikmaktadir. Buda 1zgara sirasinda olusan PAH’larin balikta biriktigini géstermektedir.
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Sekil 5.12 pismemis et o6rnegine ait kromatogrami gdstermektedir. Pismemis et
orneginde tayin edilen PAHdan (¢ tanesinin bulundugu belirlenmis ve bunlarin kantitatif
tayinleri yapilmigtir.

.Flourene

. FPhenanthrene
Anthracene

.Flouranthene

.Pyrene
Benzo[b]Flourene

. Benzo[alAnthracene

. Benzo[k]Flouranthens
Benzo[alPyrene
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Zaman, dak

Sekil 5.11. Optimum kosullarda 1zgara levrek (A) ve pismemis levrek Ornegine ait HPLC
kromatogramlarinin Ust Uste gakistirilmasi

Sekil 5.13 1zgara yapilmis et 6rneginin kromatogramini gdstermektedir. 1zgara yapilimis
et 6rneklerinde pismemis et 6rneklerinden farkli olarak G¢ tane pikin oldugu kromatogramdan
gorlilmektedir. 1zgara yapilmis etteki piklerin siddetinin pismemis érneklerden daha fazla olmasi
Izgaralama sirasinda dumandan ete madde gegisleri oldugunu godsterir ve bu ylzden
1zgaralanmis etlerdeki madde miktarlari pisiriimemis etlerden daha fazla olarak hesaplanmistir.

Izgaralanmis ette ayrica tayin edilen diger PAH’larin da oldugu goérlimektedir. Ancak
tanimlama sinirinin altinda olduklarindan dolayi kantitatif olarak tayin edilememistir.
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1.Flourene

2 Phenanthrane

2 Anthracens

4 Flouranthene

5. Pyrene

& Benzo[b]Flourens

7 Benzo[a]Anthracene
& Benzolk]Flouranthens
9 Benzo[a]Pyrene
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Zaman, dak
Sekil 5.12. Optimum kosullarda standart PAH (A) ve pismemis et (B) 6rnegine ait HPLC
kromatogramlarinin Ust Gste gakistiriimasi.

1 Flourene

2 Phenanthrene
3 Anthracene

4 Flouranthene
5 Pyrens

6 Benzalb]Flourene

7 Benzao[alAnthracens
8 BenzaklFlouranthene
9 Benzao[alPyrene
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Sekil 5.13. Optimum kosullarda standart PAH (A) ve i1zgara et (B) 6rnegine ait HPLC
kromatogramlarinin Ust Gste gakistiriimasi.
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Sekil 5.14’te ise 1zgara yapilmis et 06rnegi ile pisiriimemis et o&rnegine ait
kromatogramlarin  ¢akistirilmasi  gorilmektedir. lzgara yapilmis ©&rnekte farkh olarak
flouranthene, pyrene ve benzo[b]flourene bulunmaktadir. Her iki érnekte farkli miktarlarda
maddenin oldugu piklerin siddetlerinden anlagiimaktadir.

Sekil 5.15'te odun kémlrd 6rnegine ait pik gorilmektedir. Sekilden de gorildigi gibi
odun kédmiri 6rneginde sadece phenanthrene ait pik kantitatif olarak tayin edilebilmektedir.

1.Flourena

2 Phenanthrene

H 3.Anthracene

4 Flouranthens

5 Pyrene

6 Benzo[b]Flourene

T Benzo[alAnthracens
8§ Benzo[k] Flouranthene
9 Benzo[a]Pyrens
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Zaman, dak
Sekil 5.14. Optimum kosullarda i1zgara et (A) ve (B) pisiriimemis et orneklerinin Ust Uste

gakistiriimasi

Tablo 5.15 de et, balik ve odun kémurl érneklerindeki madde miktarlari gértlmektedir.
Tablo 5.15'te goraldigu gibi farkli 6rneklerdeki PAHlarin miktarlarinin farkli oldugu tespit
edilmistir. Ayrica bu gidalarin 1zgara ile odun k&émirl atesinde pisiriimesi sonucunda
yOzeylerine farkh miktarlarda PAH biriktigi gdzlenmistir. Odun kémdirii 6rneginde kantitatif olarak
sadece phenanthrene oldugu goériimektedir. Ancak bu gidalar 1zgara yapildiginda yiizeylerine
phenanthrene den baska maddelerinde biriktigi saptanmistir. Bunun nedeninin, bu gidalarin
pisiriimesi sirasinda ylzeylerindeki yaglarin eriyerek atesin igine diismesi ve buradaki sicakligin
yUksek olmasi nedeniyle ¢ok miktarda PAH in olusmasi ve olusan bu PAH In tekrar dumanla



birlikte gidalarin ylzeyine yapisarak birikmesi oldugu distiniimektedir. Tablo 5.15 te ki verilere

bakildiginda pismemis ve izgara yapilmig Urinlerdeki madde miktarlarinin birbirinden farkli
olmasi bu dustinceyi dogrulamaktadir
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4 Flouranthene
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Sekil 5.15. Optimum kosullarda standart PAH (A) ve odun kémdirQ (B) érnegine ait HPLC
kromatogramlarinin Ust Uste ¢akistirilmasi.



Tablo 5.15. Balik, et ve kdmdir 6rneklerindeki madde miktarlari
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Pismemis Pismemis
Madde alabalik Izgara abalik levrek lzgara levrek Pismemis et lzgara et Odun kémiirii

(ug/kg £ SD) (ng/kg * SD) (ug/kg £ SD) (ng/kg £ SD) (ng/kg * SD) (ng/kg % SD) (ng/kg * SD)
Flourene 493 +5 756 + 23 40 1 618 £ 15 199 + 58 132+9 ND
Phenanthrene 318 +4 960 + 13 111 +2 855 +18 234 +7 464 + 14 186 +13
Anthracene 306 +12 533+ 9 621 +24 4970 + 57 ND 1682 £ 75 ND
Flouranthene ND 467 +15 169 + 4 383 +13 ND 397 + 35 ND
Pyrene ND 250 +18 31 +1 136 +£3 ND 82+5 ND
Benzo[b]flourene ND ND ND ND 34 +1 33 +1 ND
Benzo[a]anthracene ND ND ND ND ND ND ND
Benzo[k]flouranthene ND ND ND ND ND ND ND
Benzo[a]pyrene ND ND ND ND ND ND ND

ND: tanimlanamadi
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6. SONUG

Dokuz farkli PAH standardini igeren ¢ozeltierle yapilan galismalarda PAH analizleri igin
amaglanan HPLC-UV-Vis yénteminin tekrarlanabilirligi % 0.12 ile % 1.4 (RSD) arasinda,
dogrulugunun % 8 bagil hatanin altinda, analiz stresinin 10 dakikadan daha kisa ve tanimlama
sinirlarinin 1-10 pg/L oldugu hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar gelistirilien HPLC-UV-Vis
yonteminin yad ve gida maddelerindeki PAH’larin analizleri igin uygulanabilir oldugunu
gOstermistir.

Poliaromatik hidrokarbonlarin sivi yaglardan ekstraksiyonu igin sabunlastirma yéntemi
kullaniimistir. Yaglarin sabunlastirimasindan sonra PAH’lar toluen fazina c¢ekilir ve toluen
evapore edildikten sonra ektraklar asetonitril igerisinde ¢dzilerek kolon kromatografisine verilir.
PAH’lar hekzan: DMC ile kolondan alinarak tekrardan evapore edilir ve 2 ml asetonitril icerisine
ahnir. Ekstraksiyon islemlerindeki zorluk sabunumsu maddenin toluen fazindan uzaklastiriimasi
olmustur. Et, ballk ve kdmir 6rneklerinin ekstraksiyonlari toluen ile ultrasonik banyoda
yapiimistir. Ekstrak evapore edildikten sonra PAH’lar 2 ml asetonitril igerisine alinmistir ve yag
Orneklerinde oldugu gibi kolon kromatografisi ile saflandiriimistir.

Yaglarla yapilan geri kazanim ¢alismalarinda verim % 80, et ve balik i¢in ise % 60’lar
civarinda bulunmustur. Ozellikle et ve balik igin geri kazanimin disik diizeylerde olmasi
ektraklarin kolondan doért kez geciriimesinden kaynaklanmaktadir. Dolayisi ile ektraksiyon
prosedurl daha iyi sonuglar alinabilmesi igin gelistiriimesi gerektigi disinilmektedir.

Sivi yaglarla yapilan galismalarda misir yagi, aygicegi yagi ve zeytinyadl olmak Gzere
a¢ farkh ornek ile calismalar gergeklestiriimistir. Bu yaglarda tayini yapilan PAH’larin farkl
miktarlarda olduklari tespit edilmistir. Ozellikle misir yag érneklerde calismada kullanilan
PAH’larin tamaminin oldugu kalitatif ve kantitatif olarak, aycgicegi yaginda kalitatif olarak dokuz
kantitatif olarak alti ve zeytin yaginda ise kalitatif olarak bes kantitatif olarak tGgtinin bulundugu
tespit edilmistir. Genel olarak her iki tr drnektede kantitatif olarak tayin edilen PAH’lar limit
deger olarak kabul edilen 25 ug/L degerinden daha ylksek bulunmustur. Bu sonuglar piyasada
satilan bitin yag Urlnlerinde ayni dizeyde PAH oldugu anlamina gelmez. PAH’lar yaglarin
Uretim ve yagin elde edildigi bitkinin yetisme sartlarina ve tirine bagh olarak farkli miktralarda
bulunmaktadir. Dolayisiyla diger farkl marka yaglarda farkli miktarlarda PAH bulunabilir.

Et ve balik érneklerinin analizlerinde ise et, alabalik ve levrek 6rnekleri kullaniimistir.
Buradaki temel amag et, tath su ve tuzlu suda yasayan baliklardaki PAH’larin dizeylerini ve
I1zgaralama isleminden sonra gidalara gegcen PAH’larin olup olmadigi ve ayrica bunlarin
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miktarlarini saptamaktir. Ornekler ilk olarak pisirilmeden ve sonrada odun kémdri ile 1zgarada
pisirildikten sonra analizler gergeklestiriimistir. Analizi yapilan balik ve et érneklerinde PAH’larin
bulundugu ve birbirilerinden farkli miktarlarda oldugu tespit edilmistir. Ozellikle i1zgaralama
sonucunda Orneklerdeki PAH miktarinin arttigi ve farklh PAHlarin da gidalara bulastigi
g6rilmuastir. Bunun nedeni gidalarin ylzeyindeki yagin eriyerek isinan yiizeye duserek proliz
olayl sonucunda PAH’larin olusmasi ve bu PAH’larin duman ile birlikte gidalarda birikmesi
oldugu distndlimektedir.

Kémir o&rneklerinde ise tayin edilen PAH’lardan sadece phenanthrene bulundugu
belirlenmistir. Ancak kémlr yandiktan sonra olusan ylksek sicaklik nedeniyle proliz olayi
sonucunda farkli PAH’larin olustugu ve dumanla birlikte atmosfere karistigi distnilmektedir.

HPLC-UV-Vis ydntemi sivi yaglarda, et ve ballk gibi gida maddelerinde ve odun
kdmdariindeki poliaromatik hidrokarbonlarin tayinlerinde kullanilabilecek bir yéntem oldugu
sonuclardan anlagiimaktadir. PAH'larin tanimlama sinirinin kilogram bagina mikro gram olarak
tespit edildigi dustnuldiginde gelistiriimis olan bu metodun oldukga duyarl 6l¢iimlerde

kullanilabilecegi diistiiniimektedir.
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