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Sunulan bu tez ¢alismasinda baliktaki farkli Se tiirlerinin tayinine imkan saglayacak bir
analitik metot kullanilmigtir. Metot, 6rneklerdeki Se tiirlerinin mikrodalga-yardimli
ekstraksiyonunun ardindan hibrit HPLC-ICP-MS sistemle tayinine dayanmaktadir. Ug
farkli selenyum tiiriiniin (SelV, SeVI ve SeMet), anyon degisim prensibine dayanan bir
kromatografik metot ile 3 dakikalik bir siire igerisinde tam olarak ayrimi
gerceklestirilmistir. Analitiksel karakterizasyonlar sonucunda, SeMet, Se(IV) ve Se(VI)
icin gozlemlenebilme sinirlari sirasiyla 16,90 ppb, 3,11 ppb ve 1,07 ppb bulunmustur.
Bu tiirlerin tayin sinirlart ise sirasiyla 56,35 ppb, 10,38 ppb ve 3,58 ppb olarak
hesaplanmistir. Metot hizli, basit, gevreci avantajlara sahiptir.
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ABSTRACT
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SELENIUM SPECIATION IN SOME FISH SPECIES LIVING IN KIZILIRMAK
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In the presented thesis, it was used an analytical method allowing determination of
diverse forms of Se in fish. The method based on determination of Se species by the
hyphenated HPLC-ICP-MS after the microwave-assisted extraction of samples. The
entire separation of three different Se species (SelV, SeVI ve SeMet) was performed
within 3 minutes using an anion exchange chromatographic method. Limit of detections
for SeMet, Se(IV) ve Se(VI) were found to be 16,90 ppb, 3,11 ppb and 1,07 ppb,
respectively, after analytical characterizations. Limit of quantifications of this species
were calculated to be 56,35 ppb, 10,38 ppb and 3,58 ppb, respectively. The method has
advantages of fastness, simplicity, environmentally green.
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1. GIRIS

Eser element canli organizmalar i¢in biliylik 6nem tasimaktadir. Canli organizmasinda
bir element, olmasi gereken miktardan daha az ise ¢esitli fizyolojik ve yapisal
bozukluklara neden olmaktadir. Bu bozukluklar ilagla tedavi edilebiliyorsa temel
element olarak adlandirilir. Eger element yiiksek derisimde olursa yine ¢esitli sorunlar
ortaya cikabilir. Yiiksek derisimdeki elementlerin viicuda alimi i¢in limit getirilmistir.
Bu sebepten dolay1 eser elementlerin tayini, hastaliklarin teshis ve tedavisi i¢in 6nem

tasimaktadir (Kurnaz 2013).

Son donemlerde cevre kirliliginin artmasiyla birlikte agir metallerin ¢evreye verdigi
zararlar giin gectikce artmaktadir. Deniz suyu, igme suyu, hava ve toprak kirlenmesiyle
birlikte canlilarin yasami tehlike altina girmektedir. Soludugumuz havadan igtigimiz
suya kadar hayatimizin igine giren metal kirlenmeleri elementel analiz gerektirmektedir.
Eser elementler endiistriyel ya da atmosferik kirlilige sebep olup toprakta birikebilir. Bu
da ekosistemi olumsuz yonde etkilemektedir. Toprak ve bitki drneklerinde yapilan eser
element analizleri beslenme agisindan da ©6nem tasimaktadir. Ozellikle besin

gereksinimleri agisindan énemlidir.

Eser element analizinin biyolojik 6rneklerde yapilmasi 6nem tasimaktadir. Biyolojik
ornekler bitki ve hayvan dokularmi ve yaygimn tiirdeki bitki ve hayvan iiriinlerini
kapsamaktadir. Element konsantrasyonunu bulunduklari ortam ve gevre sartlarina gore

de farklilik gostermektedir.

Bitkiler i¢in bu ortam topragin yapisi, kullanilan giibreler, iirlin koruyucular, endiistriyel
ya da karayollarmma olan yakinlik olarak ayrilir. Hayvanlarda ise hayvanlarin

beslenmesi, hayvan yemleri ve bulunduklari ¢evre olarak ayrilmaktadir.

Gerek toksik bir element olmas1 gerekse viicut i¢in gerekli olmasi sebebiyle biyolojik
orneklerdeki selenyum tayini biiylik rol oynamaktadir. Selenyumun toksik etkisi ve

selenyum eksikligi arasinda ince bir sinir vardir.



Selenyum, Glutatyon Peroksidaz (GP) enziminin yapisinda bulunmakla birlikte bu
enzimin etkinligi agisindan O6nemli bir yere sahiptir. GP, doymamis yag asitlerinin
yiikseltgenmesiyle olusan peroksitleri suya doniistiiriir. Hiicre zarina zarar veren serbest
radikalleri yok etmesi yoniiyle antioksidan 6zellige sahip bir enzimdir. Dolayisiyla

selenyum bagisiklik mekanizmasinda rol almaktadir.

Selenyum agir metallerin toksik etkilerini bertaraf etme 6zelligine sahiptir. Bunlardan
birisi de civadir. Deniz iiriinlerinde civa ve civanin metil esteri selenyumla birlikte

bulundugundan civanin toksik etkisini engelledigi gdzlenmistir.

Ugucu ozelliginden dolay: selenyumun 1s1l iglemlerde etkilenmekte oldugu saptanmaigtir.
E vitamini ile birlikte siirdiirdiigii gorevlerden birisi de antioksidan ozellikte etki

etmesidir.

Eksikliginde GP enziminin de yetersizligi ile metabolik islevlerde bazi eksiklikler
meydana gelmektedir. Yaygin kullanimi ise kanser ve kalp hastaliklarindan korunmay1
hedeflemektedir. Deri sagligin1 korumak ve kuvvetli bir bagisiklik sistemi kazanmak
icinde kullanilmaktadir. Ozellikle de Keshan Hastalig1 olarak tanimlanan kalp damar
hastalig1 i¢in de dikkate deger sekilde etki gostermektedir.

Avrupa Birligi’nin giinlik alinmasini tavsiye ettigi selenyum miktar1 55 pg ‘dir. Bu
oran yas ve cinsiyete gore degismektedir. Yas gruplart ve cinsiyete gore glinliik

alinmasi gereken selenyum miktar1 Cizelge 1.1 de verilmistir.

Cizelge 1.1 Yas ve cinsiyet gruplarina gore giinliik selenyum ihtiyaci (Kurnaz 2013).

Cocuklar Kadinlar (pg) Erkekler (ng)
(ng)

0-6 yas 20 | 11-14 yas aras1 kadinlarda 45 11-14 yas aras1 erkeklerde 40
7-10 yas 30 | 15-18 yas aras1 kadinlarda 50 15-18 yas aras1 erkeklerde 50
19-51 yas ve Ustii kadinlarda 55 19-51 yas ve Ustii erkeklerde 70




Viicut i¢in gerekli olan selenyum yiiksek seviyelerde alindigi zaman toksik etkilere
sebep olmaktadir. Haftada 30 mg‘dan fazla selenyum tiiketen insanlarda bazi fiziksel
bozukluklar meydana gelmektedir. Bunlar zehirlenme, yorgunluk, nefesin sarimsaksi
kokmasi, bulanti, kusma, ishal, sa¢ dokiilmesi ve tirnaklarda sekil bozuklugu olarak
goriilmektedir. Selenyumun her kimyasal bilesigi toksik etkiye sahip degildir (Kurnaz
2013).

Bir elementin farkli formlarini tayin etme islemine elementel tiirleme ad1 verilmektedir.
Elementel tiirleme gida ve birgok farkli alanda ragbet gormektedir (Templeton vd.,
2000). Selenyum ¢evresel orneklerde genellikle inorganik formlarda (selenit ve selenat
iyonlar1 gibi) biyolojik oOrneklerde ise organik formlarda da (selenoaminoasit,
selenoproteinler ve bunlarin tiirevleri gibi) goriilmektedir. Dogal sularda daha yaygin

goriilen inorganik formlarinin nispeten daha toksik tiirler oldugu bilinmektedir.

Selenyum yiiksek konsantrasyonlarda toksik etki gosterirken diisiik konsantrasyonlarda
viicuda alinmasi gereken elzem bir elementtir. Bu sebepten dolay:1 selenyumun farkli

formlarmin giivenilir ve duyarli tayini biiyiik 6nem tagimaktadir (Ebdon 2001).

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ve Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle
Spektrometrisi (ICP-MS) tiirleme analizlerinde birlikte kullanilan bir tekniktir. Tiirleme
analizinde analit tlirliniin 6rnek hazirlama kismindan analiz bitimine kadar tiirlerin
bozulmadan kalmasi1 ya da tiirlerin bagka tiirlere yahut birbirlerine donlismemeleri ¢ok

onemli bir husustur (Reyes vd., 2008).

Bu tez caligmasinda Kizilirmak nehrinden temin edilmis balik 6rneklerinde selenyum
tiirlerinin hizli ve duyarli tayinine olanak saglayan bir analitik metot gelistirilmistir.
Metot, tiirlerin mikrodalga yardimli enzimatik ekstraksiyonu ve HPLC-ICP-MS ile

tayinine dayanmaktadir.



1.1 Eser Element

Eser element analitik kimya ve ilgili diger alanlarda farkli sekillerde tanimlanmustir.
Numunedeki bilesenler tayin edilen analit derisimine gore siniflandirilir. Numunedeki
bilesenlerin derisimi 1 pg kg™ -100 mg kg™ (% 0,01) arahginda ise eser element , 1 pg

kg ‘dan daha diisiik ise ultra-eser bilesen olarak adlandirilmaktadir.

Cizelge 1.2 Analit derisimine bagli olarak yapilan kimyasal analizler (Namiesnik 2002).

Analitin genel adi  Analit derisimi Kimyasal analiz

Sub-mikro eser <1pg/g (<% 10°) Eser analiz

bilesen

Ultra-mikro eser <1ng/g (<% 10?)

bilesen

Mikro eser bilesen <lug/g(<% 10-4)

Eser bilesen <100 pg/g

Ikincil bilesen <% Yar1 mikro analiz
% 1-100

Birincil bilesen Mikro analiz

Cizelge 1.2°de numunedeki analit derisimine bagl olarak analitik teknik ve yontemler

siniflandirilmis ve bununla iliskili bazi bilgiler verilmistir (Namiesnik 2002).

Ulkemizde niifus artisindaki yogunluk ve kentlere olan gdcler sebebiyle kentlerde
toprak, hava, su kirliligine sebep olmaktadir. Modern teknolojinin yayginlagsmasi ve
artan enerji ihtiyaciyla birlikte ¢evreye yayilan atiklar canlilar i¢in dnemi biiyiik olan

havay1, suyu ve topragi Kirletebilmektedir.

Atik sular bazen islem gormeden, aritma yapilmadan sulama suyu olarak
kullanilabilmekte ve yetistirilen tarim iriinleri bundan etkilenebilmektedir. Bitkilerin
maruz kaldig: Kirlilik sebebiyle biinyelerinde agir metaller biriktirmektedir. Canlilarda
toksik etkilere sebep olan agir metaller evsel ve endiistriyel yollardan besinlere

gecmektedir. Bu metaller beslenme yoluyla da canlilara gegmektedir.



Bu elementler etkili dozlarda viicutta zehirlenmelere yol agabilir hatta bu 6liime kadar

gidebilir (Deveci 2012).

Canli organizmasi icin eser elementlerin miktar1 6nem tasimaktadir. Civa, kadmiyum
gibi toksik elementler her kosulda bir¢ok canli i¢in zararli (toksik) elementlerdir.
Esansiyel elementler ise canli organizmada yasamsal bazi fonksiyonlarin saglanmasinda
gerekli olan elementlerdir. Esansiyel elementlerin eksikligi durumunda genellikle
canlida bazi hastaliklar ve problemler goriiliir. Ancak bu problemler eksikligin
giderilmesiyle birlikte genellikle ortadan kalkmaktadir. Ancak yasamsal olarak gerekli
olsalar dahi, asirt alinmasi durumunda esansiyel elementler de zehirlenmelere yol
acabilmektedir. Bu nedenden dolayr da bu elementlerin viicuda alinmasinda bazi

sinirlandirilmalar yapilmastir.

Inorganik madde olan iyot (I), demir (Fe), ¢inko (Zn), bakir (Cu), selenyum (Se),
molibden (Mo), mangan (Mn), krom (Cr) ve kobalt (Co) esansiyel elemenlerdir. Ayrica

saglikli yasamak icin yeterli miktarda viicuda alinmasi gerekmektedir.

Organizmanin fizyolojik islevlerini yapabilmesi i¢in esansiyel elementler biiylik 6nem
tasimaktadirlar. Esansiyel elementler yeterli miktarlarda organizmada bulunmazsa
gelisimini tamamlayamaz ya da organizma yasam dongiisiinii tamamlayamaz.

Metalloenzimlerin yapisinda da yine esansiyel elementler biiylik rol oynamaktadir.

Ayrica baz1 6nemli biyolojik fonksiyonlarin yerine getirilmesinde de gorev almaktadir.
Bunlar oksijen tasinmasi, hormonal aktivitelerin diizenlenmesi, serbest radikallerin

etkisiz hale getirilmesidir

Eser elementlerin giivenilir ve duyarli metotlarla tayini 6zellikle son yillarda hizla
gelismekte ve ragbet géormektedir. Baglica tip, fizik, kimya, biyoloji, ziraat, arkeoloji ve
cevre bilimi alanlarinda kullanilmasi sebebiyle de giderek yayginlagmaktadir (Kayaalp
2012).



1.2 Selenyumun Dogada Bulunusu

Dogada kesfedilmis 94 tane element bulunmaktadir. Bu elementlerin hemen hemen {igte
biri insan yasami i¢in gereklidir. Dogadaki elementler canli biinyesinde az miktarlarda
bulunduklar1 i¢in eser element olarak tanimlanmaktadir. Selenyum da bu eser

elementlerden bir tanesidir (Ataman ve Aras 2006).

Selenyum tarihte ilk kez 1817 yilinda Jons Jacob Berzelius tarafindan bulunmustur.
Bakar piritlerinin atesle olan temasinda kirmizi renkte bir toz olustugunu gézlemlemis
ve bunun kesfedilmemis yeni bir element oldugunu tanimlamistir. Adin1 ise Yunan
dilinde ay anlamina gelen ‘seleno’ kelimesinden almistir. Selenyum dogada magma ve
volkanik gazlarin bilesiminde bulunan minerallerde, bakir piritlerinde ve kiikiirt

filizlerinde safsizlik seklinde bulundugu goriilmiistiir (Deveci 2012).

Selenyum periyodik tablonun VI A grubunda yer almaktadir. Atom agirlig1 78,96 g/mol
ve atom numarasi 34, yogunlugu 4,819 g/cm3 ve oda sicakliginda rengi gri, yar1 metalik
ozellikte bir element oldugu bilinmektedir. -2, 0, +4, +6 yiikseltgenme basamaklarina
sahiptir (Kurnaz 2012).

Glinlimiizde selenyum bakirin elektrolizi ile olusan anot ¢amurlan ile elde edilerek
toplanmaktadir. Ortamda sodyum karbonat varliginda bakir selenyum minerali
yiikseltgenir. Uriin olarak Na,SeOj3 bilesigi elde edilir:

Cu,Se + Na,CO3 + 2 Oy — 2 CuO + Na,SeOsz+ CO,

Olusan bu iiriin siilfiirik asit ile muamele edildiginde selenoz asit (H,SeO3z) meydana

gelmektedir. H,SeOg3’in SOy ile tepkimeye sokuldugu zaman ise Se elde edilir:
H,SeO3 + 2 SO, + H,O — Se + 2 H,SO,4

Selenyum yeryiiziinde kiitlece %7,10-5 oraninda bulunmaktadir.



Selenyumun giiniimiizdeki kullanim alanlarindan bazilar1 su sekilde siralanabilir:

e (elik yapiminda katki maddesi olarak,
e Fotoiletken olma 6zelligi sayesinde fotokopi makinalarinda,
e Elektrik iletkenliginin 1s1k ile degismesinden dolay1 fotosellerde,

e Seramik ve renkli cam yapimlarinda renk vermek veya renksizlestirmek icin

kullanilmaktadir (Kayaalp 2012).

Selenyumun atom agirligi 74, 76,77, 78, 80 ve 82 olan 6 izotopu bulunmaktadir. insan
hayvansal ve bitkisel gidalardan selenyum almaktadir. Bitkiler topraktan aldig:
selenyumu biinyelerinde biriktirmektedirler. Killi toprakta yetisen bitkilerin selenyumca

daha zengin oldugu bilinmektedir.

Balik, et ve deniz iiriinleri de selenyumu biinyelerinde yeteri miktarda barindirmaktadir.
Bunun yani sira siit ve siit tiriinlerinde, yag, meyve ve sebzelerde (mantar ve sarimsak

harig) selenyum miktar1 yeterli degildir (Orak 2000).

Selenyum diinyanin her yerinde bulunmakta olup en ¢ok rastlanan yerler ise volkanik
kayaliklar olarak bilinmektedir. Yeryiiziinde en ¢ok bulundugu iilkeler arasinda ise
AB.D., Irlanda, Tiirkmenistan ve Cin Halk Cumhuriyeti’nin baz1 bolgeleri yer
almaktadir (Orak 2000).

1.3 Selenyum Bilesiklerinin Toksik Etkileri

Hemen hemen her elementte oldugu gibi selenyumun da fazla alinmasi toksik etki
olarak yansimaktadir. Arastirmalar sonucu selenyumun haftada 30 miligramdan fazla
alinmasi ¢esitli yan etkilere sebep olmaktadir. Bu yan etkiler mide bulantisi, kusma,
viicutta halsizlik, yorgunluk, nefesin sarimsak kokmasi, ishal, sa¢ dokiilmesi,

tirnaklarda sekil bozuklugu ve zehirlenme olarak gozlenmistir.



Aslinda selenyumun bilinen bir¢ok bilesigi toksik etki gdstermemektedir. Selenyum
stlfitin hayvanlar acgisindan kanserojen oldugu bilinirken, dimetilselenit ise insanlar

acisindan toksik etkiye sahip bir bilesiktir.

Son yillardaki yapilan arastirmalarda selenyum zehirlenmesi, selenotrisiilfitler ile
glutatyonun etkilesmesi sonucunda toksik siiperoksit ve hidrojen peroksite doniismesi

ile ortaya ¢iktig1 goriilmektedir (Kurnaz 2013).

Selenyumun toksisitesi organik selenyum ve inorganik selenyuma gore farklilik
gdstermektedir. Inorganik selenyumun toksisitesinin organik selenyuma gore daha
yiiksek oldugu bilinmektedir. Cizelge 1.2‘de organik ve inorganik selenyumun bazi

alanlarda karsilastirilmas1 yapilmistir.

Cizelge 1.3 Organik Ve Inorganik Selenyum Arasindaki Bazi Farkliliklar (Ayasan
2010)

Ozellikler Organik Se Inorganik Se

Toksisitesi Inorganik selenite gore 3 | Yiiksek toksisite
kez daha az toksiktir. oldugunda deri
problemleriyle

karsilasilir.

Biyoyararlilig Yiksek. Rumendeki mikroplarin
neden oldugu azalma
sebebiyle yararlilig
diistiktiir.

Antioksidan Aktivitesi | SeMet antioksidan GSH ile reaksiyona
gbrev yapar. girdiginde serbest

radikal olusumunu

uyarir.
DNA Uzerine Etkisi SeMet DNA’ nin Selenit DNA’ya zarar
olusumunu uyarir. verebilir.

Cizelge 1.3’ de selenyum toksisitesi agisindan inorganik formdaki selenyum tiirlerinin

daha toksik oldugu belirtilmistir. Biyoyararlanim, antioksidan 6zelliginin olmast ve



DNA iizerine olan etkileri sebebiyle canli organizmasi besin kaynagi olarak organik

formda selenyum tiiketmesinde fayda vardir (Ayasan 2010).

1.4 Toplam Selenyum Tayin Metotlari

Selenyum eksikligini gidermede, selenyum igeren sebze, meyve ve tahillarin yani sira
selenyumca zengin ortamda yetisen mayalara dayanan tiriinlerin tiikketimi de oldukga
ragbet gormektedir. Kati orneklerin atomik spektrometri metotlar1 ile tayini Oncesi

cozliniirlestirilmeleri gerekmektedir (Szpunar 2017).

Toplam Se miktar tayinlerinde kati orneklerin ¢dziniirlestirilmesine yonelik yaygin
olarak kabul goren sistem mikrodalga yardimli yakma sistemleridir. Liyofilize edilen
veya yas haldeki Ornekler mikrodalga yakma islemi ile c¢ok kisa silirede analiz
edilebilmektedir. Mikrodaga isleminde ornek, tizerine gerekli ¢oziiciiler (genellikle
asitler ve yiikseltgeyici maddeler) eklenerek belirlenen siirede mikrodalga 1s1maya tabi
tutulur. Bu islem yliksek sicaklik ve basinca duyarli polimerik haznelerde yapilir.
Isinlama sonrasi ¢oziiniir hale gelmis 6rnek gerekli oranlarda seyreltilerek ICP-MS ile

veya diger atomik spektrometri metotlari ile analiz edilir (Moreno 2001).

Toplam Se tayinlerinde orneklerin seyreltilmesinde genellikle % 0,2’lik nitrik asit
¢ozeltisi uygundur. Yontemin dogrulugu standart ekleme metodu ve sertifikali referans

maddelerin analizi ile belirlenmektedir (Misra 2012).



1.5 Elementel Tiirleme

Elementin toksik veya yararli etkileri toplam konsantrasyonuyla iliskili degil, elementin
bagli bulundugu liganttaki tiirlerden geldigi bilinmektedir. Elementel tlirlemenin nicel
ve nitel analizi biyoyararlanim ve toksisite hakkinda bilgi vermektedir. Bu sebeple bir
analizde toplam element tayini yerine tiirlerinin ayrimi énem tasimaktadir (Cabanero
2005). Tiirleme analizinin baslica 6nemli noktalarindan biri de kati numuneden tiirlerin
doniisimii olmadan ekstrakt elde etmektir (Gutirrez 2000). Son zamanlarda biyolojik
orneklerde biyokimyasal ve beslenme agisindan toplam element miktarint belirlemek
toksisite agisindan tek basina yeterli bir bilgi ifade etmemektedir. Tiirleme analizinde
bir diger husus ise kararliliktir. Kararsiz formlar da cesitli yontemlerle kararli hale

dontistiirtilebilir (Szpunar 2000).

HPLC, 20 den fazla Se ¢esidini ayirabilmektedir. Kapiler elektroforez selenyum tiirleri
mobil faz icin ters fazda bile iyon ayirma giicii ile yiiksek ayirma kabiliyetine sahip
olmaktadir (Bendahl 2004). Giiniimiizde eser element tiirleme analizi bir¢ok alanda

(fizik, kimya, biyoloji, tip, ilag, gida) kullanilmaktadir (Arslan 2013).

1.6 Tirleme Yontemleri

Tiirleme analizinde ayrilacak tiirler genellikle tayin Oncesi belirlenip uygun ayirma
yontemi belirlenmektedir. Bu yontemler kromatografik yontemler ve kromatografik

olmayan yontemler olarak siniflandirilabilmektedir.

Tiirleme analizi i¢in yaygin olarak kullanilan kromatografik yontemler, Gaz
Kromatografisi-Atomik Floresans Spektrometrisi (GC-AFS) ve Yiiksek Performansh
Sivi  Kromatografisi-Atomik Absorpsiyon Spektrometrisi (HPLC-AAS) Yiiksek
Performansli  Sivi  Kromatografisi-indiiktif ~Eslesmis  Plazma-Optik ~ Emisyon
Spektrometrisi (HPLC-ICP-OES) ve Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi-Indiiktif
Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometrisi (HPLC-ICP-MS)’ dir.
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HPLC teknigindeki ilerlemeler ve ICP-MS in duyarli bir elemente 6zgii dedektor olarak
kullanilmasi farkli Se tiirlerini tayininde 6nemli ilerlemeler saglanmasina yol agmustir.
HPLC’ nin elektrosprey- MS ile destekleyen bu metotlar ise Se tiirlemede yeni
molekiillerin tanimlanmasini sagladigi icin hibrit metotlarin giiclinii artirmaktadir.

(Szpunar 2017).

Biiyiik molekiillii selenyum bilesiklerinin tayininde Boyutca Eleme Kromatografisi
(SEC) kullanilmaktadir. SEC, ICP-MS ile birlikte kullanildigi zaman molekiil boyutu
hakkinda bilgi sunmaktadir. Diisiik molekiilli selenyum tayinleri igin ise farkli

kromatografik yontemler kullanilmaktadir (Daun 2004).

Ancak tayin adimindan Once ek numuneye ayirma ve maskeleme yontemleri
uygulanarak, kromatografik yontemlerden daha basit ve ucuz olan Soguk Buhar Atomik
Absorpsiyon Spektrometri (CVAAS), Soguk Buhar Atomik Floresans Spektrometri
(CVAFS) Soguk Buhar Indiiktif Eslesmis Plazma- Optik Emisyon Spektrometri (CV-
ICP-OES) yontemleri de elementel tiirleme i¢in kullanilabilir (Tiirker 2013).

Elektrokimyasal metotlar kullanilan ilk analitik tekniklerdendir. Cozeltideki iyonik
tirleri metal tiirlerinden ayirmaktadir. Kromatografik ayirma tekniginde ayrilmasi
istenen tiirler kromatografik iinite boyunca ilerler ve dedektdr elemente 6zgii sinyal
vererek tayini yapilmaktadir (Szpunar vd., 2003). Atomik spektrometrik dedektorler
yiiksek duyarliliga sahip olmasindan dolay1 yaygin kullanilmaktadir. Hibrit sistemlerde
detektore iliskin en 6nemli hususlardan birisi de elemente 6zgili dedektdriin mobil faz ile
uyumlulugudur. Tiirleme analizinde bir diger énemli husus ise 6rnek hazirlamadan
analiz siiresinin sonuna kadar gecen zamanda tiirlerin bozulmamasi veya tiirlerin
birbirine doniismemesidir. Deney basamaklarinda tiirlerin orijinal formunu koruyacagi

uygun ortam saglanmalidir (Yan vd., 2008; Dzurko vd., 2009).
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1.7 Baliklarda Se Tiirlemesi

Birgok insan selenyum ihtiyacini tahil, et ve baliktan kargilamaktadir. Selenyum
biriktirme kapasitesi yiiksek oldugundan dolay1 balik selenyum agisindan 6nemli bir
besindir. Insan beslenmesinde biiyiik 5nem tasiyan balikta toplam selenyum tayininden
ziyade selenyumun tiirlerinin tayini biiylik 6nem tasimaktadir. Bunun sebebi organik ve
inorganik selenyum tiirlerinin farkli etkilerinin olmasidir. Selenyumun bazi kanser
tiirlerine kars1 koruma sagladig: bilinmektedir. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda toksik
etki gostermektedir. Selenyumun inorganik formu yliksek derisimlerde insan sagligini
olumsuz yonde etkilemektedir. SeMet gibi organik tiirleri ise biyoyararlanim agisindan
onem tasimaktadir. Bu nedenle baliklarda selenyum tiirlemesi 6nem arz etmektedir.

Sunulan bu tezde de balikta selenyum tiirlerinin orijinal formlarint koruyarak duyarl
tayini yapilmustir. Tiirlerin birbirine doniismemesi ve kendi formunu koruyabilmesi i¢in
yumusak sartlarda etkin ekstraksiyon yoOntemi uygulanmistir. Bu tezde balik
orneklerinin mikrodalga yardimli ekstraksiyonu yapilmis ve HPLC-ICP-MS ile

giivenilir, hizli ve duyarl tayini yapilmasi hedeflenmistir.
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2 KAYNAK OZETLERI

Daun ve arkadaslar1 7 farkli hayvan tiirliniin kasinda selenyum tiirlerini tayin
etmislerdir. Bu ¢alismada tavuk, hindi, 6rdek, kuzu, sigir, domuz ve deve kusu etlerinin
kas kismi analiz edilmistir. SEC-ICP-MS ile tayin yapilmistir. Kus cinsi olan tavuk,
hindi, devekusunda selenyum tiirleri yliksek oranda bulunmustur (Daun 2004).

Hsieh ve digerler gida takviyelerinde selenyum bilesiklerinin tayinine yonelik ¢alisma
yapmistir. Selenyum tabletinin bir markasinda y-glutamyl-methyl-Se-cysteine tespit
edilmistir. Ekstraksiyonu mikrodalga yardimli firinda 37°C ve 30 dakika % 91 oraninda
ekstraksiyon verimi alinmigtir. Tiirleme metodu olarak HPLC-ICP-MS kullanilmustir.
Yontem sertifikali referans O6rnek olan bugday ununa da uygulanmigs ve basarili

olunmustur.

Hu ve arkadaslar1 serum oOrneginde kiiclik molekiillii selenyum tiirlerinin tayinini
yapmistir. Anyon degisim kromatografi (AEC) kullanilmigtir. Bu c¢alismada 7,5
dakikada 4 selenyum tiirii ayrilmigtir. Gozlenebilme sinirlart sirasiyla SeCys, Se(IV),
SeMet and Se(VI) i¢in 0,34, 0,67, 1,38 and 0,63 pg/L’ dir.

Baz1 biyolojik dokulardaki selenyum tiirlerinin tayinine yonelik bir ¢alisma Moreno ve
arkadaslar1 tarafindan yapilmistir. Boyutga eleme ve iyon degisim kromatografi ile ICP-
MS tarafindan gergeklestirilmistir. Inorganik selenyum olarak bilinen selenit, maya ve
beyaz yoncada bulunurken (0,2-3 ng/g), selenat sadece mayada bulunmustur (8 pg/g).
Trimetilselenyum ise istiridye, midye, alabalik ve yoncada bulunmustur (0,1-0,3 pg/g).

Selenyumca zenginlestirilmis brokolinin kok, gévde ve meyve kisimlarinda tiirleme
analizi yapan Pedrero ve digerleri enzimatik ekstraksiyon isleminden sonra hem
boyutca eleme/iyon degisim kolon hem de anyon degisim kolon kullanarak analiz
yapmigtir. LC-ICP-MS kullanilarak brokolinin kdk kisminda bulunan en 6nemli tiiriin
Selenometiyonin (SeMet), meyve kisminda ise selenometilselenosistein (SeCys)
bulundugu ve insan beslenmesinde Onemli bir selenoamino asit kaynagi oldugu

vurgulanmigtir.  Calismalar  haslanmis  brokoliye de uygulandigit  zaman
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selenometilselenosisteinin ciddi derecede bozundugu ortaya konulmustur. Bu ¢aligmada
gida ¢esitlerinin hazirlama esnasinda (pisirme, haslama vb.) tiir istikrar1 {izerine etkisini

gostermeyi amaglanmustir (Pedrero 2007).

Tuna baligi ve midye numunelerinde HPLC-ICP-MS ile selenyum tilirleme analizi
yapilmigtir. Tirler proteaz enzimi kullanilarak enzimatik hidroliz ile ekstrakte
edilmistir. pH 2,8 ve 6,0’ da fosfat tamponu ile ¢aligma yapilmistir. Yontem organik
(trimetilselenyum, selenosistein, selenometiyonin and selenoetiyonin) ve inorganik
(selenit and selenat) selenyum tiirleri i¢in belirlenmekte olup sadece organik selenyum
tirleri tayin edilmigtir. Tuna baligt ve midyede trimetilselenyum iyonu ve

selenometiyonin bulunmustur. Selenyum geri kazanim %93-102 ‘dir (Quijano 2000).

Bir diger ¢alisma da ise Japonya’daki deniz {iirlinlerinde selenyum tayini yapilmistir.
Yapilan ¢aligmada toplam selenyumun biiylik bir kismi okyanus baliginin kasinda
bulunmustur. Cesitli balik tiirleri ve kabuklu deniz hayvanlarinin yenilebilir kisimlari
incelenmis ve en ¢ok selenyum igeren tiiriin ise alfonsino kasi oldugu belirlenmistir.
Analizlerde Atomik Absorbsiyon Spektroskopi (AAS) kullanilmistir. Pasifik ringa ve
tekir baliginin tuzlanmis yumurtalik triinlerinde de yiikksek selenyum miktarina
rastlanmistir (1,20-1,07 mg/kg). Diger balik kaslarinda ise selenyum miktart 0,12 ile
0,77 mg/kg arasinda farklilik gostermistir (Yamashita 2013).

Biyolojik numuneler i¢in selenyum tiirlerini ayiran bir baska ¢alismada HPLC-ICP-MS
kullanilmis ve 7 farkli selenyum tiiriinii ayirmayr basarmislardir. Bu ayirma islemi 6
dakika kadar kisa siirede yapmay1 basarmiglardir. Yiiksek hassasiyete sahip bu yontem
biyolojik drneklerdeki kii¢iik molekiillii selenyum tiirleri i¢in ideal bir yontem oldugu

belirtilmistir (Yu 2006).
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3 MATERYAL VE YONTEM

3.1 Cihazlar

Ornek ekstraksiyon veya yakma islemlerinde bir Start D model mikrodalga sistem
kullanilmistir (Milestone, Sorisole, Italy). Kiitle 6l¢iimleri bir Mettler Toledo XP6
hassas terazi ile alinmistir. Toplam Se tayinleri 7700x model ICP-MS (Agilent, Tokyo,
Japan) ile ger¢eklestirilmistir. Cihaz bir oktopol carpigsma/reaksiyon hiicresi ve bir
CETAC ASX-520 model oto 6rnekleyici (Omaha, Nebraska, USA) igermektedir. ICP-
MS caligsma sartlar1 siklikla optimize edilmistir. Coktiirme islemleri bir Sigma 3-16L
model santrifiyj ile ytiriitilmustiir (New Delhi, India).

3.2 Kimyasallar

Se(IV) ve Se(VI) standartlarinin hazirlanmasinda sirasiyla sodyum selenit ve sodyum
selenat tuzlari, selenometiyonin (SeMet) standardi i¢in ise selenometiyonin kloriir tuzu
(Sigma- Aldrich, USA) kullanilmustir. Nitrik asit, hidroklorik asit ve metanol Merck
firmasindan temin edilmistir (Darmstadt, Germany). Mobil faz c¢dozeltileri, pH
tamponlari, hidrojen peroksit ve diger kimyasallar Sigma marka kullanilmistir (Sigma-
Aldrich, USA). Yiiksek saflikta (99,999%) argon ve helyum Ankara Gaz firmasindan
(Ankara, Turkey) temin edilmistir. Ultra saf su, Milli-Q sistem (Billerica, MA, USA)
tizerinden tretilmistir. Tiim cam ve plastik malzemeler, giin asir1 10%’luk HNO3

¢ozeltisine yatirilmis ve deiyonize su ile durulanarak kullanilmistir.

3.3 Orneklerin Hazirlamasi

Sazan balig1 (Cyprinus carpio) érnekleri Cankir1 Halk Pazari’ndan temin edildi. Balik
orneklerinin dis ylizeyi deiyonize su ile temizlendikten sonra kil¢ik, yiizgecler, deri ve

i¢ organlar ayrildi ve yenilebilir kas dokusu kisimlar bir araya getirilerek homojenize
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edildi. Ornekler 48 saat boyunca 40 °C sicaklikta etiiv icerisinde tutularak kurutuldu.
Yas ve kuru agirliklar: tartilarak nem oranlari hesaplandi (Ortiz vd., 2002). Kurutulan
ornekler agat havanda kiigiik parcalara ayrilarak analize kadar -20 °C sicaklikta

saklandi.

Sertifikali doku Ornekleri olan SELM-1 (Selenium enriched yeast) ve DORM-2

(Dogfish muscle) ise herhangi bir 6n isleme tabi tutulmaksizin kullanildi.

3.4  Toplam Selenyum Tayini

Kurutulmus balik 6rneklerinden hassas tartim ile alinan yaklagik 200 mg o6rnek
mikrodalga kaplara alinarak iizerine 7,0 mL derisik HNO3; ve 1,0 mL H,0O, eklendi.
Mikrodalga programi asagidaki tabloda belirtilen sekilde uygulandi (Cizelge 3.1).
Mikrodalga kaplar1 oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra agilarak toplam 6rnek
hacmi 50,00 mL olacak sekilde seyreltildi. Selenyum derisimleri Cizelge 3.2°de
verilen kosullarda ICP-MS ile tayin edildi. Aym sartlarda elde edilen bir ¢ozelti ise

sahit 6rnek olarak hazirlandi.

Cizelge 3.1 Toplam Se tayini i¢in mikrodalga sicaklik programi

Siire (min) Sicaklik (°C)
0 Oda sicakligt
15 200

30 200

30-45 Vantilasyon
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Cizelge 3.2 ICP-MS calisma sartlart

Plasma sartlar:
Plazma giicii, W 1550

Plazma gaz hizi, L/min 15

Tastyict gaz akis hizi, mL/min 1,02

Kon mesafesi, mm 9

Ornek ¢ekme hizi, mL/min 0,3
Konlar Nikel
Nebulizer Micromist

Carpisma hiicresi sartlart

He akis hizi, mL/min 3,5
Octopole potansiyeli, V -18
Kuadrupol potansiyeli, V -15
Data toplama sartlari
Data toplama modu Siralt
Integrasyon siiresi, ms 100

Pik 6rneklemi (points per peak) Full

Tekrar sayisi 3

3.5 Kromatografik Metotlarin Optimize Edilmesi

HPLC-ICP-MS hibrit sistemi kromatografi kolonu ¢ikiginin bir PEEK (polieter
eterketon) kilcal boru yardimi ile ICP-MS cihazinin sislestirme {initesine dogrudan
baglanmasi ile olusturulmustur (Doker vd., 2010; Doker ve Bosgelmez, 2015).
Kromatogramlarin olusturulmasinda Microsoft Excel programi kullanilmistir. Sisteme

iligkin genel tanimlar Cizelge 3.2°de belirtilmektedir.

Selenyum tiirlerinin kromatografik ayrimi i¢in tiirlerin kromatografik davranislar
incelendi. Bu amagcla Se tiirlerine ait standartlar ayr1 ayri ve ¢oklu karigim halinde
hazirlandi ve HPLC-ICP MS hibrit sistem ile ayrilmaya c¢alisildi. Farkli sulu mobil

fazlar i¢in ¢ozelti pH’s1, mobil faz bilesen tiirii ve derisimi, organik bilesen miktarlar
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(metanol) degistirilerek elde edilen kromatogramlar kaydedildi.

Selenyum stok c¢ozeltileri 1000 mg/L derisimde hazirlandi ve +4 °C sicaklikta
karanlikta muhafaza edildi. Calisma c¢ozeltileri ve standartlar giinliik hazirlands,
seyreltme islemlerinde mobil faz ¢ozeltisi kullanilmistir. Fazlarin metanol igerikleri,
pH’lar1 ve mobil faz icerisindeki maddelerin derisimleri hedef analitlerin kimyas1 g6z
oniinde bulundurularak degistirildi. Kullanilan kimyasallarin en yiiksek saflikta

kullanilmasina 6zen gosterildi.

Sabit faz olarak, 250x4,1 mm ebatinda 10 mikron tanecik boyutuna sahip bir PRP-
X100 analitik kolon kullanilmistir. Mobil fazlar dortlii pompaya sahip HPLC sistemden
istenilen oranlarda karistirilarak oda sicakliginda (20-23 °C) tutulan kolona verilmistir.

Enjeksiyonlar otomatik 6rnekleyici vasitasi ile yapilmistir.

ICP-MS sistem parametreleri siklikla ayarlanmis ve ayarlamada oksit ve iki yiiklii

iyonlarin oranlari, sinyal siddeti (intensite) ve ¢ok elementli tiirlerden kaynaklanan

olas1 girisimler takip edilmistir. Se derisimi 78ge izotop sinyali iizerinden izlenmis ve
kaydedilmistir. Mobil faz i¢erisine uygun oranlarda organik ¢ozelti eklenmis ve sinyal

siddetini iyilestirmesi nedeniyle bu oran ¢alisilmistir.

Selenyum tiirleri olarak Se(IV), Se(VI), SeMet (Selenit, selenat, selenometiyonin)
olmak tizere ti¢ bilesik kullanilmistir. Bu {i¢ tliriin se¢ilmesinin nedeni bu bilesiklerin
baliklarda en fazla goriilen Se tiirleri olmasidir. Kromotogramlarda sol dikey eksende
daima Se sinyal siddeti, cps (count per second) cinsinden belirtilmistir.
Kromatogramlarin elde edildigi deneysel sartlar sekil altlarinda ayrintili olarak
verilmistir. Sekil altlarindaki yazilarda bir 6nceki deneye gore degistirilmis olan sartlar
kalin (bold) harflerle yazilmistir. Farkli Se tiirlerine iliskin derisimler ifade edilirken

bilesikte yer alan Se bakimindan derigimler verilmistir.
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3.6  Selenyum Tiirlerinin Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon deneylerinde 100 mg liyofilize doku iizerine 20 mg Pronase E ve 10 mg
Lipaz enzimi igeren 0,1M Tris-HCI tamponundan (pH:7,5) 4,0 mL eklenerek asagidaki
sartlar uygulanmistir. Her iki enzimin optimum ¢alisma sicakligi 37 °C oldugu i¢in
sicaklik bu degerde sabit tutulmustur.

A) Su banyosunda 10 dakika sonikasyon

B) Su banyosunda 20 dakika sonikasyon

C) Su banyosunda 10 dakika sonikasyon

D) 10 dakika mikrodalga yardimli ekstraksiyon

E) 20 dakika mikrodalga yardimli ekstraksiyon

F) 10 dakika mikrodalga yardiml ekstraksiyon

G) Calkalayici icerisinde 24 saat stireli ekstraksiyon

Enzimatik islem sonunda 6rnekler 6000 x g gravitasyon degerinde 10 dakika santrifuj
edilerek once 10 kDa molekiiller agirlikli siizekten (cut-off) siiziilmiistiir.
Ekstraktlarinin bir kismi toplam miktarin tayini i¢in kullanilmistir. Coziintirlestirme
isleminde 400 pL 6rnek tizerine 400 uL HNO; (%70, Ultrapur saflikta) ve 400 uL
H,0, (%30, Ultrapur saflikta) eklenerek 60 °C sicakliktaki su banyosunda 4 saatlik

1sitma yapilmistir. Coziiniirlestirilen ekstraktlara Se derisimleri tayin edilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 Toplam Selenyum Tayini

Toplam Se diizeylerine iliskin analizler 6ncelikle DORM-2 (Dogfish muscle) ve
SELM-1 (Selenium enriched yeast) sertifikali referans Orneklere uygulanmistir.
Analizler mikrodalga yardimli ¢oziiniirlestirme islemi sonrasinda ICP-MS ile yapilmis
ve toplam selenyum tayinlerine iliskin metot sonuglarin dogrulugu agisindan

karsilastirilmistir.

Sertifikali referans orneklere toplam Se tayini i¢in yontem kisminda tarif edilen
mikrodalga yardimh asidik ¢oziiniirlestirme yontemi uygulandi. Orneklere uygulanan
seyreltme isleminden sonra ICP-MS ile analiz edildi. Balik ornekleri ig¢in de

kurutulmus 6rnekler ayn1 sekilde muamele edildi.

Sekil 4.1°de Se i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi ve grafige iliskin dogru denklemi
ve dogruluk sabiti (R) degerleri ile birlikte goriilmektedir. Nicel calisma grafigi
oldukca dogrusal bir tarzda elde edilmistir ve korelasyon sabitleri 0,99’dan biiyiiktiir.
Kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasinda i¢ standart kullanildiginda plazma

dalgalanmalar1 gibi sinyal siddetine olan etkiler azaltilabilmektedir. Bu nedenle Se i¢in

kalibrasyon grafikleri olusturulurken germanyum (72Ge) i¢ standart olarak
kullanmilmistir. Sekil 4.1°deki grafikte y ekseni analite ait sinyal siddetinin i¢ standardin

sinyal siddetine oranin1 gostermektedir.
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Sekil 4.1 Toplam Se i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi

Cizelge 4.1’de CRM orneklerine uygulanan toplam Se tayinlerinde elde edilen sonuglar
goriilmektedir. Tayin edilen toplam Se degerleri sertifikali degerler ile biiyiik bir uyum

igerisinde oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Sertifikali referans 6rneklerde (DORM-2 ve SELM-1) toplam selenyum
tayini

Selenyum
Sertifika degeri a4 Bulunan deger
(nggh) (nggh)
DORM-2 1,40+0,09 1,34+0,07
SELM-1 2059+64 1991+75

a degerler ortalama =+ standart sapma seklinde ifade edilmistir (n=3)

4.2 Kromatografik Sartlarin Belirlenmesi

Asagidaki sekillerde selenyum standartlarinin (selenit, selenat ve SeMet) PRP X-100

anyon degisim kolonu ile ayrimina iligkin basamaklar ve kaydedilen kromatogramlar
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goriilmektedir. Sekil 4.2 ve 4.3°de %2,0 metanol iceren 5,0 mM amonyum sitrat
tamponunun pH degerleri sirasiyla 3,7 ve 8,0 oldugu durumda elde edilen

kromatogramlar1 gostermektedir.

[k kromatogramda sisteme enjekte edilen model ¢ozelti ii¢ farkli Se tiirii icermesine

ragmen, elde edilen kromatogramda yalnizca iki adet pik goriilmektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Se standartlarini iceren karigima ait kromatogram. Mobil faz: 5,0 mM
amonyum sitrat, pH=3,7, %2,0 metanol; Akis hizi: 1,0 mL/min; Enjeksiyon hacmi: 50
pL.

Mobil faz pH ‘smin 8,0’e ¢ikarilmasiyla birlikte her ii¢ pik ayrilabilmistir (Sekil 4.3).
Bu davranisin negatif yiiklii Se tiirlerinin kolonla etkilesiminin artmasi1 ve piklerin
¢coziinlirliiglinde 1iyilesme saglandigindan kaynaklandigi ifade edilebilir. Ayrica,
pH=8,0 deki kromatogramda piklerin daha keskin olmasi gbéze c¢arpmaktadir. Tekli
standartlarin enjeksiyonu ve alikonma siirelerinin eslestirilmesiyle, Se tiirlerinin

elisyon sirast SeMet, selenit ve selenat olarak belirtilmistir.
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Sekil 4.3 Se standartlarini iceren karigima ait kromatogram. Mobil faz: 5,0 mM
amonyum sitrat, pH=8,0, %2,0 metanol; Akishizi: 1,0 mL/min; Enjeksiyon hacmi: 50
pL.

Belirlenen sartlar1 korumak suretiyle akis hizinin artirilmasi analiz siiresinin
kisalmasini saglayabilecegi i¢in, akis hizlarinda optimizasyon g¢alismasi yapilmistir.
Akis hizun sirastyla 1,1 ve 1,2 mL/min ya ¢ikarilmasi (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5) toplam

analiz siiresinin yaklasik 7-8 dakika civarlarina ¢ekilebilmesini saglamustir.

4500
E 3000 -
=l
e
£
w
& 1500
ﬂ T T T T T T T T T T T 1
o 100 200 300 400 500 600
Alkonma siiresi, s

Sekil 4.4 Se standartlarini iceren karisima ait kromatogram. Mobil faz: 5 mM amonyum
sitrat, pH=8,0, %2,0 metanol; Akishizi:1,1 mL/min; Enjeksiyon hacmi:50 uL.
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Sekil 4.5 Se(IV), Se(VI) ve SeMet standartlarini igeren karigima ait kromatogram.
Mobil faz: 5 mM amonyum sitrat, %2,0 metanol, pH=8,0; Akishizi: 1,2 mL/min;
Enjeksiyon hacmi: 50 pL.

ICP-MS analizlerinde organik bilesenlerin sislesme verimini artirdigi, ayrica Se gibi
iyonlagma enerjisi yiiksek elementlerin iyon olusturmasini artirdigi bilinmektedir. Bu
nedenle mobil faz icerisine belirli oranda organik madde katilmasi faydali

olabilmektedir.

Sekil 4.6’daki kromatogramda piklerin siddetinde belirgin bir azalma oldugu
gorilmektedir. Bu durum mobil faz metanol iceriginin baglangigta %2,0 iken, sifira
diisiiriilmesinden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte metanoliin yalmizca Se sinyal
siddetini artirdigini, pik alikonma siirelerinde bir degisime neden olmadig:
gozlemlenmistir. Sekil 4.6’teki kromatogramda goriilen ayirim siiresindeki azalma ise
pH degerinin 9,5 degerine yiikseltilmesinden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle,
%3,0’liik metanol orani ile daha iyi bir sinyal siddeti elde edilmistir (Sekil 4.7). Daha
yiikksek metanol oranlarinda kayda deger bir siddet artis1 goriilmediginden dolay1

metanol oraninin bu seviyede tutulmasi uygun bulunmustur.
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Sekil 4.6 Se (1V), Se(VI) ve SeMet standartlarini igeren karigima ait kromatogram.

Mobil faz: 5 mM amonyum sitrat, pH:9,5, %0,0 metanol; Akishizi: 1,2 mL/min;
Enjeksiyon hacmi: 50 pLL

Sekil 4.6’da pH degerinin 9,5 yapilmasiyla toplam analiz siiresinin 6 dakikanin altina
diistiigli gortilmektedir. Mobil faz pH’sindaki artis ile analitler tizerindeki negatif yiikle
birlikte kolonla etkilesimin kuvvetlenmesi ve alikonma siirelerinin artmasi beklenebilir.
Ancak diger taraftan hidroksil iyonlar1 sabit fazdaki pozitif yiikler i¢in yarigarak

tiirlerin eliisyonunu hizlandirmistir diyebiliriz.
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Sekil 4.7 Se(IV), Se(VI) ve SeMet standartlarin1 iceren karigima ait kromatogram.
Mobil faz: 5 mM amonyum sitrat, pH=9,5, %3,0 metanol; Akishizi: 1,2 mL/min;
Enjeksiyon hacmi: 50 uL

Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’da sirasiyla 50,0 ve 100,0 mM amonyum sitrat iceren mobil

faz ¢ozeltileri kullanildig1 durumlarda elde edilen kromatogramlar yer almaktadir.
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Sekil 4.8 Se(IV), Se(VI) ve SeMet standartlarin1 iceren karigima ait kromatogram.
Mobil faz: 50 mM amonyum sitrat, pH=9,5, %3,0 metanol; Enjeksiyon hacmi: 50 pL;
Akishizi: 1,2 mL/min.
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Sekil 4.9 Se(IV), Se(VI) ve SeMet standartlarin1 igeren karigima ait kromatogram.
Mobil faz: 100 mM amonyum sitrat, pH=9,5, %3,0 metanol; Akishizi: 1,2 mL/min;
Enjeksiyon hacmi: 50 pL.

Son iki kromatogramda amonyum sitrat derisimi, pH ve organik bilesen oram
degerlerinin uygun sekilde ayarlanmasi sonucu toplam ayirma siiresinin ii¢ dakikanin
altina indigi goriilmektedir. Elde edilen son sartlarda gerek zaman kazanma gerekse
ekonomik agisindan avantaj elde edilmistir. Boylece Se tiirlerinin net olarak ve zemin
sinyali seviyesinde ayrildigi (R>1,0) ve ilgili tiirlerin de kantitatif analizine imkan

veren bir anyon degisim kromatografi metodu kullanilmistir.

Anyon degisim kromatografik metotla elde edilen Se tiirlerine ait kalibrasyon
grafikleri Sekil 4.10°da goriilmektedir. Anyon degisim kromatografi ic¢in nihai
sartlar1 Sekil 4.9’un aciklamasinda belirtilmektedir. Se tiirlerinin eliisyon siras1 tekli
standartlarin enjeksiyonu ve alikonma siirelerinin eslestirilmesiyle SeMet, selenit ve
selenat olarak belirlenmistir (Sekil 4.9). Toplam Se, SeMet, Se(IV) ve Se(VI) tayini

icin elde edilen analitiksel parametreler Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.10 Anyon degisim kromatografik metotla elde edilmis Se tiirlerine ait
kalibrasyon grafikleri. Mobil faz: 100,0 mM amonyum sitrat, pH=9,5, %3 metanol;

Akighizi: 1,2 mL/min; Enjeksiyon hacmi: 50 pL
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Cizelge 4.2 Toplam Se, SeMet, Se(IV) ve Se(VI) tayini icin elde edilen analitiksel
parametreler

Toplam Se  SeMet Se(1V) Se(VI)
Gozlemlenebilme smurt (ppb) 8,27 16,90 3,11 1,07
Tayin sinir1 (ppb) 27,56 56,35 10,38 3,58
Dogrusal aralik (ppb) 27,56-49,6 56,35-147,62 10,38-49,12 3,58-48,42
Duyarlik (sinyal.ppb™) 3,37x10° 3,32 247,35 262,79
RSD (%) 1,91 2,21 0,94 1,01

DORM-2 (Dogfish muscle) 6rnegi icin uygulanan yedi farkli enzimatik ekstraksiyon
metodu sonunda ulasilan ekstraksiyon verimleri Sekil 4.11°de goriilmektedir. Su
banyosunda yiiriitiilen ekstraksiyon metolarinda (Metot A, B ve C) ekstraksiyon
stiresinin ve sayisinin Se verimi iizerinde 6nemli bir artig ortaya koyamamistir ve Se

verimi en fazla %63 degerine ulagabilmistir.

Sonikasyon metotlarina nazaran mikrodalga yardimli ekstraksiyonlarda (Metot C, D ve
E) genel olarak daha yiliksek verimler elde edilmistir. Ekstraksiyon siiresinin uzatilmasi
Se geri kazanimini artirict bir etki gostermemistir. Bunun yaninda iki tekrarli islem
sonucunda ekstraksiyon veriminde 6nemli bir artis gozlemlenmis ve Se ekstraksiyon

verimi %92 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.11 DORM-2 sertifikali referans 6rnegi igin enzimatik ekstraksiyon verimleri. A)
su banyosunda 10 dakika sonikasyon; B) su banyosunda 20 dakika sonikasyon; C) su
banyosunda 10 dakika sonikasyon; D) 10 dakika mikrodalga yardimli ekstraksiyon; E)
20 dakika mikrodalga yardimli ekstraksiyon; F) 10 dakika mikrodalga yardimli
ekstraksiyon; G) galkalayici igerisinde 24 saat siireli ekstraksiyon. Verilen sonuglar iki
degerin ortalamasi olup, sonucglarin bagil standart sapmalart %7’nin altinda
bulunmustur.

F G

Toplam Se igerigi sertifikali diger bir referans 6rnek olan SELM-1 i¢in elde edilen
ekstraksiyon veriminin %96 olarak hesaplanmistir. SELM-1 i¢in ekstraksiyon metodu
olarak deneylerde en yiiksek verimin elde edildigi Metot F (10 dakika siireli
mikrodalga yardimli ekstraksiyon) ugulanmistir. DORM-2 6rnegine SELM-1 i¢in daha
yiikksek Se verimi elde edilmesi ekstraksiyon veriminin 6rnek matriksine dogrudan

bagli olmasindan kaynaklanmaktadir (Pedrero ve Madrid, 2009).

4.3 Metodun Bahk Orneklerine Uygulanmasi

Gelistirilen metot gergek Orneklere uygulanirken Cankiri ve cevresinde tiiketimi
yapilan ve Kizilirmak nehrinden tutulan sazan baligi (Cyprinus carpio) ornekleri
kullanilmigtir. Analize hazirlanan ornekler kurutma islemlerinden oOnce ve sonra

tartilmis ve nem oranlar1 %76 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.12 Se tiirlerini igeren standartlarin karigima ait kromatogram (iistte) ve sazan
ekstraktina ait kromatogram (altta). Mobil faz: 100 mM amonyum sitrat, pH=9,5, %3,0
metanol; Akishizi: 1,2 mL/min; Enjeksiyon hacmi: 50 uL

Enzimatik ekstraktin olusturulan hibrit sisteme enjekte edilmesiyle elde edilen
kromatogram  Sekil 4.12°de  goriilmektedir. Tirleme analizlerinde piklerin
tanimlanmasi en basta alikonma siirelerinin, standartlarin alikonma siireleri ile
karsilastirilmasiyla yapilmaktadir. Balik Orneginden elde edilen ekstrakta ait
kromatogramda bir adet Se tiirii goriilmektedir ki bu tiir SeMet standardinin alikonma
stiresi ile bire bir ortiismektedir. Balikta Se tiirlemesine iliskin ¢alismalarin birgogunda

SeMet ana Se tiirii olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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Cizelge 4.3’de ise sazan Ornegi i¢in elde edilen toplam Se ve SeMet derigimleri ile

ekstraksiyon verimliligine iliskin degerler goriilmektedir.

Cizelge 4.3 Sazan balig1 6rnegi icin elde edilen toplam Se ve SeMet derisimleri (n=3)

Toplam Se, pgSe/g 0,561+0,020
Ekstraktta Toplam Se, ugSe/g 0,516+0,019
Ekstraksiyon verimi, % 92

SeMet, pgSe/g & 0,513+0,063

Dokudaki % SeMet, 99
a) SeMet yiizdesi SeMet yapisindaki Se miktarini belirtmektedir.

b) SeMet yiizdesi SeMet yapisindaki Se miktarinin ekstrakttaki toplam Se miktarina

oranlanmasiyla hesaplanmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Insan yasami icin esansiyel elementler arasinda yer alan selenyum, balikta énemli
diizeylerde bulundugundan dolay1 onemli bir Se kaynagidir. Diger taraftan
selenyumun agir1 diizeyde viicuda alinmasi toksik etkiler olusturmaktadir. Bu nedenle
balik orneklerinde toplam Se diizeylerinin giivenilir tayini hayati 6énem tasimaktadir.
Ancak selenyum tayininde daha ilgi ¢ekici olan konu, toplam Se diizeyinin kantitatif
analizinden ziyade, Se igeren molekiiler tiirlerin es zamanli ve bireysel tayinidir. Bu
analiz selenyum elementinin bulundugu ortama bagli olarak olusacak elementel tiirler
ve bu elementel tiirlerin kimyasal yapilari ile ilgilidir. Bunun nedeni farkli molekiiler
formlardaki Se tiirlerinin gerek toksisite gerekse biyoyararlanim agisindan farkli

potansiyellere sahip olmalaridir.

Yapilan tez ¢alismasinda balik Orneklerinde selenyum tiirlemesine yonelik kolay
uygulanabilir, hizli, ekonomik ve gevreci bir metot kullanilmistir. Metot, 6rneklerdeki
selenyum tiirlerinin mikrodalga-yardimli ekstraksiyonunun ardindan hibrit HPLC-ICP-
MS sistemle tayinine dayanmaktadir. Bu metot, balik orneklerinin yaninda diger
gidalarin elementel tiirleme analizlerine uyarlanabilir olmasi1 yoniiyle onem tasimakta
ve bu alandaki analizlerin gergeklestirildigi laboratuvarlarda kullanilabilme potansiyeli

tagimaktadir.
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