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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BALIK ORNEKLERINDE CIVA TURLERININ HiBRIT YONTEMLE TAYINI

Medeni YILDIRIM
Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Serhat DOKER

Sunulan tezde balik 6rneklerinde civa tiirlemesine yonelik 6zgiin bir analitik yontem
gelistirilmistir. Civa tiirlerinin 6zilitlenmesi yumusak sartlar altinda (60 °C ve pH 2,0) ve
2 dakika igerisinde basarilmistir. Tiirlerin ayrilmasi ise yiliksek performanslh sivi
kromatografi (HPLC) sisteminin indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometresi (ICP-
MS) ile hibritlestirilmesiyle gergeklestirilmistir. Organik bilesence zengin mobil faz
kullanimi1 ve plazmaya oksijen ilavesi tiirlerin 4 dakika icerisinde ayrilabilmesine olanak
tanimistir. Metodun gozlenebilme sinir1 inorganik civa ve metilciva igin sirastyla 0,2
and 0,1 ng/g olarak hesaplanmigtir. Metot, sertifikali referans 6rnekler ve Karadeniz
kaynakli bazi balik 6rneklerine basari ile uygulanmustir.

2015, 39 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Civa tiirlemesi, balik, hibrit teknik, HPLC-ICP-MS



ABSTRACT

Master’s Thesis

DETERMINATION OF MERCURY SPECIES IN FISH SAMPLES BY
HYPHENATED TECHNIQUE

Medeni YILDIRIM
Cankiri Karatekin University
Graduate School of Natural andAppliedSciences

Department of Chemistry

Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Serhat DOKER

In the proposed study a novel analytical procedure was developed for extraction and
speciation of mercury in fish samples. The method consists of the recovery of mercury
species by microwave assisted extraction at mild conditions (60 °C and pH 2.0) in 2
min. Species separation was accomplished by hyphenation of high performance liquid
chromatography (HPLC) to inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS).
The use of organic-rich mobile phase and the oxygen addition into plasma allowed
species separation in 4 min. Limit of detection for the method was calculated as 0.2 and
0.1 ng/g for inorganic mercury and methylmercury, respectively. The method was
successfully applied to certified reference materials and some commercialized fish
samples from Black Sea.

2015, 39 pages
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1. GIRIS

Baliketi insan beslenmesinde énemli yeri olan bir gidadir. Disiik yag oranlari, zengin
vitamin ve mineral maddeler ve protein igeriginden dolay1 tercih edilen besinler

arasindadir (Yiicel 1993).

Diizenli olarak balik tiiketen toplumlarda kalp hastaliklarinin diisiik diizeylerde oldugu
bilinmektedir. Balik tiiketimi, pihtilasma ve yag birikiminden olusan damar
problemlerini azalttig1, baliktaki omega-3 yag asitinin ise kolesterol ve yliksek tansiyon

degerlerini olumlu etkiledigi gosterilmistir (Koyliioglu ve Yurteri 1999).

Insanin saglikli gelisimi icin ozellikle protein ve enzim yapilarinda bulunan bazi
elementlerin yeterli miktarlarda alinmasi1 gerekmektedir. Bu elementler gereginden fazla
miktarlarda alindiklarinda insana zarar vermektedirler. Bu nedenle gidalar ve igme

sularinda bulunan element derisimlerinin bilinmesi olduk¢a 6nemlidir.

Viicudumuz i¢in gerekli elementler icme sulari, hava ve temel besin kaynaklarindan
saglanmaktadir. Artan diinya niifusu ve endiistrilesme dogal kaynaklarin hizli bir
sekilde kirlenmesine neden olmaktadir. Toprak, hava ve dogal sular yaninda bu
tabiattaki canlilar da farkli yapidaki kirleticilere maruz kalmaktadir. Bu durum gerek
cevredeki dengeleri gerekse canlilarin sagligini olumsuz yonde etkilemektedir. Organik
ve inorganik yapidaki farkli ¢evresel kirleticiler arasinda agir metaller 6nemli bir yer

tutmaktadir.

Civa (Hg) insan saglig1 icin en zararli ¢evresel kirleticiler arasindadir. Dogal sulardaki
civa miktar1 6zellikle endiistriyel aktiviteler sonucunda artmaktadir. Civa diizeyleri suda
yasayan mikroorganizmalar, bdcekler ve baliklar olmak iizere insan besin zinciri
boyunca artmaktadir. Baliktaki civa sudaki seviyenin 6-7 ondalik kat fazlas1 diizeylere

kadar yiikselebilmektedir.



Global saglik otoriteleri ve farkl: iilkelerdeki yasal diizenlemeler geregi yenebilir deniz
tiriinlerinde bulunabilecek en yiikksek civa seviyesi smirlandirilmigtir. Bu limit
giiniimiizde genellikle 0,5 veya 1,0 ng/g olarak kabul edilmektedir (FAO/WHO 2010).
Ulkemizdeki yasal diizenleme de yenebilen balik 6rneklerinde bulunabilir en yiiksek Hg
derigimini balik tiirline bagli olarak 0,5 veya 1,0 pg/g olarak belirlemistir (Tirk Gida
Kodeksi 2008). Bu nedenle baliktaki civa derisimleri insanlar igin biiyiikk bir risk
olusturmaktadir ve baliklardaki civa derisimlerinin giivenilir analitik metotlarla tayini

biiylik 6nem tagir.

Bununla birlikte civaya iliskin toksik potansiyelinin, civa igeren tiirlerin molekiiler
yapist ve Ozellikleri ile degistigi bilinmektedir. Organometalik civa tiirleri genellikle
inorganik civa tiirlerinden daha zehirleyicidir. Suda genellikle inorganik formda ve
yiikseltgenmis olarak bulunan civa iyonlari (Hg2+) mikroorganizmalarin aktiviteleri
sonucunda kolayca organometalik forma doniisebilmektedir. Bu nedenle metilciva
(MeHg) balik 6rneklerinde tayin edilen baslica civa tiiriidiir ve inorganik civaya gore
oldukca toksiktir. Dolayisiyla balik drneklerinde toplam civa tayini toksik potansiyelin

yeterince dogru degerlendirilebilmesi i¢in yetersizdir. Daha degerli bilgi ise inorganik

civa ve metilciva tiirlerinin ayrica tayinini gerektirmektedir.

Elementel tlirleme bir elementin farkli formlarinin tayini olarak tanimlanabilmektedir ve
basta gida olmak tlizere ¢esitli alanlarda biiyiik ilgi gormektedir (Templeton et al.2000).
Civanin gevresel ve toksik agidan dneminin anlasilmasi civa tiirlerinin tayinine yonelik
kolay, hizli, ekonomik, duyarli ve giivenilir analitik metotlara olan ihtiyaci 6n plana
cikarmistir. Criva tiirleme c¢alismalarinda hibrit enstriimantal tekniklerin kullanimi
onemli bir yer tutmaktadir. Hibrit teknikler bir ayirma teknigi ile bir element tayin
tekniginin dogrudan birlestirilmesi ile olusturulan enstriimental diizeneklerdir (Szpunar

2003).

Yiiksek Performansl Sivi Kromatografisi (HPLC) ve Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle
Spektrometrisi (ICP-MS) kombinasyonu tiirleme galismalarinda kullanilan 6nemli bir

hibrit tekniktir. Tiirleme caligmalarinda analit tiirlerin 6rnek hazirlama veya analiz



siirecinde bozulmamasi, baska tiirlere veya tiirlerin birbirine doniismemesi 6nemli bir
gerekliliktir. Bu nedenle deneylerdeki tiim asamalarin tiirlerin orijinal formunun
korunacagi yumusak sartlar altinda gergeklestirilmesi de 6nemli bir unsurdur (Reyes et
al.2008).

Bu tez balik orneklerindeki civa tiirlerinin ekstraksiyonu ve HPLC-ICP-MS hibrit
teknigi ile gilivenilir tayinine yonelik, hizli ve duyarli bir metot gelistirilmeye yonelik
caligmalar1 icermektedir. Gelistirilen metot, balik Orneklerinde civa tiirleme amach

uygulanmis ve basarili sonuglar elde edilmistir.

1.1 Civamin Dogada Bulunusu

Tabiatta farkli fiziksel veya kimyasal yapilarda bulunan civa, ¢ok eski zamanlardan beri
bilinen ve oda sicakliginda siv1 olarak bulunan bir elementtir. Civa periyodik tabloda 2B
grubunda olup yogunlugu 14,6 g/cm3olan agir bir metaldir. Civa inorganik formlarda
(Hg®*, Hg*") veya metilciva (MeHg, CH3Hg") veya dimetilctva (DMHg, CH3HgCHs3)

gibi organometalik formlarda bulunmaktadir.

Civa derisimleri yerkabugunda ortalama 0,08 pg/g, deniz suyunda 3x10™ pg/g, havada
0,005-0,06 ng/m® ve bitkilerde 0,001-0,3 pg/g (genellikle < 0.01 pg/g) seviyelerindedir
(ATSDR 1999).

Civa, yerkiirede dogal olarak bulunan bir maddedir. Endiistriyel alanda da civa birgok
amacla kullanilmaktadir. Civa bilesikleri termometrelerde, bazi metallerin tiretim
proseslerinde, ila¢ sanayisinde, dolgu malzemesi olarak dis tedavilerinde, laboratuvar
uygulamalarinda, kagit sanayinde ve boya sanayisinde organik ve inorganik olarak
kullanilmaktadir. Maden ¢ikarma, komiir yakma ya da civa igeren malzemelerin atik
haline gelmesi gibi ¢ok sayida endiistriyel faaliyet sirasinda civa toz ve buhar olarak
cevreye salir. Volkanik patlamalar esnasinda civa buhari seklinde disariya verilir.
Komiir veya kati yakit yakarak elektrik iireten fabrikalardan atmosfere civa buhari

salinir, riizgar yolu ile atmosfere yayilan civa, yagmur yolu ile tekrar yerkiireye ve



denizlere doner. 1997°de EPA’nin (Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Dairesi)
yaptig1 bir aciklamada, atmosferdeki civa i¢in en biiylik kaynagin kat1 yakit kullanan
fabrikalar oldugu belirtilmistir. Diger taraftan civanin toksik olmasi kullaniminin

azaltilmasina, bazi endiistrilerde ise tamamen yasaklanmasina sebep olmustur.

1.2 Civa Bilesiklerinin Toksik Etkileri

Civanin suda ¢oziinen bazi tuzlarn ve ozellikle buhari yliksek toksik etkisiyle canli
organizmaya zarar vermektedir (Boszke et al. 2003). Civa genellikle gidalarla birlikte
oral olarak, solunum yoluyla akcigerler lizerinden ve deri yoluyla biinyeye alinmaktadir.
Bebeklere anne karninda plesanta iizerinden, yeni doganlarda ise anne siitii yoluyla
ulagmaktadir. Civa merkezi sinir sistemine, beyne, karacigere, bobreklere ve ana
rahmindeki cenine zarar veren bir maddedir. Civa plesantadan da kolaylikla gegebilir ve
fetusun gelismekte olan beyin dokusu iizerine norotoksik etki olusturabilir. Anne siitiine
dogrudan gecebilir. Bu siitle beslenen yeni doganlar da dogar dogmaz civaya maruz
kalmaktadirlar. Gebelikte ve emzirme doneminde etkilenme bebek iizerince Onemli
zararlara yol agabilmektedir. Maruziyet sonucu bebegin zeka gelisimi olumsuz
etkilenmekte, koordinasyon bozuklugu, gorme kaybi, kas giicii azalmasi, konusma

bozuklugu gibi bulgular goriilmektedir.

Tiim civa bilesikleri zararli oldugu i¢in farkl kaynaklardan salinan civa diizeyleri insan
ve diger canlilarin saghgi agisindantehlike olusturmaktadir. Insanlarin civaya maruz
kalmast en c¢ok gidalar yoluyla 6zellikle de baliketi ve deniz iirlinlerinin tiiketilmesi
yoluyla olmaktadir (Clemens et al.2012). Civa diizeyleri suda yasayan
mikroorganizmalar, bocekler, kiigiik baliklar ve biiyiik baliklar olmak tizere besin zinciri
boyunca artmakta ve insana ulasmaktadir. Baliktaki civa diizeyleri sudaki derisimin 6-7
ondalik kat daha fazlas1 diizeylere kadar yiikselebilmektedir. Gidalarda bulunabilecek
en yiiksek civa derisimleri sinirlandirilmistir. Global saglik otoritelerine ait raporlarda
ve farkl tlilkelerdeki yasal diizenlemelerde yenebilir deniz iirlinlerinde bulunabilecek en
yiiksek civa seviyesi genellikle 0,5 pg/g olarak kabul edilmektedir (FAO/WHO 2010).
Ulkemizdeki yasal diizenleme de yenebilen balik &rneklerinde bulunabilecek en yiiksek
Hg derisimini balik tiiriine bagli olarak 0,5 veya 1,0 pg/g olarak belirlemistir (Tiirk Gida



Kodeksi 2008). Bu nedenle baliktaki civa derisimleri insanlar ig¢in biiyiikk bir risk
olusturmaktadir ve baliklardaki civa derisimlerinin giivenilir analitik metotlarla tayini
bliylik 6nem tasimaktadir. Bununla birlikte civaya iliskin toksik veya biyoyararlilik

potansiyelinin, civa igeren tiirlerin molekiiler yapis1 ve Ozellikleri ile degistigi

bilinmektedir.

Elementel civa (Hg), inorganik civa (Hg2+), metilctva (CH3Hg") ve dimetilciva
(CH3HQCH3) civaya iliskin en 6nemli kimyasal yapilaridir. Toksik 6zelligi en fazla olan
metilcivadir.  Suda  genellikle  inorganik  formda  bulunan civa  iyonlan
mikroorganizmalarin aktiviteleri sonucunda organometalik forma doniisebilmektedir.
Yani civa bakteriler ve mikroorganizmalar tarafindan metilcivaya g¢evrilebilmektedir.
Inorganik civay1 elementel civaya indirgeyebilir ve civa ile kompleks bilesikler
yapabilir. Metilciva bilesikleri de farkli ¢evresel etkiler sonucu inorganik civaya

doniisebilmektedir (Leermakers et al. 2005).

Organik civa tiirleri genellikle inorganik civa tiirlerinden daha zehirleyicidir. Agizdan
alinan civanin gastro intestinal siirecte en hizli absorbe olan formu metilcivadir. Metalik
civaya benzer sekilde kan-beyin bariyerini ve plasentayr kolaylikla geger. Metalik
civada oldugu gibi organik civa buhari da deriden ve akcigerlerden absorbe edilebilir.
Metilciva gastro intestinal sistem yoluyla kanaldan absorbe edildikten sonra hizla kana
gecer ve beyinde merkurik civaya (inorganik form) cevrilir. Bu nedenle metilciva
(MeHg) balik orneklerinde yer alan baglica civa tiirlidiir ve inorganik civaya gore
oldukca toksiktir. Balik drneklerinde toplam civa tayini toksisite potansiyelinin dogru
degerlendirilebilmesi i¢in yetersizdir. Daha da 6nemlisi ise, inorganik civa ve metilciva

tiirlerinin ayrica tayinidir.

Inorganik Hg tuzlari, metilcivaya gére daha az toksiktir. Metilciva gok hizl bir sekilde
sindirim sisteminde emilir, once kana sonra beyine ulasir ve sinir sisteminde geri
doniisii olmayan biiyiik hasarlar olusturur. Civa bilesikleri, proteinlere baglanarak
yapisinda degisiklikler olusturabilir. Hiicre i¢inde biyolojik reaksiyonlar katalizlemede

ve hiicre zarmin olusumunda 6nemli rol oynayan enzim ve proteinlerin aktivetesini



durdurur. Hiicre zarindaki madde gecisi engelleyerek hiicre zarinin vazifesini yapamaz

hale gelmesine sebep olur (Leermakers et al. 2005).

Civa bilesiklerinin viicut igerisindeki etkilesimleri ve biriktigi dokular da farklidir.
Metalik Hg ve metilciva kana karisarak beyinde birikmesine karsilik, inorganik civa
bilesikleri bobreklerde birikerek bobreklerin ¢alismasini engellerler. Yiiksek dozlarda
kisa siire de olsa maruz kalinmasi durumunda civa agiz, ciger ve solunum yollarinda
hasar olusturmaktadir; bunun yaninda yiiksek dozda civa maruziyeti kalp krizi, tansiyon
yiikselmesi, deride kizariklik, viicutta yara olusmasi ve gozlerin zarar gérmesine sebep

olmaktadir.

Japonya’da 1950°li yillarda bir suni gilibre fabrikasina ait atiklarinin Minamata
Korfezi’ne birakilmasi sonucu o bolgede yasayan insanlarda cesitli organlarinda
uyusukluk, konusma zorlugu, isitme ve gérme bozukluklari gibi hastaliklar siklikla
goriilmeye baslanmigtir. Bu safhadan sonra tedavisi miimkiin olmayan bu hastaliklarin
korfeze birakilan civali bilesiklerinden kaynaklandigi ve burada yasayan baliklardaki
civa oranlarmin olmasi gereken (0,5-1,0 pg/g) oranin yaklasik yirmi kat1 (5-15 pg/g)
oldugu tespit edilip ve korfezde balik tutulmasi yasaklanmistir. Bu hastaliga da korfezin
adina ithafen, "Minamata hastaligi" adi verilmistir. Bu bilesiklerle kontamine olmus
baliklardan yiyen 2.000’den fazla kisi zehirlenmis ve yaklasik 900 kisi de hayatimi
kaybetmistir. Organik civa ile kontamine olmus baliklardan yiyen gebe kadinlardan
dogan c¢oguklarin %7’sinde norolojik problemler ortaya ¢ikmistir. Benzer hadiselerden
biride Irak'ta 1972 yilinda civa bilesikleri karisan bugdaylardan dolay1 yaklagik 6500
kisinin zehirlendigi ve yaklasik 500 kisi hayatini kaybettigi olaydir(Leopold et al.2010).

Inorganik civaya gore metilcivanin toksisitesi ¢ok daha yiiksektir. Bundan dolay1 civa
tirlerinin tayini biyik onem arz etmektedir. Sudaki genellikle inorganik formda
bulunan civa gesitli mikroorganizmalar tarafindan metilcivaya (MeHg) ¢evrilmekte ve

besin zincirine bu sekilde karigsmaktadir.



Deniz besinlerini ¢ok tiiketenler, civa artiklarinin ¢ok oldugu boélgelerde yasayanlar,
termik santraller gibi fabrikalarda calisanlar ve buralara yakin ikamet eden bireylerin
blinyelerindeki civa diizeyleri titizlikle izlenmelidir. Saglarda civa analizleri de
maruziyete iliskin 6nemli bilgi saglamaktadir. Civanin ¢ok diisiik derisimlerde dahi
toksik etkilere yol agmasindan dolayi, endiistriyel {irlinler, gida ve su Kkirliligi
kontroliinde toplam civa analizinin eser ve ultra-eser diizeylerde yapilabilmesi

gerekmektedir.

1.3 Toplam Civa Tayin Metotlari

Omek hazirlama Toplam civa tayininde giivenilir sonuclar elde edilebilmesi igin en
onemli basamak olarak kabul edilebilir. Ornek matriksindeki organik bilesenlerin
par¢alanmasi ve civa iyonlarmin ¢ozelti fazina alinmasi i¢in farkli ¢oziintirlestirme
metotlart uygulanmistir. Bu metotlar arasinda asidik ¢ozeltilerle ve sicaklik etkisiyle
¢ozinirlestirme (Voegborlo and Adimato 2010), TMAH yardimiyla bazik
¢ozliniirlestirme (Batista et al. 2009), mikrodalga yardimli ¢oziiniirlestirme (Dos Santos
et al.2008, Doker and Bosgelmez 2015) baslica uygulamalar arasindadir. Mikrodalga
yardimli ¢oziiniirlestirme yiiksek geri kazanim orani, ¢abukluk ve kolaylig1 yoniiyle

glinlimiizde tercih edilen tenkil haline gelmistir.

Civa tayininde Onemli bir uygulama soguk buhar yontemidir ki bu metot karmasik
ornek matriksi igerisinden civanin elementel halde buharlastiriimasina ve genellikle bir
atomik spektrometri cihazinin 6rnek giris linitesine verilmesine dayanmaktadir. Civanin
soguk buhar haline doniistiirilmesindeindirgen olarakgenellikle tetrahidroborat (THB)
veya kalay kloriir (SnCl,) kullanilmaktadir. Civa buharinin eldesinden sonra tayin i¢in
yaygin olarak AES, AAS (Voegborlo and Adimato 2010) veya AFS (Jose da Silva
2010) kullanildig1 gibi, ICP-MS (Rodriguez et al. 2008, Batista et al. 2009) kullanimi
da yaygindir.



Duyarli ve giivenilir civa tayinleri i¢in hidriir olusturma metodundan baska farkl
onderistirme veya zenginlestirme metotlar1 da uygulanmaktadir (Pourreza and Ghanemi
2009, Zhang et al. 2010, Romero et al. 2011).

1.4 Elementel Tiirleme

Elementel tiirleme analizi; 6rnek igerisindeki bir elemente ait birden fazla tiiriin nitel ve
nicel olarak tayin edilmesidir (Templeton et al. 2000). Bir elemente ait toplam miktar1
olusturan farkli tiirlerin derisimi pH, gevresel etkenler ve kompleks yapici maddelere
bagl olarak degismektedir. Tiirlerin termodinamik ve kinetik kararliliklar1 da tiirlemeye
etki eden faktorlerdendir. Kararsiz halde bulunan tiirlerin bazi analitik 6nlemlerle kararli
hale doniistiiriilmeleri saglanir. Eser elementlerin etkisini saptayabilmek i¢in cevre
ornekleri, biyolojik sistemler ve endiistriyel proseslerde toplam element derigiminin
tayin edilmesi yeterli bilgi saglayamamaktadir. Bir elementi igeren farkli molekiiler
formlar biyoyararlanim (bioavailability) ve toksisite (toxicity) agisindan farkl
potansiyellere sahiptirler. Bu nedenle her bir tiiriin ayr1 ayr tayin edilmesi biiylik 6nem

tagimaktadir.

Elementel tiirleme analizi glinlimiizde kimya, fizik, biyoloji, gida, ilag¢ ve tip gibi birgok
farkli alanda ilgi duyulan bir konudur (Donard and Martin 1992, Ure and Davidson
1995, Medel 1998,Caruso and Montes-Bayon 2003, Clough et al. 2003, Szpunar et al.
2003, Leopold et al. 2010).

1.5 Tiirleme Yontemleri

Tirleme analizlerinde tiirlerin birbirinden ayrilabilecegi sartlar genellikle tayin oncesi
belirlenir. Bu amacgla uygulanan metotlar1 kromatografik olmayan metotlar ve

kromatografik metotlar olarak siniflandirmak miimkiindiir.

Kromatografik olmayan metotlara dayali yaklagimlarda tiirleme, her bir hedef tiiriin

kimyasal davranig farkliliklart ile gerceklestirilir. Bu metotlar arasinda segici



adsorpsiyon (Dakova et al. 2009, Tiirker et al. 2013), segici kompleks olusumu ve
ekstraksiyon (Martinis and Wuilloud 2010), segici buhar olusumu (Zhang et al. 2011)

onemli yer tutmaktadir.

Kromatografik metotlarla tiirleme, hedef tiirlerin bir kromatografik {inite boyunca
yeterli seviyede birbirinden ayrildikmasina ve bir elemente 6zgiil sinyal veren dedektor
yardimiyla tayinine dayanmaktadir (Szpunar et al.2003). Atomik spektrometrik
dedektorler yiliksek duyarliklarindan otiirii tercih edilmektedirler. Kromatografide
kullanilan mobil fazin elemente 0zgili dedektérle uyum goéstermesi hibrit
kombinasyonun se¢iminde en onemli kriterlerden birisidir. Tiirleme caligmalarinda
hedef tiirlerin 6rnek hazirlama veya analiz siirecinde bozulmamasi, tiirlerin birbirine
veya bagka tiirlere donlismemesi 6nemli bir gerekliliktir. Bu nedenle deneylerdeki tiim
asamalarin tiirlerin orijinal formunun korunacagi uygun sartlarda gerceklestirilmesi
onemli bir unsurdur. Gaz kromatografi ile ugucu 6zellige sahip tiirler ayrilabilirken
(Yan et al. 2008, Dzurko et al. 2009), sivi kromatografi de bdyle bir sinirlama s6z
konusu degildir (Maldonado et al. 2009,Liu 2010,Déker and Bosgelmez 2015). Kapiler
elektroforez ise kromatografik bir metot olmamasina karsin genellikle kromatografik
metotlar altinda smiflandirilmaktadir. Kapiler elektroforez teknigi gaz ve sivi
kromatografik yontemlere nazaran daha az kullanim bulmasina karsin civa tiirleme

calismalarinda basariyla uygulanmistir (Deng et al. 2009, Li 2011).

1.6 Baliklarda Civa Tiirlemesi

Sunulan tezde civa tiirleme calismalarinin balik 6rneklerinde yapilmasi hedeflenmistir.
Bunun basglica nedeni inorganik formdaki civa tiirlerinin sucul ortamda bakteriyel
faaliyetler sonucu metillenmesi ve civanin en toksik formu olan metilcivaya
dontismesidir. Buna ilaveten civa tiirlerinin planktonlar ve kiiclik béceklerden baslamak
tizere sucul ortamdaki besin zinciri boyunca zenginlesmesi ve baliklarda 6nemli civa
derisimlerine ulagsmasidir. Civa tiirlerinin farkli Toksik potansiyellere sahip olmasi ise

balikta civa tiirleme ¢aligmalarini hayati bir noktaya tagimaktadir.



Balikta civa tiirlemesine iligkin iki énemli basamak, civa tiirlerinin orijinal formunu
korumak suretiyle etkin ekstraksiyonu ve hedef tiirlerin duyarli tayinidir. Bu nedenle,
sunulan tezde balik oOrneklerindeki civa tiirlerinin yumusak deneysel kosullarda
mikrodalga yardimli ekstraksiyonu ve HPLC-ICP-MS hibrit teknigi ile gilivenilir

tayinine yonelik, hizli ve duyarli bir metot gelistirilmesi hedeflenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Krishna ve Karunasagar (2015), balik ve bitki drneklerinde inorganik civa ve metilciva
tayini icin TMAH c¢o6zeltisi ile sonik ekstraksiyon teknigi kullanmistir. Tayin
basamaginda CVAAS kullanan aragtirmacilar secici olarak inorganik civayi
indirgeyerek buhar olusturmus, toplam civa miktart ise metilctvanin KMnO4 ile
yiikseltgenmesi  sonrast  Olgiilmiistiir. Bu metotta metilciva aradaki  farktan

hesaplanmistir. Her iki tiirlin gézlenebilme sinir1 0,014 pg/g olarak belirlenmistir.

Doker ve Bosgelmez (2015), balik orneklerinde orneklerinde inorganik civa ve
metilciva tayinine yonelik mikrodalga yardimli ekstraksiyon metodunu takiben
uygulanan bir HPLC-ICP-MS hibrit teknigi gelistirmislerdir. Ters-faz kromatografiye
dayali ayirmada yiiksek oranda metanol kullanarak, plazmaya oksijen eklemislerdir.
Merkiirik iyon ve meticiva i¢in gozlenebilme sinirlart sirasiyla 0,2 ve 0,1 ng/g olarak

rapor edilmistir.

Zhang ve arkadaslar1 (2014), ¢evresel ve biyolojik drneklerde civa tiirleme galismasinda
polimer igerisinde iyon baskilama teknigini uygulamis ve secici adsorpsiyon ig¢in

ditizon-Hg**kompleksini kalip olarak kullanmuslardir.

Chen ve arkadaslar1 (2013), inorganik ve organik civa tiirlerinin tayininde katyon
degisim kromatografiye bagli bir ICP-MS sistem kullanmistir. Yontem sertifikali
referans Orneklere (denizsuyu ve balik dokusu) ve gercek oOrneklere basariyla
uygulanmistir. Yazarlar analiz edilen balik 6rneklerinde yasal smir1 asan diizeyde

civaya rastlamamiglardir.

Schmidt ve arkadaglar1 (2013), balik Orneklerinde civa tiirleme Oncesi kurutma
islemlerinin karsilastirilmast i¢in liyofilizasyon ve etiivde kurutma tekniklerinin
karsilagtirmistir. Toplam civa CV-ICP-MS ile tayin edilirken tiirleme igin sivi

kromatografiye bagli sistemden (LC-CV-ICP-MS) faydalanmiglardir.  Etiiv
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kullanildiginda 100 °C sicaklik agilmadigi siirece her iki kurutma tekniginin de uygun

oldugu belirtilmistir.

Tirker ve arkadaglar1 (2013), inorganik ve organik civa tiirlerinin tayinini, her iki tiiriin
kat1 faz lizerine pH:4,0 te adsorplanmasindan sonra segici desorpsiyon ve CV-AAS ile
tayine dayandirmislardir. Metilciva 0,1 M HCI ¢dzeltisi ile desorbe olurken, inorganik
ctva desorpsiyonunda 3 M HCI igerisinde 0,2 M tiyoiire ¢ozeltisi uygulanmustir.
Yontem balik ve su Orneklerine uygulanmis ve merkiirik iyon ve meticiva igin

gozlenebilme sinirlar sirastyla 0,56 ve 0,44 ng/L olarak rapor edilmistir.

Balik 6rneklerindeki inorganik civa, metilciva ve etilciva tilirlerinintayininde kapiler
elektroforez sonrasi ICP-MS ile tayine dayali bir analitik yontem gelistirilmstir.
Gozlenebilme smirlart 0,021 ve 0,032 ng Hg/mL olarak hesaplanmistir (Zhao et
al.2012).

Tiizen ve arkadaslar1 (2009), Dowex Optipore SD-2 reginesine Streptococcus pyogens
yiklenmis bir kati faz hazirlamiglar ve inorganik ve organik civa tiirlerini
zenginlestirme sonrasi tayin etmislerdir. MeHg iyonlar1 0,1 mol/L HCI ile Hg(Il)
tyonlarini ise 2 mol/L HCI ¢ozeltisiyle secici olarak desorbe edilmist ve civa miktarinin
belirlenmesi igin CV-AAS yontemi kullanilmistir. Potansiyel olarak girisime neden
olabilecek metal iyonlarinin etkileri de incelenmistir. Gozlenebilme sinirlar1 Hg(I) ve
MeHg i¢in sirasiyla 2,1 ng/L ve 1,5 ng/L olarak rapor edilmistir. Yontemde her iki
analit i¢in zenginlestirme faktorii 25 olarak bulunmustur. Arastirmacilar yontemi
sertifikali referans madde (NRRCCC-DORM 2 Dogfish Muscle), dogal su ve gevre

orneklerine uygulamislardir.

Lopez ve arkadaglar1 (2010), balik oOrneklerinde Hg tiirlerinin ekstraksiyonu ig¢in
mikroug ile sonik ekstraksiyon metodunu 6nermis ve basarili sonuclar elde etmislerdir.
Metodun avantajt ¢ok diisiik miktardaki 6rneklerin ekstralksiyonuna imkan

saglamasidir. Tiirleme metodu olarak ters-faz kolona bagli ICP-MS kullanilmistir.
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Bulutlanma noktas1 ekstraksiyon metodu ile balik civa tiirlerinin zenginlestirme sonrasi
tayin edildigi bir metotta tiirler APDC kompleksi halinde HPLC-CV-AFS ile tayin
edilmislerdir (Yu 2005).

13



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Cihazlar

Coktiirme islemlerinde NF800 model santrifiij kullanilmistir (Nuve, Ankara, Turkey).
Omek c¢oziiniirlestirme islemleri icin bir Start D model mikrodalga &rnek
¢oziiniirlestirici kullanilmistir (Milestone, Sorisole, Italy). Ornekler bir Mettler Toledo
XP6 yiiksek hassaslikta terazi ile yapilmistir. Toplam element derigimi tayinleri 7700-X
model ICP-MS (Agilent, Tokyo, Japan) ile gerceklestirilmis olup, sistem bir oktopol
carpigsma/reaksiyon hiicresi ve bir CETAC ASX-520 model oto ornekleyici liniteye
(Omaha, Nebraska, USA) sahiptir. ICP-MS c¢alisma sartlar1 Cizelge 3.1°de

goriilmektedir.

Cizelge 3. 1 ICP-MS ¢aligsma sartlari

Plazma giicii, W

Plazma gazi, L min™

Sislestirme gazi akis hizi, mL min™
Sislestirici

Ornekleme derinligi, mm

Konlar

Oktopol potansiyeli, V

Kuadrupol potansiyeli, V

Izotoplar

Veri toplama

Integrasyon siiresi, s

Pik ornekleme (pik basina veri alma)

Tekrarlama

1550

15

0,78

Micromist sislestirici
8

Nikel

-18

-15

200Hg, 201Hg, 22Hg
Spektrum analizi
0,1

Full quant (3)

3
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HPLC-ICP-MS hibrit sisteminin kurulmasinda kromatografik {inite olarak bir 1260
serisi HPLC cihazindan faydalanilmigtir. Kromatografik ayirmalar bir 1260 serisi HPLC
cihaz ile yiriitilmustir (Agilent, Germany). Sistem dort pompali, kolon firtn1 ve UV-
Viz dedektore sahiptir. Hibrit sistem olusturulurken kromatografi kolonu ¢ikisi bir
PEEK (polieter eterketon) kilcal ile ICP-MS cihazinin sislestirme iinitesine dogrudan
baglanmistir. Kromatogramlarin olusturulmasinda Microsoft Excel programindan
yararlanilmistir. HPLC-ICP-MS deneylerine iliskin c¢alisma sartlar1 Cizelge 3.2°de
goriilmektedir. Balik orneklerinde civa tiirleri ve toplam civa derisimleri ile tiirlerin

dagilim grafikleri ise GraphPad Prism 6.01 ile olusturulmustur.

Cizelge 3. 2 HPLC-ICP-MS ¢alisma sartlari

Column Zorbax C-18 (100 x 4.6 mm, 3.5 um)

Mobil faz %55.0 metanol, %0.1 merkaptoetanol, 60
mmol L™ amonyum asetat, pH 4,0

Akis hizi, mL mint 0,45

Sicaklik, °C 25

Enjeksiyon hacmi, uLL 50

Plazma giicii, W 1550

Plazma gazi, L min™ 15

Sislestirme gaz1 akis hizi, mL min? 0,78

Sislestirici Mikrokonsentrik sislestirici
Ornekleme derinligi, mm 10

izotoplar *PHg, ***Hg, **Hg

Veri toplama Zamana bagl

3.2 Kimyasallar
Inorganik civa ve metilciva standartlari, civa (II) kloriir ve metilcrva kloriir tuzlarindan

hazirlanmistir (Sigma-Aldrich, USA). Merkaptoetanol, amonyum asetat, asetik asit ve

hidrojen peroksit Sigma marka kullanmilmistir (Sigma-Aldrich, USA). Nitrik asit,
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hidroklorik asit ve metanol Merck marka temin edilmistir (Darmstadt, Germany). Ultra
saf diizeyde su, Milli-Q sistem (Billerica, MA, USA) iizerinden iiretilmistir. Kullanilan
gazlar yiiksek saflikta (99,999%) temin edilmistir (Ankara Gas, Ankara, Turkey). Tim
cam ve plastik malzemeler, giin asir1 10%’luk HNO3 ¢ozeltisine yatirilmis ve ultra saf

su ile ¢ok sayida durulama sonrasi kullanilmaistir.

3.3 Ornek Hazirlama
Cankir1 sehir merkezinde farkli marketlerden alt1 balik ¢esidi toplandi ve analiz igin

uygun sekilde hazirlandi. Balik Orneklerine iligkin bazi bilgiler Cizelge 3.3’te

goriilmektedir.

Cizelge 3.3 Analiz edilen balik 6rneklerine ait bilgiler

Latince Ismi Tiirkce Ismi  Ingilizce Ismi Ornek
Adedi
Mullus barbatus Barbun Red mullet 4
Sparus aurata Cupra Gilt-head seabream 2
Trachurus mediterraneus Istavrit Horse mackerel 6
Mugil soiuy Rus Kefali Mullet 4
Dicentrarchus labrax Levrek European sea bass 3
Pomatomus saltatrix Sarikanat medium-sized bluefish 3

Balik 6rneklerinin dis yiizeyi deiyonize su ile kabaca temizlendikten sonra kilgik,
yiizgecler, deri ve i¢ organlar ayrildi ve yenilebilir kisimlar bir araya getirilerek
homojenize edildi. Ornekler 40 °C sicaklikta 48 saat boyunca etiiv igerisinde tutularak
kurutuldu. Yas ve kuru agirliklar tartilarak nem oranlar1 hesaplandi (Ortiz et al. 2002).
Kuru Ornekler agat havanda daha kiiciik parcalara ayrilarak analize kadar -20 °C
sicaklikta saklandi. Ornekler homojenize edildigi igin tiim sonuglar “gram yenebilir

doku” i¢in ifade edildi.
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Sertifikali doku Ornekleri olan TORT-2 (Lobster hepatopancreas) and DORM-2
(Dogfish muscle) (National Research Council Canada) ise kuru ve liyofilize halde

oldugu i¢in herhangi bir 6n igleme tabi tutulmadi.

3.4 Toplam Civa Tayini

Kurutulmus balik 6rnekleri veya liyofilize balik dokusundan alinan ve hassas tartilan
yaklasik 200 mg 6rnek mikrodalga kaplara alinarak tizerine 7,0 mL derisik HNO3 and
1,0 mL HyOseklendi. Mikrodalga sicaklik programi asagidaki sekilde uygulandi
(Cizelge 3.4). Mikrodalga kaplar1 yeterince sogutulduktan sonra acilarak toplam 6rnek
hacmi 50,00 mL olacak sekilde seyreltildi ve civa derisimleri Cizelge 3.1°de verilen
kosullarda ICP-MS ile analiz edildi. Ayn1 sartlarda elde edilen bir ¢6zelti ise kor olarak

hazirlanda.

Cizelge 3. 4 Toplam Hg tayinini¢in mikrodalga sicaklik programi

Siire, min Sicaklik, °C
0 Oda sicaklig1
15 200

30 200

30-40 Vantilasyon

3.5 Kromatografik Metodun Optimize Edilmesi

Inorganik civa ve metilciva igeren standartlarin karistirilmasiyla elde edilen ¢ozelti,
model 6rnek ¢ozelti olarak hazirlandi ve uygun kromatografik sartlarin belirlenmesinde
kullanildi. Optimizasyon ¢alismalarinda toplam ayirma siiresi, piklerin ¢oziintirligi ve

ICP-MS sinyal siddetine iligskin degerler gbz ontine alindu.
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3.6 Civa Tiirlerinin Ekstraksiyonu

Balik orneklerindeki civa tiirlerinin orijinal formunu koruyarak kantitatif olarak
ekstrakte edilebilmesi i¢in deneyler farkli sartlarda gergeklestirildi. Bdylece
ekstraksiyon iizerine merkaptoetanol derisimi, sicaklik ve mikrodalga etkilesim siiresi
gibi degiskenlerin etkileri degerlendirildi. Toplam civa derigimleri ve ekstraksiyon

sonrasi civa derisimleri karsilastirilarak ekstraksiyon verimleri hesaplandi.

Ekstraksiyon i¢in uygun sartlar 6zetlenecek olursa; Kurutulmus balik 6rnekleri veya
liyofilize balik dokusundan alinan ve hassas tartilan yaklasik 200 mg 6rnek mikrodalga
kaplara almarak tizerine %0,15 merkaptoetanol ve 0,01 M HCI igeren 10,00 mL
ekstraksiyon ¢ozeltisi eklendi. Mikrodalga sicaklik programi asagidaki sekilde
uygulandi (Cizelge 3.5). Mikrodalga yardimli ekstraksiyon sonrasi 6rnekler 3000 x g
gravitasyon kuvvetinde 3 dakika santrifiijlendi ve 0,22 pm gozenek capli PVDF
(poliviniliden floriir) filtreden siiziildii. Elde edilen ¢ozeltiden 50 um’lik bir kisim
HPLC-ICP-MS sisteme enjekte edilerek civa tiirleri tayin edildi. Ay sartlarda elde

edilen bir ¢ozelti ise kor olarak hazirlandi.

Cizelge 3. 5 Civa tiirlerinin ekstraksiyonu i¢in uygulanan mikrodalga sicaklik programi

Siire, min Sicaklik, °C
0 Oda sicaklig1
1 60

3 60

3-13 Vantilasyon
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4. BULGULAR

4.1 Toplam Civa Tayini

Toplam civa tayinlerinde, drnekler nitrik asit ve hidrojen peroksit varliginda mikrodalga

uygulanmasi ile ¢oziiniir hale getirilmistir.

Cizelge 4.1 Sertifikali referans 6rneklerde (TORT-2 and DORM-2) toplam civa tayini

Sertifikali deger : Bulunan_ldeger
(ug g'l) (ngg)
TORT-2 0,27+0,06 0,277+0,012
DORM-2 4,64+0,26 4,651+0,074

degerler mikrodalga ¢6ziiniirlestirme sonrast ICP-MS ile tayin ile elde edilmistir ve ortalama + standart sapma (n=3) olarak ifade

edilmistir.

Cizelged.1 iki farkli sertifikali referans ornekte bulunan toplam civa derisimlerini ve
mikrodalga c¢Oziiniirlestirme sonrast ICP-MS ile elde edilen civa derisimlerini
gostermektedir. Elde edilen veriler referans oOrnekler icin elde edilen degerlerin

sertifikali degerlerle uyum igerisinde oldugunu gdstermektedir.

Mikrodalga isleminden sonra elde edilen numune berrak ve beyaz renkli olmasi organik
matriksin tam olarak parcalandigini gostermektedir. Mikrodalga ¢6ziiniirlestirme
isleminin kapali kaplarda gerceklestirilmesi analit kayb1 veya kirlenme riskini azalttig

i¢in sonuglarin dogrulugunu iyilestirmektedir.

4.2 Kromatografik Sartlarin Belirlenmesi
Inorganik civa ve metilciva iceren model ¢Ozelti ile yapilan optimizasyon

calismalarinda baglangi¢ sartlar1 olarak %0,1 merkaptoetanol, %3 MeOH ve 60 mM

amonyum asetat igeren ve pH degri 3,0’e ayarlanmis bir mobil faz ¢ozeltisi hazirlandi.
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Mobil faz C-18 kolon igerisinden 0,75 mL/min akis hizi ile gegirildi. Bu sartlar altinda
once metilciva sonra da inorganik civanin kolondan elue oldugu gozlemlendi fakat her
iki tiirtin kolondan ¢ikmasi 20 dakikadan daha fazla bir zaman almakta idi. Bu nedenle
mobil faz i¢erisindeki metanol bilesiminin artirnmina gidilerek tiirlerin kolondan daha az
stirede ¢cikmasini i¢in deney sartlarinda degisiklige gidildi. Metanol iceriginin artirilmasi
ile tiirlerin alkonma siirelerinde 6nemli 6l¢iide azalma goriildii. Toplam analiz siiresinin
%10 MeOH i¢in baslangi¢ (20 min) degerinin yarisindan daha az bir siireye indigi
(yaklagik 10 min) Sekil 4.1°de goriilmektedir. Metanol oran1 %15’e ¢ikarildiginda,
kromatografik ¢ozilinlirliigiin korundugu ve elusyon siirelerinin daha da azaldig
goriildii. Bununla birlikte MeOH oran1 %25’e ¢ikarildiginda inorganik civa ve metilciva
piklerinin i¢ i¢e gectigi ve yeterli ayrilma igin alikonma siirelerinin birbirinden yeterince

farkli olmadigr goriilmektedir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.4).

550

500 A - -
== |norganik crva

450 A

== Netilciva

400 A

350 -

300 -

Alikonma siiresi, s

250 -

200 T T
3 15 25 35 45 35

Metanol bilegimi, %

Sekil 4.1 Mobil faz metanol bilesiminin inorganik civa ve metilciva tiirlerinin alikonma
stireleri lizerine etkisi

Sekil 1’deki verilerin elde edildigi deneylere ait kromatogramlar sirasiyla Sekil 4.2-7’de

gortilmektedir.
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20000 4

W3l MeOH
15000 4

10000 4

5000 +

Hg %2 sinyali, eps

':I T T T T T T T T T T
1 a0 119 178 238 2597 356 415 474 533 592

Allkonma siiresi, s

Sekil 4.2 Mobil faz metanol bilesiminin %10 oldugu durumda civa tiirleri i¢in elde
edilen HPLC-ICP-MS kromatogrami

20000
%15 MeOH
15000 +

10000 +

5000 A

Hg 2“2 sinyali, eps

D T T T T T T T T T T
1 54 107 1e0 213 26e 319 372 425 473 531

Ahkonma siiresi, s

Sekil 4.3 Mobil faz metanol bilesiminin %15 oldugu durumda civa tiirleri i¢in elde
edilen HPLC-ICP-MS kromatogrami

Metanol oranin1 %10’dan %15’e ¢ikarilmasiyla toplam elusion siiresinde yaklasik iki

dakikalik bir kisalma olmakta, kromatografik c¢oziiniirliik ise nispeten azalmasina

ragmen yeterli ayirim saglanmis durumdadir.
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20000 4

%25 MeOH
w 15000 -
o
L*]
= 10000 -
el
| =
@
w5000
(=]
~
T S —
':I T T T T T T T T T T

1 54 107 1ed 213 2eée 319 372 425 475 531

Alkonma siiresi, s

Sekil 4.4 Mobil faz metanol bilesiminin %25 oldugu durumda civa tiirleri i¢in elde
edilen HPLC-ICP-MS kromatogrami

Mobilfaz metanol igerigi %35 oldugu durumda inorganik civa ve metilcivaya ait pikler
tamamen Ortiismekte ve ayirim miimkiin olamamaktadir. Bu durumda metanol oraninin
%15’1 asmamas1 gerektigi agiktir. Diger taraftan daha yiiksek metanol oranlarinda

inorganik civa ve metilcivaya iliskin alikonma siirelerinin farkli biiyiikliiklerde degisme

gosterdigi gozlemlenmistir.

2000

@ 6000 W %35 MeOH
M
W™ 4000 -
=
c
o
E 2000 +
L)
I

D T T T T T

1 59 117 175 233 291

Alkonma siiresi, s

Sekil 4.5 Mobil faz metanol bilesiminin %35 oldugu durumda civa tiirleri i¢in elde
edilen HPLC-ICP-MS kromatogrami
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Metanol oranmin %45’lere artirilmasiyla civa tiirlerinin elusyon sirasinda degisme
olmasi dikkate degerdir. Metanol oranin1 %35’i astiginda ilk once inorganik civa
pikinin goriilmesi ve yeterli sure sonra metilcivanin eliie olmasi toplam analiz siiresini

kisaltma imkanini saglamistir (Sekil 4.6).

B000 4
%45 MeOH
i a0 4
=3
L% )
ﬁ 4000 4
)
=
o
g 2000 A
4
L]
I .
]

1 59 117 175 233 291 349

Alikonmasiresi, s

Sekil 4.6 Mobil faz metanol bilesiminin %45 oldugu durumda civa tiirleri i¢in elde
edilen HPLC-ICP-MS kromatogrami

Metanol oranindaki artis %55’e ¢ikarildiginda ise her iki civa tiiriiniin alikonma
stirelerinin  bir miktar daha kisaldigi ve kromatografik c¢oziiniirliigiin korundugu

gorilmektedir (Sekil 4.7).

%55’ten daha yiliksek metanol orani uygulandiginda ise kromatografik ¢oziiniirliik
korunmak sartiyla toplam analiz siiresinde daha fazla azalma saglanamamistir. Bu

nedenle mobil faz metanol igerigi %55 degerinde sabit tutulmustur.

Metanol orani artirilirken iki parametre olumsuz etkilenmektedir. Bunlardan birisi kolon
basmcidir ki, bu etkiyi dengeleyebilmek icin akis hizi kademeli olarak azaltilmis ve

0,45 mL/min’lik mobil faz akis hizi ideal kolon basincini saglamak igin yeterli

23



olmustur. Bir diger parametre ise plazmanin artan metanol oranindan olumsuz
etkilenmesi ve plazmanin iyonlastirici giiclinlin azalmasidir. Bu etkiyi bertaraf
edebilmek i¢in plazmaya uygun oranlarda oksijen gazi ilavesi yapilarak organik
¢Ozeltinin tam olarak parcalanamamasindan kaynaklanan plazmada olusan yesil renk

giderilmistir.

Cuva tiirlerinin kromatografik ayrilmasina mobil faz asitliginin etkisini belirleyebilmek
tizere, c¢ozelti pH degeri 2,0-5,0 araliginda degistirilmistir. Deneyler tiirlerin
kromatografik davramisina pH nin 6nemli 6l¢iide etki etmedigini gdstermistir. Bu
yiizden kolon émrii de goz Oniine alinarak, takip eden deneylerde mobil faz, pH’s1 4,0

olacak sekilde hazirlanmstir.

Civa tiirlerinin kromatografik ayrilmasinda, kolon basinci, Hg izotoplarinin sinyal
siddeti, pikler arasi1 ¢oziiniirliik ve toplam analiz siiresi géz onilinde bulundurulmus ve
nihai deneysel sartlar; mobilfaz icerigi %0,1 merkaptoetanol, %55 metanol, 60 mM

amonyum asetat (pH:4,0) olarak, mobil faz akis hizi ise 0,45 mL/min olacak sekilde

belirlenmistir.
B000 =
E G000 2655 MeOH
7
T:E‘ 4000
=
@
E 2000 A
b A A R g R
I
i} T T ! ! !
1 59 117 175 233 291

Allkonma siiresi, s

Sekil 4.7Mobil faz metanol bilesiminin %55 oldugu durumda civa tiirleri i¢in elde
edilen HPLC-ICP-MS kromatogrami
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4.3 Ekstraksiyon Sartlarinin Belirlenmesi

Cuva tiirlerinin etkin bir ekstraksiyonla balik dokusundan ayrilabilmesi ve ¢ozelti fazina
alinmasi i¢in gerekli deneysel kosullar arastirilmistir. Bu amacla ekstraksiyon ¢ozeltisi
fakli merkaptoetanol derigimleri igerecek sekilde hazirlanmig ve TORT-2 referans
Ornegi i¢in geri kazanim oranlari hesaplanmistir (Sekil 4.8). Bunun i¢in sertifikali
dokudaki ve ekstraksiyon ¢ozeltisindeki toplam Hg derisimleri yaninda civa tiirlerinin

tayini de yapilmistir.

Ekstraksiyon deneyleri en yiliksek geri kazanim degerlerinin %0,15 merkaptoetanol

¢ozeltisi kullanildiginda ulagildigini gostermistir.

Gerikazanim, %
=
o
4

0,08% 0,15% 0,25%

Merkaptoetanol orani

Sekil 4.8 TORT-2 referans ornegine uygulanan Hg geri kazanimi iizerine ¢ozelti
merkaptoetanol derisiminin etkisi

Ekstraksiyon verimine etki eden 6nemli bir faktor ise sicakliktir. Sekil 4.9°da sicakligin
ii¢ farkli degere ayarlandig1 sartlarda civa tiirlerinin ekstraksiyon verimleri
gorilmektedir. 40°°C de verim nispeten diisiikk iken 60 °C’de her iki tiir igin

kantitatifgeri kazanin degerlerinin elde edildigi goriilmektedir. Asirt yiikksek sicakliklar
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tirler arasi doniisiimlerin ortaya c¢ikmasmma neden olabilecegi ve tiirlememe
analizlerinde hatali sonuglara yol a¢tig1 bilinmektedir. Bu nedenle ekstraksiyonlarda
daha yiiksek sicakliklara iliskin deneyler yapilmadan ekstraksiyon i¢in 60 °C uygun
deger olarak kabul edilmistir.

100 4
80 1

60 1 W Hg

a0 1 B CH3Hg

Geri kazanim, %

" CH3Hg
o Hg

20 1

A40°C S0°C a0ec
Sicaklik

Sekil 4.9 TORT-2 referans ornegine uygulanan Hg geri kazanimi iizerine ekstraksiyon
¢ozeltisinin sicakliginin etkisi

Belirlenen uygun kosullar sabit tutularak mikrodalga siiresinin civa tiirlerinin geri
kazanimina olan etkisi arastirllmis ve mikrodalga siiresi 1, 2 ve 5 min boyunca
uygulanarak geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Sonuglar 2 min lik mikrodalga
muamelesinin kantitatif verim elde edebilmek igin yeterli oldugunu géstermis ve bu
deger uygun deger olarak kabul edilmistir. Bunun haricinde, ekstraksiyon deneylerinde
¢ozelti asitliginin pH: 2,5’in altinda olmasininda ekstraksiyonun etkinligi i¢in gerekli

oldugu gozlenmistir (Sekil 4.10).

Geri kazanim degerlerinin optimizasyon ¢alismalarinda parametrelerden birinin uygun
degeri simanirken diger parametrelerin daha Once belirlenen degerlerinde sabit

tutuldugunu belitmek gerekir.
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Ekstraksiyon deneyleri sonucunda uygun ekstraksiyon sartlar1 %0,15 merkaptoetanol
iceren 10 mL ¢ozelti (pH<2,5) ile 60 °C sicaklikta 2 min mikrodalga uygulanmasi

olarak belirlenmistir.

B Hg

Geri kazanim, %
L=y}
L=}

— B cH3Hg
/' CH3Hg

1 min T
2 min r
Lmin

Mikrodalga sliresi

Sekil 4.10 TORT-2 referans drnegine uygulanan Hg geri kazanimi iizerine mikrodalga
uygulama siiresinin etkisi

4.4 Metoda iliskin Analitik Olgiitler

Kromatografik sartlarin ve ekstraksiyon kosullarimin optimize edilmesinden sonra
metoda iliskin analitik Slciitler arastirildi. Oncelikle toplam civa tayin metodu ile elde
edilen sonuglarin dogrulugu i¢in denyler yapidi. Bu deneyler iki kisimda ele alinabilir
ki, ilk olarak iki farkli sertifikali doku 6rnegi mikrodalga ¢oziiniirlestirme sonrasinda
ICP-MS ile analiz edildi ve toplam Hg derisimleri tayin edildi. Elde edilen sonuglarin

sertifikali Orneklere ait degerler ile uyum igerisinde oldugu Cizelge 4.1°de

gorilmektedir.

Buna ilaveten sertifikali Orneklere civa tiirleme analizi de uygulanarak tiirleme
analizinde civa tiirlerinin ekleme-geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Yumusak
sartlarda mikrodalga ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstrakt HPLC-ICP-MS ile analiz
edilerek TORT-2 ve DORM-2 6rneklerindeki inorganik civa ve metilciva derisimleri
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tayin edilmistir (Cizelge 4.2). Tiirleme analizi sonucunda bulunan metilciva ve toplam
civa derisimleri referans Orneklerin sertifikali degerleri ile uyum halinde oldugu
goriilmiistiir. Diger taraftan hibrit HPLC-ICP-MS metodu ile tayin edilen inorganik civa
ve metilciva degerlerinin matematiksel toplami, gerek dogrudan toplam Hg tayininde
elde edilen sonugla gerekse sertifikali toplam Hg igerigi ile ¢ok yakin degerlerde oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4. 2 Sertifikali referans 6rneklerde (TORT-2 and DORM-2) civa tiirleme

Sertifikali degerler # HPLC-ICP-MS metodu ile bulunan degerler
(ng g’ (neg?)
CRM Metilciva Toplam civa  Inorganik civa  Metilciva ® Toplam tiir

TORT-2  0,152+0,013 0,27+0,06 0,140+0,014 0,149+0,004  0,288+0,018
DORM-2  4,47+0,32 4,64+0,26 0,159+0,007 4,499+0,106  4,659+0,102

a
degerler mikrodalga ekstraksiyon sonrast HPLC-ICP-MS tayini ile elde edilmistir ve ortalama + standart sapma (n=3) olarak ifade
edilmistir.

inorganik civa ve metilciva toplamu.

Metoda iliskin dogruluk caligmalari, piyasadan temin edilen balik 6rneklerinin analizi
ile ayrica teyit edilmistir. Cupra (Sparus aurata) Ornegiicin standart ekleme-geri

kazanim deneyleri yapilmis olup, sonuglar Cizelge 4.3 te goriilmektedir.

Tiirleme analizleri sonucunda ornekler i¢in elde edilen inorganik civa ve metilciva
derisimlerinin toplami, toplam Hg tayininde elde edilen degerlerle uyum igerisinde
olmas1 yontemin dogruluguna iliskin 6nemli bir kanittir. Buna ilaveten elde edilen
ekleme-geri kazanmim degerleride de civa tirlerinin kantitatif olarak geri

kazanilabildigini gostermektedir.

Cizelgeden goriilecegi iizere eklenen derisim i¢in inorganik civa ve metilciva tiirlerine
ait geri kazanim degerlerinin %95 ten daha biiylik olarak elde edildigi, bagil standart
sapma (RSS) ve bagil hata (RE) degerlerinin sirasiyla %3,2 ve %3,0 ten biiyiik olmadigi
goriilmiistiir. Elde edilen degerler yontemin yiiksek dogruluk ve kesinlige sahip

oldugunu gostermektedir.
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Gelistirilen yontemin gozlenebilme sinirt 200 mg lik kuru doku baz alindiginda
inorganik civa ve metilciva i¢in sirasiyla 0,2 ve 0,1 pg/kg olarak hesaplanmistir.
Deneyler sirasinda elde edilen veriler, her iki civa tiirii icin giin i¢i tekrarlanabilirlik
degerlerinin %2,5, giinler aras1 tekrarlanabilirlik icin ise %3 ten daha diisiik degerlerde

oldugunu gostermistir.

Gerek ICP-MS ile yapilan toplam tayin metodu igin, gerekse HPLC-ICP-MS ile yapilan
tiirleme analizlerinde kalibrasyon dogrusu i¢in korelasyon sabiti (R?) daima 0,99’dan
daha biiyiik degerler elde edilmistir. Sekil 4.11°de artan derisimlerde inorganik civa ve
metilciva iceren standart karisimlarina iliskin  HPLC-ICP-MS kromatogramlari

goriilmektedir.

45000

40000 4

35000

30000 4

25000 4

20000 4

15000

10000 4

5000 -

0 50 100 150 200 250 300 350

Sekil 4.11 Artan derisimlerde inorganik civa ve metil civa standart karisimlarina iliskin
HPLC-ICP-MS kromatogramlari
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Cizelge 4. 3 Cupra (Sparus aurata) igin civa tiirleme analizi ve standart ekleme-geri kazanim deneyleri

Eklen?n aBqunan Geri kazanim bRSS(CR E)
(ngg™) (ng g?) (%) (%)

Hg(ll) MeHg Hg(ll) MeHg Toplam Hg Hg(ll) MeHg Toplam Hg Hg(ll) MeHg Toplam Hg

00 00 63+0,2 46,610 52,9+12 3.2 2,1 2,2
200.0  200.0 200,142,9 242,243,3 4422+54 96,9+1,5 97,8£1,9  97,3+1,6 14(-3.0) 14(-1,8) 1,2(-24)

a b c

derisim degerleri kuru doku bazinda ifade edilmistir, ortalama + standart sapma (n=3); bagil standart sapma; parantez i¢indeki degerler bagil hata degerleridir
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4.5 Metodun Balik Orneklerine Uygulanmasi

Balik 6rneklerinde civa tiirlemesi i¢in gelistirilen metot, piyasadan temin edilen balik
orneklerine (Cizelge 3. 3) basariyla uygulamistir. Sekil 4.12°de alt1 balik 6rnegindeki
inorganik civa (In-Hg), metilciva (MeHg), inorganik civa + metilciva toplami (in+Me
Hg) ve toplam civa (T) derisimleri grafiksel olarak gosterilmistir. Sekil 4.13 ise, ¢esitli
balik 6rneklerinde inorganik civa ve metilcivanin dagilim yiizdelerini gostermektedir.

Metil civanin incelenen tiim 6rneklerde baskin civa tiirti olmasi dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 4.12Balik 6rneklerinde civa tiirleri ve toplam civa derisimleri
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%11,64

T. mediterraneus

% 7,05

E MetilHg

B inorganik Hg

M. barbatus

Sekil 4.13 Cesitli balik orneklerinde inorganik civa ve metilcivanin miktarlarinin

dagilim yiizdeleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Balik 6rneklerinde civa tiirlemesi i¢in gelistirilen metot hizli, basit, ekonomik, ¢evreci,
giivenilir, duyarh ve yiiksek kesinlige sahip bir metottur. Balik 6rneklerinin mikrodalga
yardimli ekstraksiyon sonrast hibrit HPLC-ICP-MS sistemle analizi, civa tiirleme
amagl olduk¢a uygun bir sistemdir. Bu metot, gida orneklerinde elementel tiirleme

analizleri i¢in kiymetli veriler ortaya koyma potansiyeli tasimaktadir.

Grafiklerden (Sekil 4.12, 4.13) gortldiigl lizere 6rneklerdeki civa tiirlerinin dagilimi
balik tiirline gore degismektedir. Bu dagilima ¢evresel faktorlerin de etki ettigi
bilinmektedir. Bu durum elementel tiirleme analizi ile ulasilan bilginin degerini ve
gerekliligini net olarak ortaya koymaktadir. En yiiksek civa derisimlerinin tayin edildigi
Mugil soiuy o6rneklerinde civanin en toksik formu olan metilcivanin toplam civa
miktarinin %98 ini teskil etmesi, toksik potansiyeli artirict bir 6zellik olmasi
muhtemeldir. Her iki civa tiirii agisindan en yiiksek igerik Mugil soiuy 6rneklerinde
tayin edilmis olup, derisimler Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) belirledigi limit olan 0,5
ug/g sinirina ¢ok yakin bulunmustur (FAO/WHO 2010). Bu nedenle gebeler, emziren
anneler ve ¢cocuklar gibi metilciva toksisitesi agisindan risk altinda olan gruplarin balik

tiketiminde dikkatli olmalar1 6nemli goziikmektedir.
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