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OZET
Doktora Tezi

YUKSEK SICAKLIKTA HAZIRLANMIS GIDALARDA ORGANIK
KANSEROJEN MADDELERIN HPLC-MS iLE TAYIiNi

Muharrem Ince

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Ana Bilim Dah
2008, Sayfa: X + 108

Polisiklik aromatik hidrokarbon bilesikleri (PAH); iki veya daha fazla benzen
halkasiin yiiksek sicaklikta baglanmasiyla olusan bilesiklerdir.

Bu calismada, antrasen, benzo[a]antrasen, benzo[a]piren ve piren gibi PAH
bilesilerinin HPLC-MS ile nicel analizleri i¢in, mobil faz akis hizi, enjeksiyon hacmi, kolon
sicaklig1 ve parcalama gerilimi gibi faktorler optimize edildi. Optimize edilen sartlarda yukarida
ad1 gegen bilesiklerin yiiksek sicaklikta hazirlanmis 1zgara tiirli 6rneklerde tayinine uygulandi.
Cesitli 1zgara ve benzeri Ornekler, dort farkli ekstraksiyon yontemi uygulanarak analize
hazirlandi. Elde edilen sonuglardan galigilan PAH bilesiklerinin restoranlarda tiiketime sunulan
1zgaralarda ve calisilan diger orneklerdeki derisimlerinin pisirme kaynaklarina bagli olup 10
ppb’ yi gegmedigi gozlendi. Yenilemeyecek kadar asir1 pisirilen 1zgara orneklerinde bulunan
PAH derisimlerinin ise, hem et cinsi hem de pisirme kaynagina bagli olarak antrasen igin 156
ppb, benzoantrasen i¢in 115 ppb, piren igin 166 ppb ve benzopiren igin 140 ppb’ ye kadar
biiyiik oldugu gozlendi. Bu verilere gore, calisilan gida 6rneklerinde antrasen, benzo[a]antrasen,

benzo[a]piren ve piren bilesikleri yoniinden bir risk s6z konusu olmadigi sonucuna varildi.

Anahtar  kelimeler:  Polisiklik  Aromatik  Hidrokarbon, Antrasen, Benzo[a]antrasen,

Benzo[a]piren, Piren, Kati Faz Ekstraksiyon, HPLC-MS.
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ABSTRACT

Doctorate Thesis

DETERMINATION OF ORGANIC CANCEROGEN COMPOUNDS IN FOODSTUFFS
COOKED AT HIGH TEMPERATURES BY HPLC-MS

Muharrem Ince

Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciences,
Department of Chemistry
2008, Page: X + 108

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are compounds formed by binding of two or
more benzen rings at high temperatures.

In this study, the factors including flowing rate of mobile phase, injection volume,
colomn temperature and fragmenter potential were optimised to quantitative analyse of
anthracene, benzo[a]anthracene, benzo[a]pyrene and pyrene by HPLC-MS. The optimised
conditions were applied to determination of the compounds mentioned above in foodstuff such
as grills cooked at high temperatures. Various grills and similar samples were prepared by
applying four different extraction methods. From the obtained results, concentrations of the
studied PAH compounds in grills prepared in resturants for consumption and other studied
samples are dependent on the cooked materials, and their concentrations were observed to be
under 10 ppb. The obtained PAH concentrations (as ppb) in grill samples which extremely
cooked were found to be 156 for anthracene, 115 for benzo[a]anthracene, 140 for
benzo[a]pyrene and 166 for pyrene, depending on both meat species and cooking source.
According to these data, there isn’t any risk in point of the compounds anthracene,

benzo[a]anthracene, benzo[a]pyrene and pyrene in the studied foodstuft.

Keywords:  Polycyclic — aromatic  hydrocarbons,  Anthracene,  Benzo[a]anthracene,

Benzo[a]pyrene, Pyrene, Solid-Phase Extraction (SPE), HPLC-MS.



1. GIRIS

Insan saglhigma zararli olan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), her yerde
bulunabilen ¢evresel toksik bilesiklerdir., PAH’ lar memelilerin hiicrelerinde metabolik
aktivasyona ugrayarak, hiicresel makromolekiillere kovalent olarak baglanan "diol epoxides"
lere doniiserek kansorojenik prosesleri baglattiklarindan ve DNA’ da mutasyon ve replikasyon
hatalarina sebep olabildiklerinden bir kismu kanserojen olarak siniflandirilmiglardir. Her ne
kadar PAH’ lar toprak, su ve hava gibi ¢evresel drneklerden bitki, icecek, sebze, tahil, et ve
deniz gidalarina gecerek alinabilmekte veya bu gidalarin tasinma ve depolanmalar1 sirasinda
toplanmakta iseler de, temel olarak hayvansal kaynakli ve proteince zengin gidalarin 1s1l islem
gormeleri sonucunda olusurlar. Gidalar, 6zellikle et, et {irinleri ve balik 1zgarada pisirildiginde,
kizartildiginda ve benzeri 1s1l islem gordiigiinde, organik materyallerin termal bozulmasi veya
tam yanmanin olmamasinin sonucunda PAH’ lar olustugu belirtilmistir. Eger et direkt alev ile
temas ettirilirse, etlerdeki yaglarin pirolizi sonucu PAH’ lar olusur. Etler komiir {izerinde direkt
pisiriliyorsa, PAH’ lar hem gidalardaki yaglardan hem de komiiriin yanma iiriinlerinin gidaya
karigmasindan olusur.

Gidalarin pisirilmesi sonucu ortaya ¢ikan mutajenik/karsinojenik heterosiklik yapilar
20’ den fazladir. Bu bilesiklerin c¢ogu karsinojenik bilesikler olarak siniflandirilabilir.
Karsinojenik/mutajenik bilesikler genellikle iki ana simifa ayrilir;

1. Pirolitik aminler

2. Amino-imidazo-azaarenler

[k grup 300 °C’ nin iistiindeki yiiksek sicaklikta olusurlar ve bu grupta su aminler bulunur;
Trp-P-1, Trp-P-2, AaC, MeAaC, Glu-P-1 ve Glu-P-2.

Aminoimidiazo-azaarenler ise 100-225 °C arasindaki sicakliklardaki gidalarin
pisirilmesi sonucu meydana gelirler. Genellikle gida pisirmelerinde meydana gelen
aminoimidazo-azaarenler sunlardir; 1Q, 1Q,, MelQ, MelQ,, 4,8-DiMelQ,, 7,8- DiMelQ, ve
PhIP. Bu bilesiklerin kimyasal davraniglarina gore; polar (aminoimidiazo-azaerenlerle birlikte
Glu-P-1 ve Glu-P-2) ve apolar (biitiin diger) aminler olarak gruplandirilirlar.

Bu c¢aligmada, antrasen, benzo[a]antrasen, piren ve benzo[a]piren gibi PAH
bilesiklerinin HPLC-MS ile nicel analizleri amaglandi. Yapilan 6n ¢aligmalarda, mobil faz akis
hiz1, enjeksiyon hacmi, kolon sicaklifi ve pargalanma gerilimi gibi faktorler optimize edildi.
Optimize edilen sartlar yiliksek sicaklikta hazirlanmig 1zgara tiirii 6rneklerdeki yukarida adi
gecen bilesiklerin tayinine uygulandi. Cesitli 1zgara ve benzeri o6rnekler dort farkli ekstraksiyon
yontemi uygulanarak analize hazirlandi. Elde edilen sonuglardan, ¢alisilan PAH bilesiklerinin

restoranlarda tiiketime sunulan normal pisirilmis 1zgaralardaki derisimlerinin et kaynagina bagh



olup 10 ppb’ yi gegmedigi gdzlendi. Ornegin, tavuk etinden hazirlanmus 1zgarada 2.3 ve 4.8 ppb
piren ve benzopiren bulunurken, kirmizi etten hazirlanmis 1zgarada sirasiyla 4.2 ve 6.3 ppb
piren ve benzopiren bulundu. Bu verilere gore, ililkemizde 6nemli bir yeri olan i1zgaralarda
antrasen, benzo[a]antrasen, piren ve benzo[a]piren bilesikleri yoniinden bir risk sézkonusu
olmadig1 sonucuna varildi. Et disindaki 6rneklerle yapilan ¢alismada ise ¢ifte kavrulmus biskiivi
ornegindeki degerler tayin sinirinin altinda bulundu. Tiirk kahvesinde antrasen tayin smirinin
altinda olup calisilan diger PAH’ lar 2.1-3.4 pg/kg, nescafede ise 2.0-3.2 pg/kg oldugu tespit
edildi. Tip alevinde ve komiirde ayr1 ayr1 yenilemeyecek kadar 6zel olarak asir1 pisirilmig
1zgara Orneklerinde ise normal Orneklere gore daha fazla PAH konsantrasyonlart bulundu.
Ancak bu sekilde hazirlanmis 1zgaralarin yenilmesi s6zkonusu olmadigindan saglik yoniinden

bir riskten bahsedilemeyecegi sonucuna varildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH)’ lar genel olarak fosil yakitlarmin tam
yanmamasl sonucu yan iriin olarak aciga cikarlar. Cevrede 100’ iin {izerinde PAH bilesigi
bulunmaktadir, bunlarin 16 tanesi United States Environmental Protection Agency (USEPA)’
nin belirledigi 129 6ncelikli kirleticiler arasinda yer almaktadir. Atmosfere salinan PAH’ lar
yagmur seklinde veya havadaki partikiillere tutunmus bir sekilde kuru olarak ¢okelirler. PAH’
larin gergeklestirdikleri ¢okelmeler yiizey sularinin, topragin, yer alti sularmin baslica kirletici
kaynagidir.

Polisiklik sistemler ya bir halkanin 2 karbonunu diger bir halkayla paylagsmasiyla ya da
halkalarin birbirine C-C bagi ile baglanmasiyla meydana gelirler. Polisiklik karbonlar benzen
gibi komiir katraninda bulunurlar.

En ¢ok rastlanilanlart sunlardir: Naftalen, antrasen, fenantren, difenil, difenilmetan.

PAH’ lar asagidaki 6zellikleri tasirlar;

1- Molekiil formiilleri bakimindan doymamiglik gosteren fakat genellikle doymamus bilesikler
icin karakteristik olan katilma reaksiyonlarimi vermeyen bilesikleridir.

2- Halkali (siklik) yapida olan diizlemsel (veya hemen hemen diizlemsel) molekiillerdir.
Aromatik halkalar genelde 5, 6, 7 tiyeden olusmuslardir.

3- Oksidasyona dayanikli bilesiklerdir.

2.1.1. Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin kaynaklari ve elde edilisi

Benzen ve genellikle aromatik bilesikler icin en Onemli endiistriyel kaynak tas komiir
katrandir. Tas komiirii havasiz ortamda kuru kuruya isitildigi zaman ugucu bilesiklerin
ayrilmasiyla geriye “kok” kalir. Ugucu bilesikler ise kdmiir gazlan ile tas komiirii katranidir.
Tas komiiri katraninin destilasyonundan benzen, toluen, ksilen, naftalen, antrasen gibi aromatik
hidrokarbonlar, arenler ile piridin ve tiirevleri, anilin ve benzeri gibi diger aromatik bilesikler
ele geger, ki bunlardan naftalen katranda en bol bulunan hidrokarbondur.

Petrolden ele gegen alifatik hidrokarbonlarin katalizor ile 1sitilmasindan ve
dehidrogenasyon (hidrojen ayrilmasi) veya siklolizasyon (halka kapanmasi) ile aromatik

hidrokarbonlar olusur.



2.1.2. PAH’ larin canhlar iizerindeki etkileri

Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlara (PAH) ¢evrede genis olarak rastlamak miimkiindiir.
Dolayisiyla PAH' lara hem ¢evresel hem de mesleki olarak maruz kalinmaktadir. Baslica PAH
kaynaklar arasinda, dizel ve benzinli motor egzozlari, petroliin yanmasi ile olusan egzozlar,
cesitli sekilde igilen tiitlin dumanlari, grafit ve elektrot {iretimi esnasinda meydana gelen
iriinler, gidalarin pisirilmesi sonucu olusan duman, komiiriin piroliziyle meydana gelen komiir
katrani sayilabilir.

PAH maddesi insanlara sigaradan insana kan dolasimi ile gegiyor. Komiir, asfalt, katran,
alininin bu maddenin en ¢ok yer aldig1 kimyasal bilesimlerdir.

PAH yumurtalik hiicrelerindeki bir genetik reseptdr olan Ahr, Bax gibi bazi yumurta
hiicrelerinde bulunan genleri harekete geciriyor. Bu eslesme gergeklesince, hiicreler oliiyor.
Aslinda normal isleyiste tiim kadinlarda bu hiicre 6liimleri gerceklesir. Buna menopoz denir.
Ancak yukaridaki maddeler viicuda alindiginda bu islem ¢ok daha erken gerceklesiyor.

Fareler tizerinde yapilan ¢alismalarda PAH maddelerine maruz birakilan hayvanlarda erken
menapoz belirtilerini ortaya koymustur. Arastirmacilar test farelerinin deri altina PAH
maddesini enjekte ettiklerinde hiicreler tipki bir kadin rahmi seklinde reaksiyon vermistir. Bu
denemede de farelerin deri alt1 hiicreleri yok oldugu gozlenmistir. Biitiin bunlara ragmen sigara
kullanan bir kadin kesinlikle erken menopoz olur sonucunu ¢ikaramayiz. Diger tiim etkenler goz
oniinde tutulmalidir. Bunlarin disinda insan viicudunun harikalarindan biri olan kendi kendimizi
yenileyebilmemiz PAH maddesinin olumsuz sonuglarini azaltabiliyor.

Diyetle kanser arasinda bir iliski olabilecegi goriisii 1960° 11 yillarin sonlarinda kanser
etiyolojisinde toplumlararasi belirgin varyasyonlarin rapor edilmesiyle ilgi ¢ekmeye baslamistir.
Bu farkliliklar yanlizca sanayilesmenin ve genetik yapmin bir sonucu olarak
aciklanamamaktadir. Ornegin kanser Yeni Zelanda gibi sanayilesmemis bazi iilkelerde,
Amerika Birlesik Devletleri’ nde oldugundan daha yaygindir. Bir {ilkeden digerine gé¢ eden
insanlarda goriilen kanser tiirleri ve orani, yeni {ilkelerdeki profile uymaktadir. Amerika Birlesik
Devletleri’ nde, sigara ve alkol tiikketmeyen Mormonlarla yapilan ¢ok sayida incelemelerde,
vejeteryanlarda gastrointestinal kanserlerin orani, benzer yasam kosullarinda ve yas grubundaki
etoburlarinkine gore 6nemli diizeyde diisiik bulunmustur. Kolon kanserinin, Avrupa ve kuzey
Amerika Ulkelerinde, Asya ve Afrika iilkelerinden daha ¢ok yaygm oldugu belirtilmistir. Bu
nedenlerle, insanlarin yasam bigimlerinin, 6zellikle beslenme aligkanliklarinin, kanser iizerinde
onemli diizeyde etkili olduklar1 goriisii ileri stiriilmiistiir. Ancak, beslenmenin kanser lizerindeki
etkilerini belirleyebilmek olduk¢a zordur. Giiniimiiziin degisen kosullarinda, kanserli hastalarin

20-30 yil once ne yediklerini takip edebilmek, laboratuvar hayvanlarmin diyetlerini kontrol



altina alabilmek ve bu hayvanlarda degisik kanser tiirlerini olusturabilmek, konu iizerinde
calisan aragtiricilar1 zorlamaktadir.

Biitlin kanserlerin % 10-70° inin, kanserden olenlerin ise % 35’ inin diyetle iligkisinin
oldugu ileri siiriilmektedir. Toplumda genel olarak gidadaki karsinojenler olarak gida katkilari,
yapay tatlandiricilar, renklendiriciler, koruyucular ile sentetik pestisidler ve gesitli ¢evresel
kimyasal kirleticiler sayilmaktadir. Oysa bu tiir karsinojenler gidalardaki karsinojen maddelerin
% 1’ inden daha azin1 olusturur. Diyetteki karsinojenler esas olarak bitkiler tarafindan mantar,
bbcek ve hayvanlara karsi savunma igin liretilen dogal pestisidler ile kiif tarafindan gidalarda
yapilan mikotoksinlerden ve gida hazirlanirken ortaya ¢ikan ¢esitli maddelerden olusur. Bugiine
kadar yapilan ¢aligmalarda beslenmenin en ¢ok gastrointestinal sistem, endokrin ve akciger
tiimorleri ile iliskili oldugunu gostermektedir.

Gidalar hazirlanirken olusan karsinojenler; polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH),
heterosiklik aromatik aminler (HAA) ve nitroze bilesikleridir (NOB). HAA gidalarin kizartma,
1zgara ve kozlemesi sirasinda olusur. PAH, 1zgara ve tiitsiileme esnasinda meydana gelir. NOB
ise tuzlu, tursu, nitrat ve nitrit ile muamele edildiginde olusur. Bu bilesikler genotoksiktirler.

Meme ve kolorektal kanserlerde pisirilme yontemine bagli olarak olusan bilesiklerin
kanser riskini artirabilecegi one stiriilmektedir. HAA, giicli mutajen ve hayvanlarda
kanserojendir. Karaciger kolon, meme ve deri kanseri gelisiminde rol oynadig: bildirilmektedir.
Haglama, bugulama, kaynatma ve mikrodalga ¢ok az HAA olusumuna neden olur veya hig
olmazlar. Hizli asetilleyiciler ve iyi pismis et tercih edenler 6.5 kat daha fazla kolon kanser
riskine sahiptir. Diyetteki yag orani fazla olusu HAA’ nin karsinojen 6zelligini artirmaktadir.
HAA olusumunu 6nleme bakimindan diisiik 1s1da ve az pigirme tavsiye edilmektedir.

PAH birincil olarak hayvansal yagin eksik yanmasi sonucu olusur. Gidalarda birgok PAH
olusmaktadir. Alevde pisirilen et ve balikta PAH olusur. K&miire damlayan yagin yanmasiyla
olusan PAH dumanla birlikte pisen ete bulasir. Benzo[a]piren en karsinojen PAH’ dir.
Tencerede pisirme, etin lizerine 1s1 kaynaginin yerlestirilmesi, mikrodalga kulanimi ve pisirme
sirasinda et ile dumanin ayristirilmasi gidalarin  polisiklik aromatik hidrokabonlar ile
kirlenmesini azaltmasi i¢in énemlidir.

Diyette bulunan nitrit ve aminlerden endojen olarak agiz boslugu ve midede nitrozo
bilesikleri olusabilir. Agizdan alimman NOB’ lar kanserojendir. Mide, 6sefagus, nazofarenks,
mesane ve karaciger kanseri ile eksojen ve endojen NOB alimi arasinda kuvvetli bir iliski
bulunmustur. Yiiksek karbonhidratli diyetle beslenen kisilerde riskin obesite ile ilgili olabilecegi
de savunulmaktadir.

EPA, PAH’ m insam etkileyen kanserojenler arasinda yedinci sinifta oldugunu

belirtmistir, fakat diizenli olan Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarin avantajlart da vardir:



Halka sekilli benzer PAH’ lar DNA’da bulunurlar ve onlarin aslinda 4,5 milyon yil 6nce
diinyadaki yasamin basladigi zaman gelisebildiklerini biyologlar kendi aralarinda anlasarak
bilim diinyasina duyurmuslardir. Oyle ki yasamin biiyiik molekiillerin yapisinda bulunmaktalar,
PAH’ larin kimyasal siire¢lerin baslangicinda etkin rol oynadig: belirtilmistir.

Yar1 ugucu organik bilesiklerden olan ¢ok halkali aromatik hidrokarbonlar (PAH’ lar)
atmosfere girdiklerinde gaz ve partikiil fazda bulunabilirler ve uzak bolgelere taginarak islak
veya kuru ¢okelme yoluyla herhangi bir yiizeye (su, kara vs.) cokelerek atmosferden
uzaklasirlar. Atmosfer, PAH gibi antropojenik yar1 ucgucu organik bilesiklerin tasinima,
¢Okelmesi ve c¢evriminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Atmosferik ¢dkelme bu kirleticilerin
temiz gollere, korfezlere ve okyanuslara taginmasi sonucu énemli bir girdi olusturmaktadir. Bu
bilesiklerin atmosferik tasinmalari onlarin karakteristiklerine ve meteorolojik faktorlere baglidir.
Cevrede bircok PAH bilesigi vardir ancak bunlardan sadece 16 tanesi EPA’ nin oOncelikli
kirleticiler listesinde yer almaktadir [1]. PAH’ larin ana kaynaklar1 sabit ve hareketli olmak
lizere 2 kategoriye ayrilir. Sabit kaynaklari; evsel 1sinma, ¢Oplerin yakilmasi, kok tiretimi,
aliminyum {iretimi, demir ve ¢elik, petrol prosesi, asfalt iiretimi ve kullanimu, gii¢ ve 1s1 {iretimi,
orman ve tarimsal yanginlar olusturmaktadir. Hareketli kaynaklar1 ise motorlu tasitlarin egzoz
gazlar1 olusturmaktadir. Bu kirletici kaynaklarn her birinden atmosfere verilen PAH’ larin
tiirleri ve miktarlar farklidir.

Ik ¢aglardan beri et insanoglunun tiikettigi ana gidalardan biri olma &zelligini
tagimakta, sOyle ki; insan ve hayvan organizmasinin islevselliginin saglanmasi icin gerekli
proteinler en kolay et yoluyla alinabilir. Ancak her seyde oldugu gibi ette de fazla tikketimden
kacinmak gerekiyor. Yapilan caligmalar 6zellikle islenmis kirmizi et (sucuk, salam, sosis vs.)
titketiminin, kolon kanseri riskini arttirdigin1 kesin olarak kanitlamistir. 2005 yilinda 149.000
kisi tizerinde yapilan bir arastirmaya gore, yiiksek oranda islenmis ya da islenmemis kirmizi et
tilketen bireylerin, bu {irlinleri minimal diizeyde tiiketenlere gore % 30-40 oraninda kalin
bagirsak kanserine daha ¢ok meyilli oldugu saptanmigtir. 149.000 kisi arasinda islenmis et
iriinlerini en ¢ok tiiketen bireylerde kolon kanserine yakalanma riski % 50, rektum kanserine

yakalanma riski ise % 20 oraninda daha fazla bulunmustur.



Tablo 2.1. PAH’ larin saglik yoniinden sinir degerleri [2].

Kimyasal EPA Kanser Kronik Soluma Solunum Egilim
Simiflandirmasr® Referans Doz Faktorii
(mg/kg/giin) (mg/kg/giin)
Akrolein - 57x10° -
Antrasen - 3.0x 10-"® -
Benzen A - 29x 107
Benzo[a]antrasen B2 - 3.1x10'C
Benzo[a]piren B2 - 3.1x 107
Benzo[b]floranten B2 - 3.1x10'C
Benzo[k]floranten B2 - 3.1x 107
Karbon monoksit - 83x10™ -
Krisen B2 - 3.1x107°
Florenten - 40x 107" -
Formaldehit Bl - 4.6x 107
indeno[/,2,3-cd]piren B2 - 3.1x10'C
Solunabilen partikiil - 1.4x 107" -
madde (PM 3.5)
Fenantren - 3.0x 107 -
Piren - 3.0x 1077 -

RfD = Referans doz

AU.S.EPA karsinojen siiflandirmasi: A= insan karsinojeni; B1= Muhtemel insan karsinojeni (insanlarda
sinir deger); B2 = Muhtemel insan karsinojeni (hayvanlarda yeterli kanit var, insanlarda yeterli kanit yok
veya az miktarda kanit var).

(POral yolla maruz kalmadan ekstrapole edilen toksik degerler).

(“U.S.EPA Superfund Teknik Destekleme Merkezi).

( PACGIHR*TLV® den tiiretilen degerler).

(FLiteratiirden gelistirilen toksik degerler).

(FTemsili deger olarak piren toksik degerleri kullanildi ).

Tablo 2.2. Yaz aylarinda dogada meydana gelen yanginlardan dolay: maruz kalinan PAH miktari [3].

PAH PAH’ a Maruz Kalmanin 95% Giiven Arahg:
Geometrik Ortalama Degerleri (ng/m)
(ng/m’)
Antrasen 0.061 (0.005-0.152) 0.136
Benz[a]antrasen 0.015 (ND-0.034) 0.025
Benzo[a]piren 0.012 (ND-0.034) 0.025
Benzo[b] fluoranten 0.018 (ND-0.120) 0.053
Benzo[k]ﬂuoranten 0.004 (ND-0.014) 0.013
Benzo[ghi]peryilen 0.022 (ND-0.032) 0.027
Krisen 0.025 (ND-0.080) 0.048
Fluoranten 0.048 (ND-0.101) 0.256
Indeno-1,2,3-[cd]piren 0.016 (ND-0.042) 0.051
Fenantren 0.257 (0.013-0.869) 1.013
Piren 0.075 (ND-0.110) 0.162

ND = Tayin edilemedi




Tablo 2.3. PAH’ larin USEPA ve IARC tarafindan 6ngdriilen karsinojenik etkileri [4].

Polisiklik Aromatik Hidrokarbon | USEPA (1) IARC (2)
Asenaften N/A N/A
Asenaftalen D N/A
Antrasen D 3
Benz[a]antrasen B2 2A
Benz[a]piren B2 2A
Benzo[e Jpiren N/A 3
Benzo[b]fluoranten B2 2B
Benzo[g,h,i]perilen N/A 3
Benzo[/]fluoranten N/A 2B
Benzo[k]fluoranten B2 2B
Krisen B2 3
Dibenz[a,h]antrasen B2 N/A
Fluoranten D 3
Fluoren N/A 3
Indeno[/,2, 3-cd]piren B2 2B
2-Metilnaftalen N/A N/A
Naftalen D 3
Fenantren D 3
Piren D 3

1. USEPA: Birlesmis Milletler Cevre Koruma Dernegi
B2: Muhtemel insan karsinojeni

2. IARC: Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi

2A: Muhtemel insan karsinojeni

2B: Miimkiin insan karsinojen.

3: Siniflandirilmamis

N/A-Elde edilemedi



Tablo 2.4. Bazi PAH’ lar i¢in gercek etki degerleri [4].

Bilesik Etki faktorii
Asenaften NA
Asenaftalen NA

Antrasen NA
Benzo[a]antrasen 0.1
Benz[a]piren 1
Benzo[b]floranten 0.1
Benzo[g,h,i]perilen NA
Benzo[k]floranten 0.01

Krisen 0.01
Dibenz[a,/]antrasen 1

Floranten NA

Floren NA
Indeno[/,2,3-cd]piren 0.1
2-Metilnaftalen NA

Naftalen NA

Fenantren NA

Piren NA

NA — USEPA tarafindan gergek etki degerleri tam olarak tespit edilemediginden dikkate deger
karsinojen olarak siniflandirilmamistir.

2.1.3. PAH’ larin Kanserojen Etkilerinin Degerlendirilmesi

USEPA tarafindan PAH’ lar i¢in gelistirilmeyen kanser egilim faktorii, USEPA tarafindan
tavsiye edilen gercek etki degerleri kullanilarak degerlendirilebilir (Tablo 2.4). Bu degerler



matematiksel esitlik olarak iki yolla degerlendirilebilir. Ornegin, indeno/1,2,3-cd]piren igin 2
mg/kg olarak rapor edildigini kabul edelim.

Ik yaklasim, indeno[,2,3-cd]piren icin gercek etki degeri (Tablo 2.4° te 0.1),

benzo[a]piren (7.3 mg/kg/giin) icin egilim faktorii ayarlanarak bu bilesik i¢in bir kanser egilim
faktoriiniin tahmini i¢in kullanilir.
CSFi[1,2,3-cd]p = 0.1 x 7.3 (1/mg/kg/giin) = 0.73 (1/mg/kg/giin) Ikinci yaklagim, gergek etki
degeri (Tablo 4’ te 0.1) ile indeno[ /,2,3-cd]piren konsantrasyonunun (2 mg/kg, bu 6rnek i¢in)
ayarlanmasi i¢in, B[a]P’ nin egilim faktoriine uygulanabilen, benzo[a]piren denge
konsantrasyonu

B[a]Pdenge konsantrasyonu = 0.1 x 2 mg/kg = 0.2 mg/kg
olarak hesaplanir [4].

Pisirme islemi besinlerin tadini, kokusunu, rengini ve yapisimi degistirir. Degisik
pisirme yontemleriyle besinlerde meydana gelen degisiklikler farklilik gosterir. Ozellikle et gibi
yiiksek protein igeren besinleri pisirme teknikleri karsinojenlerin olusumu acisindan biiyiik
O6nem tasir. Bir bagka deyisle eti pisirme yontemi kanser olma riskini etkiler. Ette bulunan
zararli organizmalarin etkisiz hale getirilebilmesi i¢in yeterli pisirme 6nemlidir. Ancak yagda
kizartma, 1zgara ve mangal gibi etin yiiksek 1siya maruz kalmasma neden olan bazi pisirme
yontemleri nedeniyle kanserojenik etki gosteren heterosiklik amin molekiilleri meydana gelir.
Bu maddeler DNA’ ya zarar vererek kanser olusumuna neden olurlar. Kisik ateste kapali kapta
pisirme, buharda pisirme, haglama ve firinlama gibi pisirme teknikleri, kanser yapici
kimyasallarin olugsmasini minimize eder. Mangal atesinde pisen et, i1zgarada yandiginda
polisiklik aromatik hidrokarbonlar meydana gelebilir. Yiyecekteki yagin uzaklastirilmasi ve etin
yakilmamasiyla polisiklik aromatik hidrokarbonlarin tesekkiilii en aza indirilebilir. Odun atesi
dumaninda tiitsiilenmis balik yiyen Japonlardaki mide kanseri orani, bu aligkanliga sahip
olmayan insanlara gore ¢ok daha yiiksektir. Uzmanlar; yanmis, dogrudan mangal atesinde
pisirilmis gidalardan sakinarak, yemekleri giive¢ seklindeki kaplarda kendi suyuyla, kisik ateste
pisirmenin en iyi usul oldugu hususunda birlesmektedir. Ayrica etin {izerine yapisip yanan
yaglar da, benzer sekilde kansere sebep olur. Goriildiigii gibi lezzete fazla diigkiinliigiin bir
faturast var. Izgara etin gilizel kokusu, aslinda kanser yapict maddelerle doludur. Bu yiizden
1zgarayl, etleri yanlardan ve {istten 1sitacak (doner gibi) veya atesle dogrudan temasi olmayacak
sekilde aliminyum folyolara sararak, yagsiz tavada ve orta sicaklikta yapmak gerekir [5].

Mangal yapilirken uygulanan yanlis pisirme yontemleri, akciger ve sindirim sistemi
kanserlerine neden olabiliyor.
v' Saglikli mangal i¢in komiir koziiyle et arasinda en az 15 santimetrelik bir mesafe

birakilmasi gerekir.
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v" Mangal yapilirken uygulanan yanlis pisirme yontemleri, kanser yapict maddelerin
olugsmasina neden oluyor. Bu maddelerden biri olan polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAH’ lar) 1zgara, dumanlama ve kizartma islemleri sirasinda uygulanan yiiksek 1sil
islemlerde gidalarda olusuyor, mangalda pisirilen etlerde ise yiiksek diizeye ¢ikiyor.

v' Etin, odun atesinin alevine dogrudan tutulmasi durumunda yiiksek diizeyde, kor
izerinde pisirildiginde ise daha diisiik diizeyde PAH olusuyor.

v" Yiyeceklerin pigirilmesi sirasinda erimis yaglarin 1s1 kaynagi tizerine damlamasi sonucu
meydana gelen pargalanma ile de PAH olusumu artiyor ve etin {izerine birikiyor.
Hamburger, biftek, balik ve tavuk etlerinin yiiksek 1sida mangal atesinde pisirilmesi
sonucunda PAH icerikleri 6nemli 6l¢iide artiyor.

v Mangaldaki komiir ve komiir tozlar1, pigirilen besinlerin tizerine sinerek karsinojen etki
yapiyor; basta mide kanseri olmak {izere yemek borusu ve kalin bagirsak kanserlerine
neden olabiliyor. Ote yandan sicak havalarda bozulma riski yiiksek besinlerden et ve
iriinlerinin uygun kosullarda hazirlanmamasi ve pisirilmemesi, uzun siire bekletilmesi
sonucunda da besin zehirlenmesi meydana gelebiliyor.

v Mangalda pisirilmek igin tavuk eti gibi beyaz etlerin tercih edilmeli, eger kirmizi et
pisirilmek istenirse yagsiz olmasi ve i¢ine kuyruk yagi konulmamasi gerekiyor.

v" Yakit olarak alevsiz yanan ladin agac1 veya ¢am kozalaklari, tezek gibi kaynaklar
kullanilmamali, saf odun komiirii tercih edilmeli.

v' Etlere pisirilmeden 6nce terbiye isleminin uygulanmasi (siviyag, sirke, limon suyu, siit,
yogurt, tuz vb. olusan soslar) tercih edilmeli, bu islemde cay sekeri kullanilmamali.

v Cig veya pismis et ve et Uriinleri agikta veya oda sicakliginda birakilmamali, tiiketilene
kadar buzdolabi 1sisinda (0-4 °C) muhafaza edilmeli.

v Cig besinler ile pismis yiyecekler birbirine temas etmeyecek sekilde tizerileri kapali
olarak muhafaza edilmeli.

Kimi insanlar ekmegin kizarmis (yar1 yanik) veya yanmis kisimlarini sever, bazilar1 da
1zgara veya mangalda pismis etin lezzetine bayilir. Benzer sekilde bazi sekerli gidalar da yiiksek
sicakliklarda ‘karamelizasyon’ denen birtakim degisiklikler gegirerek daha lezzetli hale
gelebilir. Son 20 yil i¢inde gidalarin pismesi esnasinda meydana gelen degisiklikler {izerine
cesitli arastirmalar yapilmig; karbon, hidrojen, oksijen ve azottan yapilmig ‘organik gidalar’
olarak bilinen protein, yag ve karbonhidratlarin 1sindikga ne gibi maddelere doniistiigii
hususunda bir¢ok bilimsel ¢aligma yapilmigtir. Bugiin geldigimiz noktada yanik gidalarin kanser
meydana getirme potansiyeline sahip (karsinojen) ¢esitli maddeler ihtiva edebildigi
anlagilmigtir. Yanik yiyecekler sebebiyle kanser gelisme riski, yenilen yiyecegin miktarina ve

karsinojen maddelerin yanik gidada hangi nispette bulunduguna baghdir. Arastirmalara gore,
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gidanin muamele edildigi sicaklik ve muamele siiresiyle yiyecekteki karsinojen madde arasinda
paralellik vardir.

Sigara icenlerde dumanin gegtigi yollar olmas1 sebebiyle girtlak ve akciger kanseri fazla
goriiniirken, yanik gidalarin yol actig1 kanserler ise daha ¢ok sindirim organlarinda goriliir. Zird
sindirim organlar1 gidalardaki karsinojen maddeyle daha fazla temas etmektedir. Yanik gida
tiketimi agiz, bogaz, mide, ince bagirsak ve hususiyle kalin bagirsak kanseri riskini
yiikseltmektedir. Yanik yiyeceklerde bulunan karsinojen madde gruplarindan biri polisiklik
aromatik hidrokarbonlardir. Yiyecegin yanmasiyla ortaya ¢ikan dumanda polisiklik aromatik
hidrokarbonlar bulunabilir. Yiyecegi muhafaza etmek veya gidaya lezzet katmak i¢in bu duman
kullanilirsa, polisiklik aromatik hidrokarbonlarin bir kismu yiyecege gecebilir. Yiyecekteki
yagin uzaklastirilmasi ve etin yakilmamasiyla polisiklik aromatik hidrokarbonlarin tesekkiilii en
aza indirilebilir.

Giiniimiizde kanser gelisiminin kimyasal bilesiklerle Onlenmesi (kemoterapi) kanser
kontrol yontemi olarak giderek artan bigimde dnem kazanmaktadir. Kanser gelisimini dnleyen
kimyasal bilesikler, ilag halinde ya da diyet icerisinde tabii orijin bilesikler halinde bulunurlar.
Cevre ve endiistride ¢ok sayida bilesik insanlarda genotoksik etkileri indiiklemektedir. Insan
viicudu bu toksik etkileri gesitli enzim sistemleri aracilifiyla detoksifiye ederek Onlemeye
caligmaktadir. Ancak bu tip kimyasallara maruziyetin artmast durumunda karsinojenik ve
mutajenik sonuglar ortaya cikmaktadir. Karsinojen ve mutajenlere maruziyet sonucunda
hiicrede DNA igeren farkli olusumlar ortaya ¢iktigi icin bu olusumlar1 kullanarak mutajenik ve
karsinojenik bilesiklerin genotoksisitesini belirlemek miimkiindiir. DNA’ da hasar olarak
tammlanan genotoksik etki kanser baslatici bir mekanizma olarak kabul edilmektedir. Bu
nedenle gelistirilen ¢esitli yontemler ile DNA’ daki hasarin saptanmasi ileride olusacak kanser
olaylarinda riskin belirlenmesinde yardimci olabilmektedir. Antimutajen ve antikarsinojenlerin
giinlik yasamda yaygin kullammminin kanser ve genetik hastaliklart onlemek igin etkili
olabilecegi one siiriilmektedir. Epidemiyolojik c¢alismalar, yesil sebze ve taze meyve igeren
bilesiklerin tiiketiminin insanlar1 kansere karsi korudugunu gostermektedir. Insanlar, giinliik
yasamlarinda ¢ok sayida kimyasal karsinojen ve mutajenlere maruz kalabilmektedirler. Bunlar
arasinda antineoplastik ilaglar, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), aromatik aminler,
nitrozaminler, metaller, radyasyon bulunur. Insan viicudu bu tip kimyasal bilesiklere kars1 ¢ok
cesitli savunma mekanizmalar1 gelistirmesine ragmen bu kimyasal bilesiklere karsi giderek
artan maruziyet nedeniyle, mutajenik ve/veya karsinojenik 0Ozelliklerini baskilayabilecek
nitelikte diger bilesiklerin belirlenmesine ve kullanilmasina gerek vardir [6].

Yiyeceklerin igerisinde yaklasik 100 polisiklik aromatik hidrokarbon belirlenmistir. Bu

bilesiklerin biiylik ¢ogunlugunun mutajenik ve/veya karsinojenik olmasi nedeniyle Onemi
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biiyiiktiir. Yiyeceklerdeki PAH kontaminasyonunun pirolizis ve petrol ile katran {irlinleri ile
temas olmak iizere iki kaynag1 bulunmaktadir.

Yag damlamasiyla, agik alevler iizerinde et ve balik iiriinlerinin kizartilmasi pirolizasyona
ve diyet kokenli PAH olusumuna neden olmaktadir. Gidanin direkt alevle temasi durumunda
PAH miktar1 daha da yilikselmektedir.

PAH bilesikleri, endiistriyel {iretim yapilan bdolgelerdeki kirli hava bilesenlerinin
bitkisel iiriinler lizerindeki birikimi sonucunda tahil, sebze ve meyvelerde bulunabilmektedir.
Ayrica insanlarin yasadiklar1 alanlardan uzak topraklarda dahi bitkilerin ¢iiriimeleri sonucunda
bazi PAH bilesiklerinin olustugu belirlenmistir. Uzerinde en ¢ok calisilan ve hayvan
denemelerinde kanserojen 6zellik gosterdigi saptanmis olan PAH bilesigi benzo[a]piren ile bazi
amino asitlerin pirolitik iiriinleri bu sinifa girmekte, bu bilesikler 1zgara et, balik, mantar gibi
gesitli gidalarda ng/g diizeyinde bulunabilmektedirler. Yapilan ¢ok sayida calismada bu
maddelerin mutajenik &zelliklerinin giiglii, ancak kanserojen etkilerinin ise zayif oldugu

bildirilmektedir.

Sekil 2.1. Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin tipik bir gosterimi [7].
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Sekil 2.2. Hegza-peri-hegzabenzo[bc,ef,hi,kl,no,qr]coronen’ den tiiretilen hegza-t-biitilin kristal yapisi
[7].

Aromatik halkalarin birbirlerine kaynagmasi sonucu olusan PAH’ lar hetero atom veya
siibstiitient grubu bulundurmayan atmosferde biriken yaygin organik kirleticilerdir. Bu
bilesiklerden bazilariin karsinojen oldugu bilinmekle beraber birgogu ciddi saglik problemleri
olusturmaktadir. Tiitsii, sigara, yag, dizel, komiir, odun, katran gibi karbon igeren yakitlarin tam
olarak yanmamasinin sonucu olusan oncelikli formlardir. Steroidlerin aromatik hidrokarbonlara
doniisiimii gibi dogal iirlin molekiillerinin kimyasal doniisiimii ile ham yaglarda PAH' lara
doniistirler. Komiir yanmasi, motor yakitlarinin yanmasi ve orman yanginlari sonucu olusan

PAH’ lar birbirinden farklidir.
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Tablo 2.5. Bazi PAH bilesikleri [8].

Bilesik ad1 Bilesigin geometrisi Bilesik ad1 Bilesigin geometrisi
Antrasen ; j EI ; Benzo[a]piren Y

Krisen o Koronen
LT :;; P N W S
Koranolen ") = Naftasen [ ] [ ]
e . o __.."-'-\.__H;g:'
Naftalen Pentasen I 1 ] [ ]
fenantren P A Piren
-.'\. :Z::- % 4
™
. . _}_{I i
Trifenilen I N Ovalen [ .

Petrol ve petrol tiirevleri olan PAH’ lar, kullanim sirasindaki hatalar ve ihmaller
sonucunda, petrol dokiilmesi ve fosil yakitlarinin tamamen yanmadan cevreye bulasan 3.
sinifina dahildirler. Sucul ve karasal ekosistemlerde uzun siire kalabilen cevresel bilesikler
simifindandirlar. Diinyada, ¢ogu antropojenik kaynaklardan olmak iizere yilda 1.7-8.8 milyon
metre kiip petrol iretildigi ve bunun biiyiik bir kismmin zararli bir sekilde tekrar cevreye
dondiigii bilinmektedir [9]. Cevreye dokiilen PAH kirliliginin etkisi kisa veya uzun siireli
olabilir. Uzun siireli etki heniiz tam bilinmemekte ama kisa siireli etki oldukca iyi
aydmlatilmigtir ve bu etki havasiz birakma ve zehirlenme seklindedir. Havasiz birakma 1s181n
gecisini azaltma, ¢0ziinmiis oksijeni azaltma, deniz kuslarina zarar verme seklinde zarar verir
[10-11].

Cesitli kaynaklardan dogaya verilen ve sonunda deniz ve okyanuslara ulasan PAH’ larin
bir kismi ¢esitli olaylar sonucunda zamanla gozden kaybolurlar. Bu kirlenmenin bittigini
gostermez. Hidrofobik &zelliklere sahip olan PAH’ lar suda ¢oziinmeyip sadece dagilirlar ve
siispanse olmus partikiilleriyle suyu sararlar [12]. Su ortamlarinda ¢okmelerinin bir sonucu
olarak gol, nehir ve okyanuslarda biiyiik PAH sedimentleri olusur. Deniz sedimentlerindeki

PAH konsantrasyonu 100-100.000 ng/g olabilmektedir [13]. Sahil ekosistemlerinde yaglarin

15



varliginin anlagilmasinin biiylik bir 6nemi vardir. Bu ekosistemlerdeki PAH seviyeleri insan
sagligini bozar ve denizde kurulu olan organizmalarin denge profilini bozar.

Deniz yiizeyine diisen PAH’ larin % 25’ i bir giin igerisinde buharlasirlar. Kalan biiyiik
bir kismu emiilsiyon haline doniisiir ve kiigiik tanecikler halinde suya karigirlar. Taneciklerin
agir metal icermeleri ise dibe ¢okerek yeni problemlerin dogmasina zemin hazirlamaktadirlar.
Petroliin bir kism1 emiilsiyon haline gelmeden fotolitik olarak, bir kismida mikroorganizmalar
tarafindan pargalanir. Denizlerdeki mikroorganizmalar gii¢lii PAH parcalayicilaridir.

PAH’ lar fotooksidasyon ve kimyasal oksidasyon yollartyla par¢alanirlar. Ancak biyolojik
transformasyon PAH’ larin dogadan temizlenmesinde hakim duruma gelmistir. PAH’ larin
dogal mikroorganizmalar tarafindan biyolojik olarak parcalanmalari, ¢evrenin petrol ve diger
kirliliklerinden temizlenmesinde birincil mekanizmadir [9]. Hem prokaryotik hemde &karyotik
par¢alanma mekanizmalari, PAH halkalarina enzimatik tutunmanin baslamasi i¢in biomolekiiler
oksijenin varligina ihtiya¢ duyar [14]. Bununla birlikte, birgok bakteri kiigiik molekiil agirlikli
PAH’ lar1 karbon ve enerji kaynagi olarak kullamirlar [15,16]. PAH’ larin bakteriyel
parcalanmalar1 biyokimyasal ve genetik olarak gergceklesmektedir [17-19]. Bu yollar igin ekstra
kromozomal gen lokasyonlar1 mevcuttur. Bu giine kadar naftalen [20] fenantren [21] ve
anthrasen [15] gibi cesitli PAH’ larin bakteriler tarafindan parcalanmalar c¢alisilmistir.
Naftalenin bir plazmitte mevcut olan genlerin kodladigi enzimler tarafindan parcalandig
bulunmustur [20]. PAH’ larmm parcalanmasi gibi bazi metabolik fonksiyonlar plazmidlerde
kodlanan genler tarafindan gergeklestirilir [19-23].

Organik maddelerin pirolizi veya tam yanmanin olmamasi sonucu olusan PAH’ lar iyi
bilinen insan karsinojenleridir. Aragtirmalar bu bilesiklerin karsinojenik potansiyellerinin yani
sira immiinotoksik etkilerinin de oldugu ortaya koymaktadir. Immiinotoksik potansiyelleri
hayvansal calismalarla ortaya konulmakla beraber insanlardaki etkileri hakkinda oldukc¢a sinirl
bilgi vardir. PAH’ lar tiimor baslatici, gelistirici ve ilerletici oOzellikleri olan giicli
karsinojenlerdir. Deney hayvanlarinda yapilan caligmalarda bu maddelerin immiin sistemi
iizerinde baskilayici olduklarimi ortaya ¢ikarmistir. Karsinojenik potansiyellerinin yiiksek olusu
da bu immiinotoksik etkilerine baglanmaktadir. PAH’ lar hem hiicresel hemde hiimoral
immiiniteyi inhibe etmektedir. Ozellikle benzo[a]piren (BaP), 3-metilkolantren (3-MC) ve 7,12-
dimetilbenzo[a]antrasen (DMBA)’ in invivo olarak hayvan modellerinde ve periferal kan
hiicreleri ile yapilan invitro testlerde ¢ok yiiksek derecede immiinotoksik oldugu saptanmistir
[24]. Ozellikle hiicresel immiin fonksiyonlar PAH’ lar tarafindan modiilasyona hassastir ve
cesitli aragtirmalar PAH’ larin mitojenlere T hiicre yanitlarini, gecikmis tip yiiksek duyarl
reaksiyonlarini, NK ve sitotoksik T hiicreleri aktivitelerini, timdr ve patojenlere konakgi

direncini baskiladigini dogrulamaktadir [25].
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Epidemiyolojik veriler, endiistrilesmis iilkelerde tiim kanser Oliimlerinin % 4’ iiniin
nedeninin mesleki maruz kalinan kimyasal karsinojenler oldugunu gostermektedir. Bu
karsinojenler i¢inde PAH’ lar etkiledikleri is¢i sayist ve etkinlik yoniinden ilk siray: alirlar.
PAH’ lardan 11 tanesi Uluslararasi Kanser Arastirma Kurumu (IARC) smiflandirmasinda
karsinojenik olarak tanimlanmaktadir [26].

Mesleki olarak PAH’ lara baslica; kok komiirii, grafit elektrot, katran ve {iriinleri, karbon
siyah1 ve bitlimenin elde edilmesi ve kullanilmasi esnasinda maruz kalinmaktadir. Diger
mesleksel maruz gruplar ise baca temizleyicileri, araba tamir atdlyelerinde calisanlar ve trafik
polisleridir. NIOST ( The National Institute for Occupational Safety and Healt), Amerika
Birlesik Devletlerinde sadece yol yapimi (asfaltlama), cati kaplama ve biriket yapiminda
kullanilan bitiimene 2 milyon civarinda is¢inin maruz kaldigini tahmin etmektedir [27].

PAH bilesikleri, endiistriyel iiretim yapilan bolgelerdeki kirli hava bilesenlerinin bitkisel
iiriinler iizerindeki birikimleri sonucunda tahil, meyve ve sebzelerde bulunabilmektedir. Diger
taraftan et ve et {rlinlerinin kavurma, dumanlama ve izgaralama uygulamalar1 gibi igleme
prosesleri de gida firiiniinde Ozellikle direkt alevle temasta PAH olusumunu 6nemli Olgiide
arttirmaktadir.

Akciger kanserinin birincil nedeni sigara igiciligidir. Sigara dumaninin karsinojenik
etkisi, karsinojenlerin DNA’ ya ulagsmasi, DNA’ da hatali kodlama ve mutasyon olusmasina
baghdir. Sigara; karsinojenler, kokarsinojenler (kendileri karsinojen olmayan ancak diger
maddelere karsinojen o0zellik kazandiran) olmak {izere binlerce madde igerir. Sigara
dumanindaki major bilesenlerin basinda polisiklik aromatik hidrokarbonlar gelmektedir, bu

stray1 aromatik aminle, nitr6zaminler, piridin alkoloidler ve radyoaktif bilesenler izlemektedir.
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2.1.4. PAH Bilesiklerinden Antrasen ve Ozellikleri
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Sekil 2. 3. Antrasenin molekiil geometrisi.

Tablo 2.6. Antrasenin genel 6zellikleri

Genel ozellikleri

Molekiil formiilii Ci4Hyo

Molekiil agirlig 178.23 gr/mol

Faz Kati

Yogunluk 19.85°C’ de 1.25 g/em?, kat1
220 °C’ de 0.969 g/cm?, siv1

Erime noktasi 218 °C, 491 K, 424 °F

Kaynama noktasi 340 °C, 613 K, 644 °F

Diger ¢oziiciilerde ¢oziiniirlikleri Su: Coziinmez

Metanol: 0.0908 g/L
Hegzan: 1.64 g/L

Gorlintigii Acik kahverengi

Avrupa risk siniflandirmast Tahris edici
Cevre i¢in tehlikeli

Ug benzen halkasinin yanyana kaynasmasindan meydana gelen polisiklik aromatik
hidrokarbon olan antrasen komiir katranindan sentezlenir. Antrasen alizarin kirmizisinin suni
olarak tiretilmesinde kullanilir. Ayrica keresteleri korumada, bdcek ilaci ve kaplama maddesi
olarak da kullanilmaktadir. Antrasen renksizdir fakat ultraviyole 1181 altinda (400-500 nm’ de)
mavidir. Elbs reaksiyonu ad1 verilen diarilketonlara siibstitiie olan o-metil veya o-metilen’ in

siklodehidrasyonu ile antrasen laboratuarda elde edilir.

2.1.4.1. Antrasenin Reaksiyonlari

Antrasenin UV 1518min sacilmasiyla fotodimeriz olabilme yetenegi vardir.

: (1T e L
hv, /A g’ Q

[4+4] sikloeklemeden olusan iki kovalent bagla birlesirler. Dimer termal olarak veya 300 nm’

nin altindaki UV sagilmasiyla tekrar antrasene doniislir. Antrasenin geri doniisiimlii baglanma

ve fotokromik ozellikleri poli ve monosiibstitiie antrasen tiirevlerinin kullanilmasinda bir¢ok
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potansiyel uygulamalarin temelidir. Reaksiyon oksijene karst duyarhidir. Antrasenin diger
reaksiyonlarinin ¢ogunda, yliksek reaktiflie sahip oldugundan merkez halka amaglanmistir.
Antrasenin merkez halkasinin 9 ve 10 nolu karbonlarinda elektrofilik siibstitiisyon meydana

gelir, oksidasyonu sonucu antrekinon (C,;HgO,) olusur.

0

cano. OIS

o

Organik bir yar iletken olan antrasenin emisyon spektrum pikleri 400-440 nm araligindadir

[28].
2.1.4.2. Antrasenin Toksisitesi

1. Antrasenin deriyle temas: tahrise neden olur, solunmasi durumunda ise mutajenik etki
gosterir.

2. GOz ile temast halinde ciddi tahribatlara ve gézlerin kanlanmasina sebep olur.

3. Solunum yolunda tahribata yol a¢ip akciger bronscuklarinda zedelenmeye yol acar.

4. Genetik degisimlere yol agarak mutasyona sebebiyet vermektedir.

5. Hayvanlar iizerinde yapilan ¢aligsmalar sonunda kansere yol a¢tig1 rapor edilmistir.

6. Alerjiye neden olup derideki kahverengi pigmentlerin kiigiilmesine, deride sivilcelerin
cikmasina ve beraberinde deri kanserine neden olmaktadir.

7. Antrasen genellikle biinyesinde akridin, kirletici olarak barindirir ve bu bilesende antrasen
gibi deri ve goz alerjisine, derinin tahris olmasi neden olur.

8. Antrasene maruz kalma durumlarinda eger direkt giines 1s18indan sakinilmazsa deride ciddi
sekilde lekeler meydana gelir, yani giines sinerjistik etki gdstermektedir.

9. Ekolojik olarak hayvanlarin (balik, kus gibi) ¢ogunda dliimlere, bitkilerde ise diisiik oranda
yeserme veya bitki 6liimlerine neden olur.

Antrasenin sudaki ¢oziniirliigii dikkate alimmayacak kadar kiicik olup (litredeki
¢Oziiniirliligi 1 mg veya daha diisik miktardadir) sudaki yarilanma omrii 20-200 giin
arasindadir. Antrasen etlerden, iceceklerden veya hava atmosferinden organizmaya geger ve
cesitli doku ya da organlarda birikir, ¢iinkii biyolojik olarak birikme 6zelligine sahiptir. Suda
yasayan canlilarda yapilan birgok arastirmada ve Ozellikle baliklarda tespit edilen antrasen

miktart sudaki miktarindan ¢ok daha fazla bulunmustur.
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2.1.5. Benzo[a]antrasen ve Ozellikleri

Tablo 2.7. Benzo[a]antrasenin genel 6zellikleri.

Genel ozellikleri
Molekiil formiili CisHpz
Molekiil agirligt 228.28788 g/mol
Faz Kati
Yogunluk 1.274 g/em?
Erime noktasi 162 °C
Siiblimlesme noktasi 435 °C
Buhar basine1 (20 °C’ de) 292 Pa

Benzo[a]antrasen organik maddelerin tam yanmamasi sonucu olusan polisiklik aromatik

hidrokarbondur. Benzo[a]antrasen = molekiiliinde

‘ aromatik halkanin diizeni ile karsinojen 6zellikler ile
.‘ ciddi bir korelasyon vardir. Polisiklik aromatik
O hidrokarbonlar ve metabolitlerinin bir kismi

makromolekiiler hiicreler ile, DNA iceren hiicreler,
etkilesip reaksiyona girdigi bilinir ve bu reaksiyonlarda da bu bilesenlerin toksikligi ve
karsinojenligi hakkinda bilgi verir. Oksitlenmis benzo[a]antrasen enzimler ile karigik
oksidasyon reaksiyonlar1 verebilir ve bu durum benzo[a]antrasenin sudaki ¢oziiniirliiglini
arttirir. Bu ¢dziinmenin artmasi ile idrar salgist miktar1 artar. Bu oksidasyon olayinin mindr bir
bileseni olan diol epoksitler DNA ile direkt ve hizli bir sekilde reaksiyona girerler ve yiiksek
karsinojenik etki gosterirler
Benzo[a]antrasen ve benzer polisiklik aromatik hidrokarbonlarin toksik etkisi oncelikle
dokulara yonelik olup hiicrelerin ¢ogalmasini kontrol altina almakla baglar. Hayvanlar iizerinde
yapilan calismalar, polisiklik aromatik hidrokarbonlara maruz kalma hamatopoietik sistemi
hasara ugratip, agraniilositoz kadar hizli ilerleyen anemiye sebep olabilir. Ayrica lenf sistemi
tizerinde ciddi tahribatlara yol agabilir. Oral ve parenteral olarak maruz kalmalarda birgok etki
goriilmiistiir. Benzo[a]antrasene maruz kalmakla ilgili oncelikli kaygi onun potansiyel bir
karsinojen oldugudur. Insanlarda karsinojen etkinin direkt kaniti olmamakla beraber
benzo[a]antrasen, bilinen diger polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi komiir katrani, is,
mikrodalga pisirme ve sigara tiitlinlinlin bir bilesenidir. Hayvanlarda ise bu bilesenin

karsinojenik etkisinin yeteri kadar kaniti mevcuttur. Farelerin oral olarak benzo[a]antrasene
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maruz kalmasinin sonucunda ¢esitli yasamsal sistemlerinde bir¢ok hasar meydana gelmistir ve
bu etkilerin sonunda karsinojen oldugu, insanlar i¢in ise muhtemel karsinojen oldugu ilgili
saglik kuruluslar tarafindan rapor edilmistir [29].

2.1.6. Benzo[a]piren ve Ozellikleri

Tablo 2.8. Benzo[a]pirenin genel 6zellikleri.

Ozellikleri
Molekiil formiilii CyH
Mol kiitlesi 252.31 g/mol
Yogunluk 1.24 g/cm?
Erime noktas1 179 °C
Kaynama noktast 495 °C

Benzo[a]piren, CyoH,,, bes halkali bir polisiklik aromatik hidrokarbon
olup ¢ok yiiksek karsinojenik ve mutajenik etkiye sahiptir. Kat1 olan
kristal yapist sari renklidir. 300-600°C sicaklik araliginda tam
yanmanin olmadigi durumda olusan bir {riindiir. 19. ylizyilda
Ingiltere’de endiistri calisanlarinda gériilen cilt kanseri vakalarmin arastirilmasi sonucunda
tespit edilmistir. 20. yiizyilda ise canlilarda yapilan laboratuar arasgtirmalarinda kotii huylu ur ve

tiimor olusturdugu bulgularina varilmstir.
2.1.6.1. Benzo[a]piren Kaynaklar
1. Izgarada pisirilen gidalarda
2. Otomobil eksoz dumaninda (6zellikle dizel motorlu tasitlarda)
3. Sigara titiinlerinde
4. Komiir katran1 6ncelikli benzo[a]piren kaynaklaridir.
2.1.6.2. Benzo|a]pirenin Toksisitesi
Kanser ile benzo[a]piren arasindaki iliski son 30 yilda ¢ok genis bir arastirma alani

olmustur. Ozellikle insanlarda spesifik benzo[a]piren kaynaklari ve kanser arasinda bag

kurmak, risk miktarini tespit etmek zordur. Yapilan bir arastirmada sigara icen kisilerde vitamin
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A ve anfizem arasinda bir iligkinin oldugu tespit edilmistir [30]. Farelerde yapilan bu ¢alismada
vitamin A miktarim diislirdiigi tespit edilmistir.

1996’ da yapilan baska bir ¢alismada sigara tiitlinii ile akciger kanseri arasinda ciddi ve
acik kanitlarin oldugu rapor edilmistir [31]. Sigara tiitiiniinde bulunan benzo[a]piren akciger
hiicrelerinde genetik hasarlara ve disi timdriiniin akciger DNA’ sinda tahribatlara yol actigi
bilinmektedir.

2001 Ulusal Kanser Enstitiisiiniin yaptig1 bir ¢alismada 1zgarada pisirilen 6zellikle
biftek, derisi olan tavuk ve hamburger gibi gidalarda benzo[a]piren miktarinin yiiksek oldugu
bulunmustur. Japon bilim adamlar1 pismis etlerin mutajenler ve DNA’ nin yapisin1 bozabilecek
kimyasallar i¢erdigini tespit etmisler. Gida toksinlerinden korunmak igin normal ihtiyaglardan
dolayr stikrom P450 gibi detoksifikasyon enzimlerinin aktiviteleri sindirim sisteminde artar.
Boylece birgok durumda benzo[a]pirenin az miktarlar1 kana gegmeden 6nce sindirim enzimleri
tarafindan metabolize edilir fakat akcigerler bu sekilde korunma sansina sahip degiller.

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada stikrom P450 1A1 (CYP1A1) ve stikrom P450
IB1(CYP1BI1) koruyucu ve benzo[a]pirenin toksisitesini dnlemek i¢in gereklidir. Cesitli fare
tirlerinde CYP1A1 ve CYPIBI1 uzaklagtirmasi ile ilgili yapilan deneysel c¢alismalarda;
CYPIAL’ in memelileri diisiik dozlardaki benzo[a]pirenden korudugu ve yiiksek dozlardaki
benzo[a]pirenin biyolojik olarak birikmesini onledigi goriilmiistiir. Toksik olan benzo[a]piren
CYPIB1 ile wuzaklastinlmamas1 durumunda benzo[a]piren-7,8-dihidrodiol-9,10-epoksit
formunu alip DNA’ ya direkt saldir1 yapacak hale gelir [32].

2.1.6.3. Benzo[a]pirenin DNA ile Etkilesimi

Sekil 2.4. Benzo[a]pirenin diol-epoksit kimyasal yapist [33].
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Sekil 2. 5. Mutajen olan benzo[a]pirenin DNA ile etkilesimi [33].

Diol-epoksit formu alan benzo[a]piren niikleofilik guanin niikleo bazina N2 pozisyonunda
kovalent olarak baglanir. X-ray kristalografik ve NMR yap1 c¢aligmalar1 bu baglanmanin ¢ift
sarmalli DNA’ nin yapisini bozdugunu gostermistir. DNA’ nin eslenmesini bozan ve
mutasyonlara neden olan bu durum kanser olusumu olarak agiklanir. Bu etkinin mekanizmasi
aflatoksinin mekanizmasi ile benzerdir ve guaninin N7 pozisyonuna baglanirlar [34, 35].
Benzo[a]piren diol epoksit spesifik olarak koruyucu p53 genini hedef alir. Tiimor yok edici
6zelliginden ve hiicre yenilemesini diizenleyen bu gen bir transkripsiyon etki genidir. p53 geni
icinde timinin guaninle yer degistirmesi benzo[a]piren diol-epoksiti bazi hiicrelerin tiimdri
durdurma yetenegini inaktive ederek kansere neden olur [36].

Benzo[a]piren li¢ enzimatik reaksiyonun sonunda karsinojen etki gosteren diol-epoksit formuna
geger.
1. ilk asamada benz[a]piren-(+)-benzo[a]piren—7,8-dihidrodiol igeren cesitli {iriinleri sitokrom
P4501A1 ile oksitlenir [37].
2. Ik asamada olusan bu iiriinler (-)-benzo[a]piren—7,8-dihidrodiol halkasinin agilmas: ile
epoksit hidrolaz ile metabolize edilir.
3. Benzo[a]piren—7,8-dihidrodiol-9,10-epoksit iiriiniin sitokrom P4501A1 bir baska
reksiyonundan sonra nihai karsinojen form alan benzo[a]piren, DNA’ ya kovalent baglar ile
baglanir.

Benzo[a]piren sitozol’ da AHR (aril hidrokarbon reseptor) ile sitokrom P4501A1
(CYP1A1) baglanmasina neden olur. Baglanma tlizerinde aliciya doniistiigii yerde cekirdek,
ARNT (aril hidrokarbon c¢ekirdeksel yer degisrici reseptor)’ ye dimerize olur ve daha sonra

DNA’ daki baz1 genler ksenobiotik cevap elementleriyle baglanirlar. Bu basamaklar CYP1A1

23



proteini Uiretiminin artmasiyla bazi genlerin transkripsiyonunu arttirir  [38]. Bazi
polikloronatbifenil ve dioksinler ile CYP1Al’ in indiiklenme basamaklar1 benzerdir. Son
zamanlarda benzo[a]pirenin insanlarda aktif yer degistirici oldugu saptanmistir [40]. Farelerin
benzo[a]pirene maruz kalmasiyla olusan mide tiimérii ig¢in EPA tarafindan 7.3 (mg/kg/giin)”
olarak hesaplanmustir [40]. Soluma ile alinan benzo[a]piren risk miktar1 6.1 (mg/kg/giin)"
olarak hesaplanmustir [41].

2.1.7. Piren ve Ozellikleri

Tablo 2.9. Pirenin genel 6zellikleri.

Genel Ozellikler
Molekiil Fomiilii CieHio
Molekiil kiitlesi 202.25 g/mol
Gortiniimi Reksiz kat1 (birgok drnekte sar1 renkli safsizlik

olarak eser diizeyde bulunur)

Yogunluk 1.271 g/ml

Erime noktas1 145-148 °C (418-421 K)
Kaynama noktast 404 °C (677 K)

Sudaki ¢oztniirligi 0.135 mg/1

Temel riski Tahris edici

Faz davraniglari Kati, siv1, gaz olabilir

Piren, dort benzen halkasinin kaynasmasindan meydana gelen bir polisiklik

O aromatik hidrokarbon olup diiz bir aromatik yapiya sahiptir. Piren benzen
Q Q halkalarinin kaynasmasi sekli itibariyle polisiklik aromatik hidrokarbonlar
. icinde en kiiciik ylizeye sahiptir. Organik maddelerin tam yanmamasi sonucu
olugan bu bilesik, benzer bilesikler gibi komiir katranindan izole edilebilir. Bir¢ok rezonans
yapiya sahip olan piren bu grubun bir diger dort benzen halkali liyesi olan florenten ile

izomerdir [42].
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Sekil 2.6. Enzimatik reaksiyonlar sonucu dokularda piren diol-epoksit formu (a) cis-4,5-dihidro-4,5-
dihidroksipiren (PYRAHD); (b) piren-4,5-dion (PYRQ) [43].
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Sekil 2. 7. Labaratuar ortaminda piren ile RNA etkilesmesi basamaklari [44].

Laboratuar kosullarinda pirenin RNA ile direk etkilestirilmesi sonucu bazlar ile kovalent bag
olusturmaktadir.
Sekil A’ da isaretlenmis pirendeki {iridin niikleotit ile birlesir.
Sekil B’ de piren tirevi gosterilmistir. Piren ile niikleotitlerin yar1 zincir eslesmeleri
gosterilmistir. Bu eslesmenin her biri 2-amino grubu ile amin baglari ile olur. Bu tiirevler riboz
halkasi ve piren arasindaki 2. ve 10. hidrojensiz atomlar arasindadir.
Sekil C’ de 4-siilfo-2,3,5,6-tetraflorofenil (STP) esterleri verilmistir [44].

Piren boyalarin, pestisitlerin (bdcek oOldiiriicli), farmasotdklerin, plastiklerin yapiminda
ticari olarak kullanilir ve fluoresans spektroskopi i¢cin molekiiler prob olarak ¢ok biiyiik bir
oneme sahiptir. Yiiksek bir kuantum verimine sahip olup etanolde (273 K’ de) yarilanma 6mrii

410 salisedir. Pirenin fluoresans emisyon piki solventlerin polaritesine karsi ¢ok duyarhidir, bu
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yiizden cevresel solvent tayininde prob olarak kullanilir. Piren dimerik bir yap1 benimser ve
molekiiler dizilimi sandivi¢ ¢ifti bigimindedir. C2h simetrisine sahip bu molekiil ¢oziiciilerde
dimerik bir yapi sergiler [45-48].

Hayvanlar tizerinde yapilan ¢aligmalarda piren ile beslenen farelerde bir bobrek hastalig
olan néropatinin gelistigi rapor edilmistir. Ayrica fare bobreginin agirliginda bir azalma ve
karaciger agirliginda bir artmanin oldugu goriilmiistiir. Aym1 zamanda kanda kiigiik degisimler
gozlenmistir [49, 50].

Yiiksek dozlarda solunan dizel motorlu tasitlarin egsoz gazlari akciger tiimoriini meydana
getirmekle beraber insanlarda olasi kanser nedeni olarak riskli bir bilesendir. Nitropiren dizel
motor egsoz gazlarindan olusan ve viicutta direct DNA ile etkilesen yliksek metabolizma
aktivitesine sahiptir. DNA’ nin normal isleme basamaklarinda gesitli hatalara neden olarak
replikasyon hatalarina veya mutasyona sebep olabilmektedir. Ortamdaki pirenin varliginda
nitropirenin metabolitik etkisi artmaktadir. Eger piren deriye temas ederse ve giinesten
korunulmazsa pirenin tahris edici etkisi daha da artar, deride ciddi bir bigimde lekelenmeler

goriiliir [51].

2.2. Literatiirde PAH’ lar ile ilgili Yapilan Baz1 Calismalar

Christoper ve arkadaslar iki deniztarag: tiirli olan, Mya arenaria ve Protothaca steminea
canlilarin1 kii¢iik bir cam akvaryum icinde 1-hidroksi piren ve pirene maruz birakmislar.
Deniztaraklarimi1 1-hidroksi piren ve pirene maruz birakildiktan 10 giin sonra bu canlilarin
dokular1 ve deniz suyu HPLC, fluoresans spectroscopy, HPLC-ESI-MS, GC-MS ve 'H NMR
spektrometrileri kullanilarak analiz edilip pirenin metabolizmasi arastirilmistir. Bu ¢alismada
piren metabolitleri her iki deniztaragi tiiriinde iiretildi. Bu metabolitlerin tamimlanmasi ve izolesi
amactyla HPLC, fluoresans spectroscopy, HPLC-ESI-MS, GC-MS ve 'H NMR spektrometrileri
kullanilmigtir. Piren-1-siilfat suda ¢6ziinebilen metabolit olarak tanimlandi. Deniztaraklarindan
piren veya 1-hidroksi piren maruz kaldiginda hidroksi piren her iki canlida minér metabolit
formunda tanimlandi, piren ve 1-hidroksi piren maruz kaldiklarinda pyrenediol hidrojensiilfat
mindr metabolit olarak tanimlandi [52].

Janoszka ve arkadaslari, ev ortaminda pisirdikleri gidalarda alevle direkt etkilesen
etlerde meydana gelen PAH’ lan analitik prosediirleri kullanarak tayin etmigsler. Polonyada
heniiz o giine kadar analiz edilmeyen gidalarda ozellikle et Grnekleri matrikslerinde PAH
fraksiyonlarmin secici izolasyonu silikajel iizerine yapilip kolon kromatografi ile kati1 faz

ekstraksiyonunu C18 ile yapmiglar. Bu Onemli bilesenlerin tanimlanmasi ve nicel olarak
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hesaplanmasi PLC-MS ve GC-MS ile basarilmistir. Izgara tiirii pisirmelerde bes tane PAH
bileseni tayin edilip nicel olarak hesaplanmistir. Bu bilesenler:

Floranten, benzo[a]antrasen, benzo[k|floranten, benzo[a]piren, benzo[g,h,i]perilen’ dir. Bu
tiirlerin tayini amaciyla mobil faz olarak asetonitril, diklorometan, toluen, n-hegzan, ve metanol
kullanilmistir. Et 6rneklerinde tayin edilen PAH miktarlar1 2.43-16.10 ng/g olarak bulunmustur
[53].

Aygiin ve Kabaday1 bu ¢alismalarinda, 1zgarada pisen et 6rneklerinde benzo[a]pirenin
(BaP) nicel tayini i¢in gelistirdikleri HPLC prosediirinii Tiirk yemekleri orneklerine
uygulamiglar. Izgarada pisen gida 6rnekleri 6ncelikle bazik ortamla etkilestiriliyor sonra hegzan
faz1 igine ekstrakte ediliyor ve saflastirilmis XAD-2 polimerik reginesi iizerine adsorplandiktan
sonra n-hekzan / diklorametan ( 9: 1) (v/v) karisimu ile elue ediliyor. BaP’ nin tayini ve nicel
hesab1 HPLC- floresans dedektorii ile 254 — 355 nm’ de yapiliyor. HPLC izokrotik madde ve
mobil faz % 75 ACN- % 25 su, 1 ml/dk akis hiz1 kosullarinda elde ettikleri piklerin alanlar
standart ¢ozeltiler ile karsilagtirilarak gidalardaki BaP tayin edilmistir.

Tayin edilen BaP miktart;
Izgarada: 43,80 + 1,80 ug/kg
Kofte : 37,60+ 3,84 pug/kg [54].

Gimeno ve arkadaglari, 10 tane polisiklik aromatik hidrokarbonun tayini i¢in iki metod
gelistirmigler. Bu iki yontemde HPLC temeli iizerine kuruludur, fakat bir yontemde foleresans
dedektor kullanilirken diger yontemde APCI-MS kullanilmistir. Gelistirilen bu iki metod deniz
suyu ve sediment orneklerine uygulamistir. Su 6rnekleri analizi igin kat1 faz ekstraksiyonu ile
on-line ikili ayirma sistemi kullanmislar. Kati faz ekstraksiyonunda sorbent olarak sitiren
divinilbenzen kopolimerini kullanmiglar. Su O6rnekleri Onderistirilmeden 6nce % 20° lik
asetonitril ilave edilmis ve bir¢ok bilesende % 70’ den daha yiiksek oranlarda verimin oldugu
goriilmiigtiir. Floresans dedektorii ile gelistirilen metodda on bilesenin tamami tayin edilmis
ama bunlardan sadece alti tanesinin konsantrasyonu 0.02 pg/I’ den daha yiiksek olarak
hesaplanabilmistir. Sediment 6rneklerini analiz etmek i¢in bu 6rnekler diklorometan ile eksrakte
edildi ve standart ekleme yontemi uygulandi. Alinan deniz suyu ve sediment Orneklerinde
benzo[b]floranten, benzo[k]floranten, benzo[a]piren, benzo[ghi] ve indeno[/,2,3-cd]piren
bilegenleri nicel olarak hesaplandi. % 20’ lik asetonitril ilave edilen ve 25 ml’ lik 6rneklerin on-
line kat1 faz ekstraksiyonu ile Onderistirilmesi sonucu her iki yontemin limit tayin araliklart
sOyle bulunmustur:

Floresans metodda, bilesenler bagli olarak 0.004-0.3 ug/l olarak bulunurken sadece yedi
bilegenin tayin edilebildigi APCI-MS metodunda ise sinir degerleri araligi 0.006-0.7 pg/l olarak
bulunmustur [55].
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Ferrari ve arkadaglari, HPLC-MS ve HPLC-FD tekniklerini kullanarak sigir cinsi
hayvan idrarlarinda 1-hidroksi piren tayin edip nicel olarak hesaplamislar. Sigirlarn sidik
orneklerinde 1-hidroksi piren nicel olarak tayini i¢in bir analitik metod gelistirmisler. Bu metod
kat1 faz ekstraksiyonu ile zenginlestirme yapilarak, eluent olarak dikolorometan kullanilan
enzimatik bir hidroliz sistemi temeli {lizerine kuruludur. HPLC-MS ve HPLC-FD ile analiz
yapilmadan once silikajel iizerine saflagtirma islemi yapilmistir. Sidik 6rneklerindeki 1-hidroksi
piren pg diizeyindeki diisiik miktarinin duyarli bir sekilde aciklayabilmek amaciyla HPLC
elektrosprey iyonlastirma ile negatif modda SIM c¢alismiglar. Bu metot, sehirsel ve kirsal
bolgelerde yasayan sigirlardan alinan sidik 6rneklerine 1-hidroksi piren tayini amaciyla basarili
bir sekilde uygulanmistir. Sidik konsantrasyonlar1 sehirsel bolgelerde kapali alanlarda yasayan
sigir tirlerinde oldukga Gnemli bir seviyede bulunmustur. Bu deger ortalama olarak 8.6 pg/l
olarak bulunmustur [56].

Ikenaka ve arkadaslari, suda yasayan kabuklu (Daphnia magna) ile pirenin
metabolizmasini incelemisler. Suda yasayan kabuklu Daphnia magna ekotoksikoljik ¢aligmalar
igin 6nemli bir tirdiir ve g¢evresel risk tayini i¢in sikg¢a kullanilan bir test organizmasidir.
ksenobiotik mekanizmali olmasina ragmen bu tiir organizma ile detayli ¢aligmalar
yapilmamistir. Bu caligmada piren model madde olarak kullanmildi ve Daphnia magna da
ksenobiotik metabolizmanin mekanizmasi arastirildi. 24 saatlik pirene maruz birakilmanin
sonunda Daphnia magna’ nin pireni metabolize edebildigi ve suda ¢dziinen metabolitleri
biotransform edebildigi goriildi. Diger taraftan pirenin mekanizmasi stikrom (cytochrome)
P450 (CYP) inhibitorii olarak dikkate deger bir belirte¢ oldugu goriilmiistiir. Bu arastirmalar
gosterdi ki, Daphnia magna ile pirenin biotransformasyonunda CYP’ nin katilmasi ile
oksidasyon gerceklesir. Daphnia magna ile piren mekanizmasimin formu B-glucosidase, -
glucurunidase, siilfat ile de-konjugasyonu yardimiyla LC-ESI/MS/MS cihaziyla tanimlanmigtir.
Deneysel calismalar sonunda toplam piren metabolizlerinin % 52’ sinin 1-hihroksi siilfat igine
biotransfer oldugu ve % 73’ den daha fazla bir kisminin ise oksidize piren formuna biotransfer
oldugu goriilmistiir. Sonuglar gostermistir ki, CYP ve bir¢ok konjugasyon enziminin
biotransfere katildigi, ksenobiotiklerin eliminasyonu ve metabolizmasi i¢in Daphnia magna
onemli bir role sahiptir [57].

Iglesias ve arkadaslart1 hava oOrneklerinde BaP analizi igin yOntem tayin etmisler.
Calismalarinda soxhlet, ultrasonic ve mikrodalga yardimli (MAE) ekstraksiyonunu iki referans
maddesine uygulamiglar. Bu standart referans maddeler; “kent tozlar1” 1649a ve “kent partikiil
maddeleri” 1648 dir. Her yonteminde yeterli ve doyurucu sonuglar vermesine ragmen
analizlerin hizli yapildig1 ve ¢ok diisiik miktarda solvent gerektirdigi i¢in mikrodalga yardimli

(MAE) ekstraksiyonu tercih edilmistir. Sonu¢ olarak HPLC-UV-FL ve GC-FID teknikleri
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karsilastirilmistir. HPLC teknigi GC tekniginden daha duyarli sonuglar vermistir. Gergek
atmosferik partikiiller ispanya’ nmin Coruna kentinin atmosferinden almmustir. Bu partikiiller
(PM,o, PM,5, PM,) cesitli yollarla gaz fazina alinarak toplanmustir. Orneklerdeki BaP
konsantrasyonlar1 nicel olarak hesaplanmis ve benzer olarak Ispanya’ nin diger kentlerinde de
ornekler alinarak analiz edilip sonuglar rapor edilmistir [58].

Shao-Xiong ve arkadaslari circir boceginde benzo[a]pirenin kinetik toksisitesini
incelemisler. Bocek igine '*C isaretli benzo[a]piren enjekte edildikten sonra pirenin metabolik
olarak dagilmas arastirildi. '*C isaretli benzo[a]piren circir boceginde iist deri, kas, bagirsak ve
sinir sisteminde hizli bir sekilde tahribata basladi. Bu dokularda benzo[a]pirenin ortalama
yarilanma siiresi araligi 8.9-17.8 saat olarak saptandi. '“C isaretli benzo[a]pirenin ¢ok az bir
kismi circir boceginin digkisinda enjeksiyondan 48 saat sonra bulundu diger kismi ise bocegin
metabolitleri tarafindan metabolize edildi. GLPC-MSD ve HPLC/ES-MS analizleri gosterdi ki;
bocek digkisinda enaz iki BaP metaboliti vardir. Bu metabolitler benzo[a]piren qionin ve
benzo[a]pirenin diol tiirevleri olarak tanimlanmistir [59].

Kazerouni ve arkadaglar1 200 ¢esit gida 6rneginde benzo[a]pirenin analizini yapmiglar.
Hayvansal calismalar gostermistir ki benzo[a]pirenin alimi organizmanin birgok bdlgesinde
tiimor olusumuna veya tiimor miktarinin artisina neden oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada
FFQ (food frequency Qestionnaire) gidalarinda, ki bu gidalar karisik gidalardir, her birinde BaP
seviyesi Ol¢iilmiistiir. Bu karigik 6rneklerin bir kismi NHANES-II (Second National Healt and
Nutrition Examination Survey)’ den temin edilmistir. Analizlenen bu gida ¢esitleri, halkin
geneli tarafindan tiiketilen gidalardir. Et 6rnekleri kontrollii sartlar altinda ve farkli tekniklerle
Cin’ in ¢esitli restoranlarinda pisirilmistir. Et 6rnekleri disindaki gida 6rnekleri Cin’ in ¢esitli
stipermarketlerinden temin edildi. BaP’ nin nicel tayini ince tabaka kromatografi (TLC) ve
HPLC teknikleriyle yapild1 ve her iki yontemde de yiiksek bir korelasyon elde edildi. BaP’ nin
en yiiksek degerleri (4 ng/g pisirilen ette) 1zgara, kizartma, biftek, hamburger ve iyi pisirilen
tavuk derisinde bulunmustur. BaP miktar1 et tiirii olmayan gidalarda genellikle diigiik
bulunmustur. Tahil 6rneklerinde 0.5 ng/g seviyesinde tespit edilmistir. Cin halkina ekmek/tahil
% 29, kizartma/izgara % 21 oraninda BaP acisindan kaynaklik ettigi istatiksel olarak
hesaplanmugtir [60].

Silvia ve arkadaglart HPLC-UYV ile cacha¢a’ da PAH’ lar1 tayin etmigsler. Cachaga, seker
kamiginin fermantasyonundan elde edilen alkollu bir igecektir. Bu ¢alismada Brezilya’ da ticari
olarak satilan 25 gesit cachaga markasinda bes tane PAH’ 1n varligi arastirilmigtir. Bu amagla
gelistirilen yontemde; su-dimetilformamidin 9:1 orani ve siklohegzan ile sivi-sivi ekstraksiyonu
yapilmigtir. Clean-up (saflagtirma) islemi silika jel kolonu tizerine yapilmig ve HPLC-UV ile
tayin yapilmistir. PAH’ larmn pikleri GC-MS ile tanimlanip teyit edilmistir. PAH’ larin degisken
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seviyeleri orneklerin analizleri sonucu tayin edildi. 1.94 pg/l” den daha diisiik miktarlar tayin
edilemedi. Bu caligma sonuglarinin dogrultusunda seker kamisinin damitilarak elde edilen
stvilardaki PAH’ larin sekerden bulastigi sonucuna varilabilecegi rapor edilmistir [61].

Busetti ve arkadaslari Italyan atik sulari ile sulanmus bitkilerde, kat1 ve siv1 drneklerde 16
tane PAH’ 1 tayin etmisler. Atik sulara uygulanan kat1 faz ekstraksiyonu 16 PAH’ 1n birlikte
verimleri % 70’ den fazla oldugu tespit edilmistir. Kat1 faz ekstraksiyonun saflagtirma
basamaklar1 lagim suyu ve atik camuruna uygulanmis ve verim araligi lagim suyunda % 73-92;
atik camurunda % 71-89 olarak bulunmustur. Gelistirilen metod sulu ve kat1 6rneklerdeki PAH*
larin tayini i¢in kullanilmistir. Kat1 ve sivi 6rneklerde ortalama PAH konsantrasyonlar1 1.12-
4.62 ug/L araliginda bulunmustur. Yontemin giivenirligi arastirmak amaciyla EPA referans
maddeleri IRM-104 kullanilmistir. Analiz ama¢li HPLC-DAD ve HPLC-FLD kullanilmigtir
[62].

McClaine ve arkadaslari, HPLC-UV-MS ile yakit prolizi sonucu olusan benzo[ghi]
nafthol[ 8,1,2-bcd] perilenin tayini yapilmstir. C,sHy4” un izomeri olan benzo[pgr]nafto[8, 7, 2-
bed]perilen ve fenantro[ 5,4, 3, 2-efghi|perilen ¢iftinin pirolizi sonucu olusturulan ara bilesikten
faydalanarak bu iki bilesen tayin edilmistir. Benzo[ghi]nafto[8,1,2-bcd] perilenin olustugu
karisim ortaminda diger PAH gruplarida tayin edilmistir [63].

Hua ve arkadagslari, Synchronous floresans spektroskopisi (SFS) ile toprak ekstraklarinda
PAH’ lari1 tayin etmisler. SFS yontem farkli dort PAH bileseni igeren kirlenmis topraklara direkt
olarak uygulanmustir. Yontemi optimize edilmis ve gegerliligi tespit edilmistir. Sonuglar SFS’
nin benzo[a]piren analizi i¢in yiiksek duyarlilik ve se¢icilikte kullanilabilecegini belirtmislerdir.
SFS ile HPLC ydntemi arasinda PAH tayini agisindan iyi bir uyumunun oldugu rapor edilmistir
[64].

Pekey ve arkadaslari izmit korfezi atmosferinde biriken PAH’ lari tayin etmisler.
HPLC-UV teknigi kullanilarak 16 PAH bilesigi orneklerde tayin edilmistir. Endiistrinin ve
trafigin yogun oldugu bolgelerde alinan Orneklerde PAH konsantrasyonlarn yiiksek
bulunmustur. Birikme orneklerinin her iki ( yas ve kuru ) g¢esidinde de 6nemli mevsimsel
farkliliklar gézlenmistir. Mevsimlik yas birikme orneklerinde ortalama PAH konsantrasyonlari
yazin 38.6 pg.m™>.cm™ , kisin 57.2 pg.m™.cm™ olarak bulunmustur [65].

Hasbi ve arkadaslarmin on-line zenginlestirme sistemli HPLC ile atmosferik
partikiillerde PAH tayinini hizli ve duyarli sekilde yapmiglar. Bu sistemde 6rnek ¢dzeltisinin
1000 g/L’ sinin enjeksiyonuna izin verdiginden Ornek hazirlamada buharlastirma basamagi
elimine edilebilmistir. PAH verimleri % 87-120 arasinda bulunmustur. LOD 0.02-0.023 ng/ml
olarak bulunmustur. HPLC pik alanlart ve PAH konsantrasyonlar1 arasinda diizgiin bir

korelasyon tespit edilmistir. Ayrica metod buharlasma basamagin1 igeren yontemlerle

30



karsilagtinldiginda atmosferik partikiil 6rneklerindeki PAH tayini agisindan daha avantajlidir
[66].

Rezek ve arkadaglari uzun siireli kirletilmis topraklardan PAH igeriginin diisiisiine
karacayirin etkisini aragtirmiglardir. Orijinal topraklarda bulunan major kirleticiler olan
flurentene ve piren en iyi indirgenler olarak bulunmustur. Ayrica diger bilesikler benzo[a]piren
ve benzo[ghi]piren bile basarili bir sekilde indirgendi. Dibenzo[a,A]antrasen ve indeno[/,2,3-
cd] piren 6nemli indirgenme karekteri gostermeyen PAH’ lardandir. Toprak tabakalar arasinda
onemli farklar olmasina ragmen sonuglar arasinda ciddi bir fark bulunamamistir. Bununla
birlikte diisik PAH konsantrasyonlar1 analiz edilen toprak tabakalarinin alt kisminda tespit
edilmistir [67].

Deschamps ve arkadaslar1 su orneklerinde ozellikle diisiik PAH igerikli yagmur suyu
orneklerinde 15 PAH’ in analizini ekstraksiyonu izleyen HPLC-FLD kullanarak yapmislar.
Optimum 6rnek hacmi 10 ml ve ekstraksiyon siiresi 140 dk olarak belirlenmigtir. Optimize
edilen metodun tekrarlanabilir, dogrusal oldugu verimin % 87.8° den biyik oldugu
bulunmustur. Optimize edilen metod sehirden alinan alti yagmur suyu drnegine basarili sekilde
uygulanmistir. Toplam PAH konsantrasyonlart 31-105.1 ng/L araliginda bulunmustur.
Mevsimsel degisiklikler tespit edilmis ve ortalama iic PAH’ 1n (fenantren, florenten, piren) en
yiiksek konsantrasyonlarda oldugu gozlenmistir [68].

Moret ve arkadaslart eski demir yolu baglantilarindan aciga ¢ikan katran ruhu ile
kirlenmis alanlardan toplanan toprak ve yaglarin PAH igerigini arastirmislar. Kirlilik kaynagina
Im kadar uzakta bulunan bolgelerden alinan toprak orneklerinin PAH igerigi 114.7-3121.8
pg’kg olarak  bulunmustur. Tren yolu baglanti noktasindan uzaklastikca PAH
konsantrasyonunun hizli bir sekilde diistiigii tespit edilmistir. Kirsal kesimde toplanan yag
orneklerinin ekstraksiyonlarinda yiiksek miktarda kiigiik molekiil agirlikli PAH’ lar tayin
edilmistir. Yag Orneklerinde benzo[a]piren ve yiksek molekil agirhikli PAH’ lar
bulunamamigtir. PAH tayini amaciyla HPLC ve spektroflormetrik tayin cihazlari kullanilmigtir
[69].

Boysen ve arkadaslari, spesifik yapt metodu kullanilarak insan dokularinda benzo[a]piren
protein ve DNA” ya etkisini arastirmiglar. Bu amagla kullanilan metotlar HPLC-FD ve GC-MS’
dir. Yeterli duyarlilik elde edilememesinden dolay1 bu metodlar genellikle yiiksek miktarlarda
DNA (> 100 pg) veya protein (50-100 mg) kullanilir. (7R, 8S) dihidroksi(9S, 10R)epoksi-7, 8,
9, 10 , tedrohidrobenzo[a]piren (BPDE)’ dan tiiretilen, DNA ve proteinlerle etkilesim sonucu
aciga cikan tetraoller birgok ¢alismada rapor edilmistir. Analiz edilen 705 6rnegin % 39° da
BPDE-DNA etkilesimi 772 6rnegin % 59’ da ise BPDE- protein etkilesimi tespit edilmistir.
Ornegin, BPDE-DNA etkilesimi sigara igenlerin % 45” inde sigara igmeyenlerin % 52’ inde,
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bireysel mesleki maruz kalanlarin % 39’ unda ve c¢evresel maruz kalan insanlarin % 34’ {inde
goriilmektedir [70].

Bogusz ve arkadaslari, zeytin yag1 drneklerinde benzo[a]pirenin kat1 faz ekstraksiyonu ve
diisiik basing, GC-MS ve hizli HPLC-FD ile tayinini yapmuslar. Orneklerdeki BaP miktar tayini
izotop seyreltme metodu veya i¢ standart benzo[k]flurenten ile yapilmistir. LOD degerleri GC-
MS i¢in standart kolonda 1 ng/g, LP (low pressure) kolonunda 1.6 ng/g, HPLC standart
kolonunda 0.5 ng/g, HPLC donor akseptor kolonunda 0.3 ng/g olarak bulunmustur. Bu metodun
uygulanabildigi 6rneklerde verim % 80’ den daha fazla olarak bulunmustur. Gelistirilen ( LP-
GC-MS ve HPLC on DACC) yontemleri ile analiz siireleri sirasiyla 8 ve 5 dk. diisiirmek
miimkiin olmustur. Bu metod zeytinyagi drneklerindeki BaP’ nin rutin tayinlerine basarilica
uygulanmugtir [71].

Baek ve arkadaglari, ADSS’ nin hedef bilesiklerin tek kaynagi oldugu kontrollii
atmosferde yillanmig ve sulandirilmis sigara dumanlarini ugucu organik bilesenler tayin
edilmistir. ADSS Kentucky 1R4F referans sigarasi ve sekiz ticari markayi i¢eren gesitli sigaralar
kullamlarak 30 m® lik cevresel test alaninda olusturulmustur ve 24 deney yapilmistir. Hedef
analitler {ic gruba ayrilmistir. Ornegin buhar ve cevresel sigara dumani icin isaretli faz
partikiilleri karbonil igeren ugucu organik bilesenler ve PAH’ lardir. 16 PAH bileseni arasindan
benzo[a]antrasen ve BaP’ dan sonra krisin bol miktarda bulunmustur. BaP ve Ba’ nin ADSS
partikiilleri i¢cinde ortalama igerigi sirastyla 12.8 ve 21.5 mg/g bulunmustur. Bu degerler daha
once yapilan diger caligmalardan 1.5-3 kat daha fazla bulunmustur. Bir referans sigarada
ortalama olarak 209 ng, ticar1 sigarada 215 ng BaP bulunmustur. Tayini yapilan bu bilesenler
icin GC-MS metodu kullanilmstir [72].

Capotorti ve arkadaslari, kirli topraktan izole ettikleri dort PAH’ 1n (fenantren, antrasen,
piren, benzo[a]piren) metabolizmanin Aspergillus terreus strain ile sivi kiiltiir ortaminda
aragtirmiglar. Et suyunun fermantasyonunun solvent ekstraksiyonundan sonra ana bilesenler
HPLC-MS teknigi ile tayin edildi. Bu bilesenler, tek karbon kaynagi olarak fenantren iizerinde
kolay gelisebilme yetenegi olabilen, kirli topraktan ayrilan mikrobiyal consortia ile kolayca
indirgenebildi. Model bilesik olarak kullanilan 9-fenantren siilfatin biyo indirgenmesi ve
toksisitesi de ¢alisildl [73].

Moret ve arkadaslari, konserve gidalarindaki bitkisel yaglarda PAH’ lan tayin etmisler.
Bitkisel iiriinlerin yag o6rneklerinde % 15’ den fazlasinda 2 ppb benzo[a]piren tespit edilmistir.
En yiiksek PAH konsantrasyonu kizartilmis mantar 6rneginin yaginda, 11.3 ppb BaP ve 47.1
ppb toplam biiyiilk molekiillii PAH bulunmustur. Konserve baliklarinda analizi yapilan higbir
ornek bu degerleri asmamistir. En yiiksek kirlenme seviyesi konserve ton baligindaki yag

orneginde 1.9 ppb BaP ve 11.3 ppb toplam biiyiik molekiil agirlikli PAH tespit edilmistir. Bitki
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iriinlerinden elde edilen baz1 yag Orneklerindeki yiliksek PAH konsantrasyonlarn bitkilerin
kirlenmesinden kaynaklandigi rapor etmisler [74].

Tfouni ve arkadaglari, Brezilya marketlerinde bulunabilen cesitli ticari seker kamisi
orneklerinde 5 PAH analizini HPLC-FL ile yapmuglardir. Orneklerin % 57’ inde PAH tespit
edilebildi. Fakat 1.35 pg/kg’ dan daha kiiciik miktar icerenler tespit edilemedi. Analiz edilen
orneklerin % 51’ inde benzo[a]antracene bulunurken dibenzo[a,/]antracene tespit
edilememistir. Ticari olarak satilan seker kamislarindaki PAH’ larin {irliniin islenme
asamasindaki yakma prosesinde kaynaklanabilecegi rapor edilmistir. Bu orneklerin analizi

amaciyla HPLC-FL teknigi kullanilmistir [75].
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3. ORNEKLERIN EKSTRAKSIYONU VE ANALiZ METODLARI

3.1. Orneklerin Ekstraksiyonu

Analizi yapilacak oOrneklerden analitin ¢Ozeltiye alinmasi igin uygun c¢oziiciilerle
ekstraksiyonu gereklidir. Ornegin karboksilik asitleri, aldehit ve keton yapidaki bilesikleri
cozeltiye almak KOH gibi bir baz kullanilmas1 yararli olacaktir.

Kimyasal analizi yapilacak plazma, serum, idrar gibi biyolojik; su, toprak, hava gibi
cevresel ve gida, farmasotik triinler gibi diger numuneler, genellikle aranan madde disinda
bir¢ok bilesenin yer aldigi karisik bir matriks igerirler. Bu nedenle 6rnek hazirlama; 6zellikle
yiikksek basingli sivi kromatografi (HPLC), gaz kromatografi (GC), gaz kromatografi-kiitle
spektrofotometresi (GC-MS), radio immun assay (RIA), atomik absorbsiyon (AA) gibi cihazlar
yardimiyla yapilan analizler 6ncesinde uygulanmasi gereken ¢ok dnemli bir basamaktir [76, 77].
Ornek hazirlama baslica iki amag igin yapilmaktadir. Bunlar sirasiyla, rneklerin istenmeyen
bilsenlerden temizlenmesi (clean-up) ve oOnderistirilmesidir. Temizleme islemi ile matriksten
analizin yanlis sonuclanmasina neden olabilecek, istenen maddenin tespit edilmesini
engelleyebilecek veya analiz cihazlarinin kirlenmesine neden olabilecek kirliliklerin
uzaklatirilmasi saglanir [76, 78]. Analiz dncesi yapilmas: gereken 6rnek hazirlama, ¢cogu zaman
zor, pahali ve uzun siiren bir iglemdir. Yillardan beri en sik kullanilan 6rnek hazirlama yontemi
olan sivi-siv1 ekstraksiyon yontemi, fazla miktarda ¢oziicli harcanmasi, ekstraksiyon sirasinda
emiilsiyon faz olugmasi, gerekli safliga sahip olmayan ekstraktlar elde edilmesi, ¢oziiciilerin
yeterince uzaklastirilamamasi ve duyarli kantitatif sonuglar elde edilememesi gibi istenmeyen
durumlara da neden olabilmektedir. Bu nedenle kimyasal analiz yapan kisiler her zaman daha
pratik ve basit yontem arayist i¢indedirler [76, 77, 79]. Bu konuda, 6zellikle kromatografik
sistemlerle calisan arastict ve uygulayici ile yapilan bir anket calismasinda, 6rnek hazirlama
yonteminin se¢iminde numunenin &zelligi baglica etken olmakla birlikte, kolay uygulanabilir ve
ucuz olmasinin da énemli rol oynadigi belirlenmistir [80]. Kromatografik analizler dncesinde
genellikle tek bir 6rnek hazirlama teknigi yeterli olmamakta, bu yontemlerden birden fazlasi
kullanilmas1 gerekmektedir. Klasik olarak analizden dnce, sivi-sivi ekstraksiyonu, bunu takiben
evaporasyon ve uygun c¢ozicinin eklenerek tekrar seyreltilmesi islemleri bir arada
uygulanmaktadir.  Giinimiizde en etkili 6rnek hazirlama ydntemlerinden olan kati faz
ekstraksiyon metodu (solid phase extraction=SPE), 6zellikle ila¢ ve diger farmasotik maddelerin

analizinde en fazla kullanilan yontemlerin baginda gelmektedir [78, 81, 82].
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3.1.1. Kat1 Faz Ekstraksyonu Metodu ve Genel Ozellikleri

Kat1 Faz ekstraksiyon (SPE) yontemi, temel olarak kiigiik, tek kullanimlik ekstraksiyon
kolon veya disklerine ¢esitli tutucu maddelerin doldurulmasi ve sivi 6rneklerini istenmeyen
bilesenlerden ayirma (temizleme), onderistirme ve ileriki analiz agamalar1 i¢in 6rnek matriks
yapisinin degistirilmesi amaglariyla hazirlanmis olan kolon ve disklerden gecirilmesi esasina
dayanmaktadir. Sivi 6rnegin kolondan gegirilmesi, yercekimi vasitastyla gergeklestirilebildigi
gibi, zaman kaybinin 6niine gegmek amaciyla vakum manifoldlar1 yardimiyla da yapilabilir.
Son yillarda ayn1 prensiple ¢ok daha diisitk miktarda 6rnegin uygulandigi ¢ok sayida kuyucuk
iceren SPE plakalar1 da kullanilmaktadir [76, 77, 81, 83, 84]. SPE metodunda kolondan
gegirilme sirasinda 6rnek molekiilleri ile tutucu madde arasinda kimyasal bir etkilesim meydana
gelir. Bu etkilesimden faydalanarak maddelerin ayrilma islemi baslica iki yolla gergeklestirilir.
Birinci yontemde ilk agsamada, analiz edilecek bilesik tutucu maddeye baglanarak kolon iginde
tutulurken, ¢ozelti ve istenmeyen bilesenler bu madde ile herhangi bir etkilesime girmezler.
Daha sonra istenmeyen bilesenler uygun yikama ¢ozeltisi ile uzaklastirilir ve analiz edilecek
bilesen tutucu maddeden uygun bir ¢ozelti yardimiyla elue edilerek alinir. Daha az tercih edilen
ikinci yontemde ise, istenmeyen bilesenlerin tutucu madde ile etkilesimi s6z konusudur.
Ozellikle atik yaglar gibi matriksten ayrilmasi zor olan maddelerin analizinde kullanilan bu
yontemde, matriksteki istenmeyen bilesenler tutucu madde tarafindan siki sekilde baglanirlar.
Asil aranan madde ise tutucu madde ile etkilesime girmez ve uygun ¢ozelti yardimiyla elue
edilerek toplanir. Bu yontemde, kolon igerisindeki tutucu maddenin olusturdugu kat1 faz filtre

islevi gormektedir (Sekil 3.1) [76, 77, 84, 85].

Ornek haznesi

A
|, .
Rl Pa— Dislder

-\I I’:— Toplama ucu

Adsorban vatag

Sekil 3.1. SPE kolonunun yapisi [86].

SPE kolonundaki tutucu maddenin 6nce sartlandirilmasi gerekmektedir. Sartlandirma

islemi, kolondan uygun ¢6zelti gegirilerek tutucu maddenin aktif hale getirilmesi ve matriksteki

35



maddeler ile tekrarlanabilir etkilesim igin gerekli ortammn saglanabilmesi amaciyla
yapilmaktadir. Polar olmayan tutucu maddeler, kolon hacminin 2-3 kati miktarda suyla
karisabilen metanol, tetrahidrofuran, izopropanol gibi polar ¢oziiciiler ile; polar tutucu maddeler
ise polar olmayan ¢oziiciilerle sartlandirilmaktadir [77, 84].

SPE metodunda ayrilma isleminin ger¢eklesmesi igin tutucu madde ve ¢oziiciiler biiylik

Onem tagimaktadir.

3.1.2. SPE Metodunda Maddelerin Ayrilma Prensipleri

SPE metodunda maddelerin birbirinden ayrilmasi, analizi yapilacak maddenin molekiilleri
ile tutucu maddedeki etkin gruplar arasindaki molekiiller arasi etkilesimler sayesinde agiklanir.
Analizi yapilacak madde molekiilleri tutucu maddelerdeki etkin gruplara iyonik, hidrojen, dipol-
dipol, dipol-indiiklenmis dipol ve indiiklenmis dipol-indiiklenmis dipol (van der Waals) baglari
ile baglanir. Bu sekilde tayini yapilacak madde, matriksteki istenmeyen bilesikler ve ¢oziiciiler
birbirinden ayrilmis olur [77].

SPE metodunda kromatografik yontemlere benzer sekilde, analiz edilecek madde, ¢oziicii
ve tutucu maddelerin ozelliklerine gore gesitli ayirma mekanizmalari rol oynar. Belli bash
ayirma mekanizmalar1 olarak normal faz, ters faz, iyon degisim (katyonik ve anyonik degisim)
ve molekiiler eleme sayilabilir [77, 84, 87].

Normal faz; polar bilesiklerin polar olmayan matrikslerden ayrilmast islemidir.
Sartlandirma asamasi polar olmayan ¢dziiciiler, toplama asamasi ise daha polar g¢oziiciiler
yardimiyla gerceklestirilir. Bu yontemde en fazla kullanilan tutucu madde silikadir. Florosil ise
pestisitler i¢in en uygun tutucu maddedir. Karbonhidratca zengin bazi asir1 polar érnekler i¢in
ise silika, alumina gibi tutucu maddelere ¢esitli gruplarin eklenmesi ile elde edilen siyano, diol
ve amino grubu tutucu maddeler tercih edilmektedir. Bu maddelerdeki polar gruplar, polar
olmayan organik ¢oziiciiler (hekzan/dietileter gibi) icerisindeki orta derecede polar olan 6rnek
molekiillerini tutarlar [77, 87]. Ters faz, tutucu madde polaritesinin 6rnek ¢ozeltisinden daha
diisiik oldugu sistemdir.

Oktadesil (Cig) bu teknik ig¢in en fazla kullanilan madde olmakla birlikte, oktil (Cy),
siklohekzil, biitil, fenil ve siyano da cesitli Ornekler i¢in seg¢ici olmalari nedeniyle tercih
edilirler. Ters faz, klinik ve c¢evresel orneklerdeki organik kalintilarin analizinde ¢ok yaygin
sekilde kullamlan bir ayrim teknigidir [77, 87]. Iyon degisim, 6zellikle asit ve bazlarin
matriksten elde edilmesi amaciyla kullanilan ve iki molekiil arasindaki iyonlarin karsilikli
degisimi esasina dayanan bir tekniktir. SO” ve N+(CH;); gibi etkin gruplar baglanmis asiri

polar silika benzeri tutucu maddeler iyon degisim igin uygundur. SO® grubu, ornek
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¢ozeltisinden aranan temel maddelerin ayrilmasi i¢in kuvvetli katyonik degisimi (SCX=strong
cation exchanger), N+(CH;); grubu ise asitlerin baglanmasi i¢in kuvvetli anyonik degisimi
(SAX=strong anion exchanger) saglamaktadir. Iyon degisim tekniginde pH, zit yiiklii olma,
iyonik kuvvet, organik ¢o6ziiclinlin 6zelligi ve 6rnegin kolondan gecis hizi gibi faktorler 6nem
tasimaktadir. Basarili bir iyon degisiminin saglanabilmesi i¢in, tutucu madde ile analiz edilecek
maddenin zit yiiklerde olmasi ve 6rnek c¢ozeltisindeki zit iyon yogunlugunun diisiik olmasi
gerekmektedir [77, 87]. Molekiiler eleme tekniginde ise dekstran jel gibi maddeler, igerdikleri
gozenekler sayesinde Ornek c¢ozeltisi igerisindeki maddelerin molekiil biyiikliiklerine gore
ayrilmasini saglar. Ornek ¢ozeltisi igerisindeki molekiil agirligi 10 000’ den diisiik maddeler bu
gozeneklere girebilirken, daha biiylik maddeler direkt kolondan geger. Béylece biiyiik maddeler
ayrilirken, kiigiik molekiil agirlikli maddeler kolonda kalmakta ve bu sekilde ayrim
gerceklesmektedir. Bu teknikte, ideal olarak maddelerin tutulmasi ya da diger molekiiler
etkilesimlerin olmamasi istenir. Molekiiler eleme, genellikle bagli olmayan radyoizotoplarin ve
protein ¢ozeltilerinden tuzlarin ayrilmasinda kullanilan bir tekniktir [77]. Karisik matrikslerden
analizi yapilacak maddelerin istenilen diizeyde ayrilarak, ideal bir 6rnek hazirlama basamaginin

gerceklestirilmesi i¢in dogru ayrim tekniginin kullanilmasi ¢ok énemlidir.

3.1.3. SPE Metodunun Avantajlar:

SPE metodunun diger 6mek hazirlama yontemlerine, 6zellikle sivi-sivi ekstraksiyona
kiyasla daha fazla tercih edilmesinin nedenleri su sekilde 6zetlenebilir:
a- SPE metodu klasik sivi-siv1 ekstraksiyon yontemine gore 2-3 daha hizli sonug verir ve 6rnek
hazirlama siiresinin oldukga kisaltir [77, 84].
b- SPE, ¢ok pratik ve biitiin laboratuvarlarda kolaylikla uygulanabilir bir metoddur [77, 88, 89].
c- Bu yontemde daha az ¢oziicii ve ayirag madde kullanildigindan daha ekonomik bir 6rnek
hazirlama yapilabilir [84].
d- Geri kazanmim oran1 yiiksektir ve istenilen konsantrasyonda ornekler elde edilebilir. En az
diizeyde ornek transferi yapildigindan yiiksek geri kazanimlar ile yiiksek yogunluk ve saflikta
ornekler elde edilebilmektedir [76, 88, 89].
e- Ornek, tutucu madde ve ¢oziiciiler arasinda ¢apraz bulasma riski diisiik oldugundan yiiksek
dogrulukta sonuglar alinabilir [77, 88].
f- Diisik miktarda 6rnek islendiginden sivi-sivi ekstraksiyondaki gibi emiilsiyon olusma
problemi yoktur [77].
g- SPE metodunda en az diizeyde evaporasyona ihtiya¢ duyuldugundan kararsiz 6rnek olusumu

nadirdir [77, 88].
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h- Coziicli ve drneklerin az miktarlarda kullanilmasindan dolay1 zararli maddelerle temas daha
azdir ve ayrica daha az cam malzeme kullanilmasi nedeniyle analizi yapanlar i¢in oldukga
giivenli bir metoddur. Ayrica ¢evreyi kirletme riski daha diisiiktiir [88, 90] .

i- Cok sayida 6rnegin ayn1 anda ve tekrarlanabilir sekilde islenebilmesine olanak saglayacak

sekilde ¢cok kolay otomasyon saglanabilir [77, 84, 90].

Omek
Organik coziiciide ¢éziinen Suda céziinen
Metanol veya ﬂ L ﬂ s
metanol sn —— Hegzanda céziinen [vonik Non-Ivonik

kansmmnda ¢ézimen

l I J |
o N |

Ters Faz Normal Faz ~ Normal Faz Katyonik Anyonik Ters Faz Ters Faz
(Bagh) (Adsorpsiyon)

N |
N J

CN. Cqg NH3 Silika, SCX SAX Ci5. Cg.C,.CH. Fenil
Fenil CH. Dicl Florisil

Sekil 3.2. Analiz edilecek 6rnegin 6zelligine gore secilmesi gereken SPE ayirim teknigi.
(SCX= strong cation exchanger, kuvvetli katyon degisimi yapan; SAX= strong anion exchanger, kuvvetli

anyon degisimi yapan) [92].

3.2. Kromatografi ile Ayirma

Kromatografi, birden fazla bilesen igeren bir karigimin bir kolondaki hareketli bir faz
(coziicii) ile sabit bir faz (dolgu maddesi) icinden gegirilmesi islemlerini igerir. Bu teknikte
ayrilacak bilesenler sabit ve hareketli fazda farkli dagilma ve tutunma 6zellikleri gosterdiginden

kolonu farkli siirelerde terk ederler. Kolondaki farkli alikonma siirelerinden faydalanilarak

38



kolon ¢ikisina bilesenlerle orantili sinyal {ireten bir dedektoriin yerlestirilmesiyle hem nitel hem
de nicel analiz yapan bir metod gelistirilmistir. Bu alanda yaygin olarak HPLC sistemleri
kullanilmaktadir.

3.2.1. Kromatografide Siniflandirma

Kromatografik ayirim; bir 6rnek i¢indeki maddelerin bir hareketli ve bir sabit faz arasinda
dagilimlarina bagli olarak ayirma ve ortamimi farkli zamanlarda terk etmelerini esas alarak
kalitatif ve kantitatif analiz yapilmasina olanak saglayan yontemdir. Ayirma ortamini terk eden
maddeler dedektorde bir elektronik sinyal olugsmasina neden olurlar. Bu sinyaller kromatogram
olarak adlandirilirlar.

Kromatografi farkl sekillerde siniflandirilmaktadir:

1. Kromatografik ortamin fiziksel sekline gore,

2. Ornegin kromatografik ortama verilis bi¢imine gore,

3. Kromatografik ayirim mekanizmasina gore,

4. iki fazin polarlik durumlarina gore,

5. iki fazin fiziksel durumuna gore.
3.2.1.5. iki Fazin Fiziksel Sekline Gore Simiflandirma

Bu smiflandirmaya gore kromatografik yontemler Once hareketli faza gore, gaz
kromatografi ve sivi kromatografi olarak ikiye ayrilir. Daha sonra da her biri tekrar bu kez de
sabit faza gore smiflandirilabilirler. Gaz kromatografi, gaz-sivi ve gaz-kati olarak ikiye sivi
kromatografi ise sivi-sivi, sivi-kati, iyon degistirme ve molekiiler elek olmak iizere gruplara
ayirmak miimkiindiir. Kromatografi pratikte klasik olarak su siniflara ayrilir:

1. Kagit kromatografi

2. Ince tabaka kromatografi

3. Kolon kromatografi

4. Gaz-s1v1 kromatografi

5. Yiiksek basing s1vi kromatografi

3.2.2. Sivi Kromatografi
3.2.2.1. Sivi Kromatografinin Simiflandirilmasi

Oncelikle ayirma yontemlerinin smiflandiriimas: daha yararh olacaktir. Bu amagla ilk

akla gelen ayirma yontemi fiziksel siniflandirmadir.
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Filtrasyon
Sedimentasyon
Tanecik elektroforesiz

Elektrostatik ¢oktiirme

V V V V V

Flotasyon
> Eleme
Denge ve hiz ayirimlar:
Denge ayirimi;
1. Gaz-sivi
»  Destilasyon
»  Gaz-sivi kromatografi
»  Kopiik fraksiyonlama
2. Gaz-kati
= Adsorpsiyon
» Siiblimasyon
= Molekiiler elek
3. Sivi-sivi
> Ekstraksiyon
> S1vi-s1vi kromatografi

> Disarilama kromatografisi

4. Sivi-kat1
> Coktiirme
> Bolgesel eritme
» Secimli kristallendirme
» lyon degisim
» Adsorpsiyon
» Digarilama
» Molekiiler elek
Hiz olaylarina gore ayirim;
1. Engel ayirmnm
> Membran filtrasyon
> Diyaliz
> Ultrafiltrasyon
> Elektrodiyaliz
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> Elektroosmosiz
> Ters osmosiz
> Gaz diflizyon
2. Bolgesel ayirim
> Elekroforesiz
> Ultrasantrifiij
> Termal diflizyon
> Elektrotta birikme
»  Kiitle spektrometrik ayirim
3. Digerleri
> Molekiiler destilasyon
> Enzimatik bozunma
> Bozulma destilasyon
Bu ayirma yontemlerine giin gectikge yenileri eklemektedir.
Hareketli faz tiiriine gore kromatografinin;
v" Gaz kromatografi
v Sivi kromatografi
olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. S1vi kromatografide hareketli faz sividir. Sivi kromatografide
sabit fazinfizikokimyasal 6zelliklerine gore sivi-sivi ve sivi-kat1 olmak iizere ikiye ayrilir.

Ancak pratikte bu siniflandirma yerine asagidaki siniflandirma kullanilir.

<> Adsorpsiyon kromatografi (Normal ve Ters Kromatografi)
<> S1vi-s1v1 partisyon kromatografi

<> Iyon kromatografi

<> jel kromatografi

adsorpsiyon kromatografide sabit faz silika (SiO,), alumina (Al,O;), zirkonia-(ZrO,) gibi
oksitler veya bunlarin {izerine ¢esitli fonksiyonel gruplarin (CN, NH,, R, Ar ) baglanmasi ile
elde edilmig kat1 fazlardir. S1vi hareketli faz ise n-haptan, n-hegzan, gibi apolar ¢oziiciiler veya
basta su olmak {izere asetonitril, metanol, etanol gibi polar sivilardir. Bunlarin belli oranlarinin
karigimi da hareketli faz olarak kullanilabilir. Sabit fazin polar, hareketli fazin apolar olmasi
halinde adsorpsiyon kromatografiye NORMAL FAZ KROMATOGRAFI. Sabit fazin apolar,
hareketli fazin polar oldugu kromatografiye TERS FAZ KROMATOGRAFI denir. Normal
fazda alumina, silika, Si-CN gibi polar katilar kullanilir. Ters fazda ise polar karakter gosteren
alkil gruplarmin baglandig: silika, alumina kullanilir. Normal faz ile ters faz kromatografisi

arasindaki en biiyiik fark, ters faz kromatografide hareketli faz i¢inde su kullanilmasidir. Sart
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olmamakla beraber, bol ve ucuz olan suyun kullanilmasi kromatografiye gercekten biiylik
avantajlar saglamaktadir.

S1vi-sivi kromatografide sabit faz bir kat1 iizerine emdirilmis olarak kullanilan sividir.
Ancak bu tiir kromatografi son zamanlarda énemini yetirmistir. Bunun en biiyiik nedeni sabit
stvi fazin, ¢ozlnlirliigli nedeniyle, hareketli faz tarafindan siiriiklenip gotiiriilmesidir. Kolon
performanst siirekli degisecegi i¢in bu durum istenmez.

Iyon kromatografide sabit faz genellikle bir iyon degistiricidir. Iyon degistirici ya bir
regine ya da iyon degistirme 6zelligi olan Al,O; gibi amfoterik oksitler olabilir. Hareketli faz
belirli iyon siddetinde ve pH’ da sulu ¢ozeltidir. Ayirimi ve tayini yapilan maddeler anyonlar,
katyonlar veya derivatizasyonla iyonik hale getirilebilen maddelerdir. Jel kromatografide
maddelerin molekiil biiyiikliiklerine ayirimlart saglanir. Molekiiler elek gibi gozenekli katilar
sabit faz olarak kullanilir. Hareketli faz gesitli ¢oziiciiler veya ¢ozeltiler olabilir. Bu yontemi
diger kromatografik yontemlerden ayiran en Onemli fark ayirma ortamimi Once bilyiik
molekiillerin terk etmesidir.

S1vi kromatografi tiirleri son zamanlarda bir hayli ¢ogalmistir. Aslinda yinede yeni adlar
altinda sunulan bu yontemler, yukarida verilen bes sinif i¢inde diisiinmek miimkiindiir. Ancak
biitin bu yeni modern sivi kromatografik yontemleri YUKSEK BASINC SIVI
KROMATOGRAFI veya YUKSEK PERFORMANS SIVI KROMATOGRAFI kapsamaktadir.
S1v1 kromatografi son yillarda yiiksek basing lireten pompalarin iiretilmesi ile oldukga iyi bir yol
kat etti ve nerdeyse gaz kromatografiye rakip olacak boyutlara ulasti ve hatta onun yerini
alacagi iddia edildi ama zamanla bu iki yontemin rakip degil birbirini tamamlayici nitelikte
oldugu anlasildi.

Bir yiiksek basing pompasi ile rezervuardan alinan hareketli faz filtrelerden ve basing
diizenleyiciden gegtikten sonra enjeksiyon sistemine girer. Enjeksiyon sisteminden sonra 6n
kolon ve analitik kolondan gegen hareketli faz dedektdre ulasarak sistemi terk eder. Enjeksiyon
bdlmesinden sisteme verilen ¢ozelti halindeki 6rnek analitik kolonda ayirimi yapildiktan sonra
dedektore ulagir. Dedektor 6rnek iginden art arda gelen elektronik bir sinyal olusturur. Bu sinyal
bir potansiyometrik yazicida veya bilgisayarda kaydedilir. Sinyallerin sekil haline
doniistliriilmesi ile kromatogram adi verilen grafik meydana gelir. Apsis zaman veya yliriitiicii
faz hacmi olabilir. Ancak bunlar dogudan dogruya dedektore gelen madde miktar1 veya derigimi
ile orantilidir. Kromatogramda goriilen pik adi verilen yiikseltilerin tepe noktalarinin apsisteki
degerleri bunlarin kalitatif belirlemesinde kullanilir.

Yiiksek basincin kullanildigi bir bagka kromatografik yontem siiper kritik akiskan
kromatografi’ dir. Yontemde hareketli faz olarak kullanilan amonyak, karbondioksit gibi gazlar

yiiksek basing altinda sivilagma konumuna getirilerek sabit faz ilizerinden gecirilir. Viskoz hale
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getirilen hareketli faz sivi1 6zelliklerine yaklasir, gaz ve sivi kromatografilerin ortak 6zellikleri
ile kromatografik ayirim gerceklesir.

Kromatografide karsilagilan bazi fizikokimyasal olaylar kisaca agiklayalim:

3.2.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

S1v1  kromatografisinde kolon veriminin dolguda kullanilan taneciklerin boyutunun
kiiciiltiilmesi (normalde 100-250 pm’ den 1-15 pm’ ye ) ile dnemli derecede artmaktadir.
Ancak tanecik capt 3—10 pum ye kadar kiigiik olan dolgu maddeleri 1960’ 11 yillarin son
donemlerinde kullanilmaya baslanmistir. Tanecik ¢apinin, kolon ¢apinin kii¢iildiigii ve yiiksek
basincin uygulandigr sivi kromatografisine yiiksek performansh sivi kromatografisi denir.
Yiiksek performanslhi sivi kromatografisi giinlimiizde en ¢ok kullanim alani bulan kromatografik
metotlardandir [54].

Bunun nedenleri arasinda:
» Duyarliliginin yiiksek olmasi,
» Kantitatif tayinlerde kullanilabilmesi,
» Ugucu olmayan tiirlerin ve sicaklikla kolayca bozulabilen tiirlerin ayrilmasina uygun olmasi,
» Sanayinin, bir¢ok bilim dalinin ve halkin birinci derecede ilgilendigi maddelere genis bir
sekilde uygulanabilirligi sayilabilir. Bu maddelere 6rnek olarak;
Amino asitler, proteinler,niikleik asitler,hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaglar ve antibiyotikler

sayilabilir.

3.2.3.2. Yiiksek performansh s1ivi kromatografisi cihaz

Barsing kontroli Ornek girisi

(J On kulon 3

Ciiedeid haznesi

Toplama kaln

Sekill 3.3. Bir HPLC cihazi semasi [92].
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Bir HPLC cihaz1 her biri 200—1000 ml ¢dziicii icerebilen camdan veya gelikten yapilmis
hazne igermektedir. Bazi cihazlarda bu hazneler kolonda ve dedektor sisteminde gaz olusturarak
bozucu etkilere sebep olan ¢dziinmiis gazlarin (genellikle oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir
cihazla donatilmistir. Bu gaz kabarciklar1 bant genislemesine ve ¢ogu zaman da dedektdriin
performansinda bozucu etkilere sahip olabilir. Cihazda bulunan 6n kolon ¢dziicli i¢inde
bulunabilecek toz ve partikiil halindeki maddelerin pompaya veya enjeksiyon sistemine zarar
vermemesi veya kolonu tikamamasi icin toz ve partikiil halindeki maddeleri tutar. Boylece
¢Oziicii kayb1 en aza indirilmis olur.

Sabit bilesimdeki tek bir ¢oziicii kullanilarak yapilan ayirma izokratik eliisyon olarak
adlandirilir. Genellikle ayirma etkililigi gradient eliisyonu ile artirilir. Bunun igin polariteleri
birbirinden ¢ok farkli, iki ya da {i¢ ¢0ziicii sistemi kullanilir. Eliisyon bagladiktan sonra, belli bir
programa gore bazen siirekli olarak, bazen de seri basamaklar halinde, ¢6ziiclilerin orani
degistirilir. Genellikle HPLC cihazlari, ¢oziiciilerin hacimleri orani zamanla dogrusal olarak
veya lstel olarak degistirilebilecek nitelikte, iki veya daha fazla hazneden aldigi ¢oziiciileri bir

karigtirma odasinda siirekli olarak degisen hizlarda bir araya getiren sistemlerle donatilmugtir.

Basinct ayarh
helyum kaynag) —

Crikig kontrol muslufu —_— —

rﬁ{—“ e IS jr_ﬂé :

Puls séniimleyici
Giris

" konwrol

muslugu i
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Ciéziicti hazneleri
l muslugu

N
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filtresi
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—
Coziicli oram ayar muslugiu

~— Dedektsre —G3 3
Kolon
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transduseri
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MFilthe
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regiilatori

d

Enjeksiyon muslugu

Sekil 3.4. Gradient eliisyon uyumlu bir HPLC cihazinin semasi [93].

44




3.2.3.2.1. Pompa Sistemleri

Bir HPLC pompalama sistemi i¢in gerekli sartlar sunlardir:

<> 400 atm’ ye kadar basig iiretimi

<> 0,1-10 ml/ dakika araliginda akis hizlar

<> % 0.5 veya daha iyi bir bagil tekrarlanabilirlikle akis kontrolii
<> Korozyona dayanikli parcalar

Swvilar ¢ok fazla sikistirilmadigindan dolayr HPLC pompalari tarafindan iiretilen basing bir
patlama tehlikesi olusturmaz. Boylece sistemin pargalarindan herhangi birinde meydana gelecek
bir catlak, sadece ¢Oziicliniin disar1 sizmasina neden olur. Ama sizintilar bir yangin tehlikesi

olusturabilir.

a. Pistonlu Pompalar: HPLC sistemlerinin %90’ inda pistonlu pompalar kullanilmstir.
Pistonlu pompalar, genellikle motor kontrollii bir pistonun ileri ve geri hareketiyle ¢oziiciiniin
pompalandig kiigiik bir silindirden meydana gelmistir. Sirasiyla acilip kapanan iki tane kiiresel
kontrol muslugu, ¢6ziiciiniin silindir i¢ine giris ve ¢ikis akisin1 kontrol eder. Piston ¢oziicii ile

dogrudan temas etmektedir.

Kolon

E _?uls_—i

sGnii m}cyicij

Motor

Kliiresel
kontrol
muslugu

Gidis-gelis

-~ Cozicii

Sekil 3.5. HPLC igin bir pistonlu pompa [93].

Pistonlu pompalarin {istiinliikleri,
Kiiciik i¢ hacimleri (35—400uL)
Yiiksek ¢ikis basinci (700 atm’ ye kadar)

Gradiyent eliisyona uygun oluslari

YV V VYV VY

Kolon geri basincindan ve ¢oziicii viskozitesinden biiyiik 6l¢iide bagimsiz olan

sabit akig hizlaridir.
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b. Siirgiilli Pompalar: Siirgiilii pompalar, bir kademeli motordan gii¢c alan vidali giidiim
mekanizmasi ile kontrol edilen sizdirmasiz bir siirgiisii olan, siringa benzeri silindirik bir kaptan
olugur. Siirgiilii pompalarda ¢ikis akimi pulssuzdur. Dezavantajlari ise sinirh ¢oziicii kapasitesi
(~ 250 ml) ve ¢oziicii degistirilmesi gerektiginde karsilagilan giicliiklerdir.

c. Pnomatik Pompalar: En basit pnomatik pompalarda, sivi hareketli, sikistirilmis bir gaz ile
basinglandirilabilen bir kap igine yerlestirilmis, bir kap i¢ine konur. Pnématik pompalarda ¢ikis
basinci diisiiktiir ve akis hiz1 ¢oziicii viskozitesine ve kolon geri basincina baglidir. Ayrica
pnomatik pompalar, gradiyent eliisyona uygun degildir ve basinglar1 genellikle 135 atm’ den

daha diistiktiir.

3.2.3.2.2. Numune Enjeksiyon Sistemleri

Genellikle sivi kromatografik Ol¢limlerinin kesinligini, numunenin kolon dolgu
maddesine taginmasinin tekrarlanabilirligi belirler. Asirt numune yiiklenmis kolonlarda goriilen
bant geniglemesi de kesinligi etkiler. Bu yiizden kullanilan hacim oldukga kii¢iik olmalidir.

Ayrica, sistemin basinci diisiiriilmeden numunenin sisteme girisi saglanmalidir.

3.2.3.2.3. Yiiksek performansh Sivi Kromatografisi Kolonlar:

S1vi kromatografisi kolonlar1 normal olarak diizgiin i¢ ¢apli paslanmaz ¢elik borulardan

yapilir. Fakat bazen de kalin cidarli cam borularda kullanilir.

Analitik Kolonlar (Kolon): Sivi kromatografisi kolonlarinin ¢gogunun boyu 10-30 cm, i¢ ¢ap1
4-10 mm ve kolon dolgu maddesinin biiyiikliigli 5-10 um arasindadir. Normalde kolonlar
diizgiindiir ve gerektigi yerlerde kolonlarin birbirine eklenmesiyle kolonun boyu artirilabilir.
Son yillarda daha kiiglik boyutlarda yiiksek hizli ve yiiksek performansli kolonlar
iiretilmektedir. Bu kolonlarin i¢ ¢apt 1-4.6 mm, tanecik biiyiikliigii 3—5 um ve boyu 3-7.5 cm

arasindadir. Bu kolonlarda ¢oziicii sarfiyati minimumdur.

Emniyet Kolonlar1 (On kolon): Analitik kolonun émriinii artirmak icin analitik kolondan 6nce
kisa kolon yerlestirilir. Bu kolonun goérevi partikiil halindeki maddeleri, ¢6ziicii igindeki yabanci
maddeleri tutmak, numune icinde bulunan ve dolgun fazda tersinmez olarak baglanan
bilesenleri tutmaktir. Ayrica hareketli fazi, durgun faz ile doyurarak analitik kolondaki ¢dziicii

kaybini en aza indirmektedir.
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Sekil 3.6. Yiiksek hizli izokratik ayirma. Kolon boyutlari1 4 cm uzunluk, 0.4 cm i¢ ¢ap, dolgu maddesi 3
pm boyutlu. Hareketli faz n-hekzanda % 4.1 etli asetat. Bilesikler: (1) p-ksilen, (2) anisol, (3) benzil
asetat, (4) dioktil ftalat, (5) dipentil ftalat, (6) dibiitil ftaiat, (7) dipropil ftalat, (8) dietil ftalat [93].

3.2.3.2.3.1. Kolon Dolgu Maddelerinin Tipleri

S1v1 kromatografisinde iki tip kolon dolgu maddesi kullanilmaktadir. Bunlar;

i.  Film Dolgular

ii. Gozenekli Dolgular

i. Film Dolgular: Bunlar, kiirese, gozeneksiz, caplar1 30—40 pum olan cam veya polimer
taneciklerden olusur. Bu taneciklerin yiizeyine silis, alumina, polistiren-divinil benzen sentetik
reginesi veya bir iyon degistirici regineden olusan ince gézenekli film kaplanmigtir

ii. Gozenekli dolgular: Caplar1 3—10 um arasindadir. Partikiiller silis, alumina, polistiren-

divinil benzen sentetik recginesi veya bir iyon degistirici re¢ineden meydana gelmistir.

3.2.3.2.4. Dedektorler

Hareketli fazdaki analit derisimine veya tiiriine bagli olarak sinyal veren araclar dedektor
olarak adlandirilmaktadir.
S1vi kromotografide ¢ok kullanilan dedektdrleri sdyle siralayabiliriz:
1. Spektrofometrik Dedektorler.
2. Elektrokimyasal Dedektorler.
3. Alevde Iyonlasma Dedektorii.
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4. Karillma Indisi Dedektorii.
5. Kiitle Dedektori,

3.3. Kiitle Spektrometrisi

Kiitle spektrometrisi inorganik, organik molekiillerinin yapilarinin aydinlatilmasinda,
karisimlarin  nicel ve nitel analizinde, kati maddelerin yapilarmin ve bilesimlerinin
aydmlatilmasinda, bir ornekteki atomlarin izotoplarinin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan
analitik metoddur. Bir kiitle spektrometrik analizde ilk is 6rnegin gaz halinde iyonlarini elde
etmektir. Kiitle spektrumlarimin goriiniisii kullanilan iyonlastirma yontemlerine 6nemli ol¢iide

baghidir [91].

3.3.1. Molekiiler kiitle spektrometride iyon kaynaklar

Molekiiler kiitle spektrometride iyon kaynaklar1 iki boliime ayrilir:
1. Gaz faz1 iyon kaynaklar1

2. Dispersiyon kaynaklar

Tablo 3.1. Molekiiler kiitle spektroskopide kullanilan iyon kaynaklari [93].

Temel Tip Ad1 ve Kisaltilmasi Iyonlastirici

Gaz fazi Elektron impakt (EI)* Enerjik elektronlar

Kimyasal iyonlagtirmali (CI) Reaktif gaz iyonlar

Alan iyonlagtirma Yiiksek potansiyelli elektrot
Desorpsiyon Alan desorpsiyonu (FD) Yiksek-potansiyelli elektrot

Elektrosprey iyonlastirma Yiiksek elekirik alant

(ES])

Matriks yardiml

desorpsiyon/iyonlastirma Lazer demeti

(MALDI)

Plazma desorpsiyonu (PD) #2Cfnin fisyon irinleri

Hizli atom bombardimani

(FAB) Enerjik atom demeti

Ikincil iyon kiitle spektrometri

(SIMS) Enerjik iyon demeti

Termospray iyonlastirma (TS) | Yiiksek sicaklik
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% Gaz fazi kaynaklarinda 6rnek 6nce buharlastirilir sonra iyonlagtirilir.

% Gaz faz1 kaynaklar1 kaynama noktalar1 500 °C’ den kii¢iik olan termal olarak kararli
maddelere uygulanir.

% Desorpsiyon yonteminde ise kati ve sivi haldeki madde dogrudan gaz iyonu haline
dontistiriliir.

% Desorpsiyon kaynakli kiitle spektrometreleri ugucu olmayan ve termal olarak kararsiz

maddelere uygulanabilir.

3.3.1.1. Gaz Faz1 Iyonlastirma Kaynaklan

3.3.1.1.1. Elektron impakt Kaynag

Bu yontemde, ornek yeterince buharlagabilecek bir sicakliga getirilir ve enerjik
elektronlarla bombardiman edilerek iyonlagtirilir.
Bu yontemde;
v Bazi molekiillerde par¢alanma yiiziinden molekiiler iyon olugmayabilir. Bu yiizden de
analitin taninmasi i¢in birinci derecede 6nemli olan mol kiitlesi tespit edilemez.
v" Elektron impakt spektrumlarinda temel pik genellikle pargalanma {iriinlerinin arasindan
cikar ve bu molekiiler iyon piki degildir.
v" Elektron impakt kaynaklar1 yiiksek iyon akimi iiretmek igin uygundur ve bu nedenle
duyarliklar iyidir.
v Bu yontemde pargalanmalar ¢ok sayida olur ve ¢ok sayida pik goriiliir, bu durum analiz

edilen maddenin siipheli kisimlarinin tanimlanmasinda yardimci olur.

- — -
-~ Isstacs § Elcktron sliti v o
4 = /Blrlm.l. hezl. shit Ikinci hl"'_l_\'\
Molckiil Gaz TcE P Odaklama siiti stit \
El:’l%l '\dl.n'u:h d d .-L' d
\ iu-::l-:r .,

\ lyonlastirma biilgesi fyon hizlandirma ”

\ Elektron bilgesi /
\ demeti ~ ~

e e e i i i o S S A e — ——— — — —

Sekil 3.7. Elektron-impakt kaynaginin yapisi [93].

Elektron impakt kaynaklarinin kullanmmminin dezavantaji, 6rnegin buharlastirilmasidir.

Baz1 orneklerde iyonlagsmadan Once termal bozulma olay1r gozlenir. Bazi durumlarda ise
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piklerden bazilar1 molekiiler iyon pikinden daha biiyiik olur. Bu pikler, ayn1 kimyasal formiile
sahip olmasina karsilik farkli izotop bilesimlerinden dolay1 ortaya ¢ikar. Ayrica iyon/molekiil
carpigsmalart molekiiler iyonun kiitlesinden daha biiyiik kiitlede piklerin meydana gelmesine
sebep olabilir. Iyon kaynaklar1 sert kaynaklar ve yumusak kaynaklar olarak smiflanir. Sert
kaynaklar yeterli enerjiyi analit molekiillerine aktaran ve molekiilleri yiiksek enerjili uyarilmis
hallere ¢ikaran kaynaklardir. Bu molekiillerin durulmasi1 baglarin kopmasi seklinde olur ve
kiitle/yiik oran1 molekiiler iyonunkinden daha kiiciik iyonlar ortaya ¢ikar. Yumusak kaynaklar
analitin daha az par¢alanmasina sebep olur. Bunun sonucunda elde edilen kiitle spektrumlarinda
molekiiler pik ¢ogu zaman goriiliir ve bunun yaninda birkag bagka pik bulunur. Sekil 3.8” de

goriilen spektrum, kiitle spektrumlarinin genel sunulus tarzin1 géstermektedir.
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Sekil 3.8. Dekanol'iin (a) sert bir kaynakla ve (b) yumusak bir kaynakla alinmus kiitle spektrumlar1 [93].
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Sert ve yumusak iyon kaynaklarinin her ikiside analizlerde kullanilir. Sert kaynaklarla
elde edilmis bir spektrumda gozlenen ¢ok sayida pik fonksiyonlu gruplarin tiplerini belirlemede
ve analitlerle ilgili yapisal bilgi, dolayisiyla yap1 aydinlatmada kullanilir. Yumusak kaynaklarla
alman spektrumlar ise analiz edilen molekiil veya molekiillerin dogru olarak tayin edilmesinde

yararhdir.

Tablo 3.2. Bir elektron impakt kaynagindaki bazi tipik reaksiyonlar [93].

hdolekiller iron olugurmu

Pargalanmma ABCD + e~ —wABCD ' 287
ABCD™* —» A" + BCD-

L+ & +BCO—=BCY 4D
—+ 0 A
—+ CD' + AB" —
4+ B
— D 4 CF

—+ 4B +CD'—

L . 4+ D

BC + AD'
FPargalanmadan sonrayeniden di zenlenme AEICD'+—.- ADBC '+—E

a0 +BC

Pargalanmadan sonra gamisma ABCO* +ABCD —s(ABCOI—»BCO-+ABCDA’

3.3.1.1.2. Kimyasal iyonlastirma Kaynaklar

Kimyasal iyonlastirmada numunenin gaz haline gelmis atomlari, elektron
bombardimani ile iyonlastirilmis baska bir reaktif gazin iyonlan ile carpistirilir. Bu amagcla
genelde pozitif iyonlar kullanilmaktadir. Fakat zaman zaman elektronegativitesi yliksek atomlar
varsa, negatif iyonlar da kimyasal iyonlasmada kullanilmaktadir. En sik kullanilan reaktif gaz

metandir. Propan, izobiitan ve amonyak gibi reaktifler de kimyasal iyonlastirmada kullanilir.
3.3.1.1.3. Alan Iyonlastirma Kaynaklar
Alan iyonlastirma kaynaklarinda iyonlar, yiiksek elektronlarin etkisiyle (10° V/cm)

meydana gelir. Alan iyonlastirmanin duyarlilig1 elektron impakt teknigine gére 10 kat daha

katidiir.
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3.3.1.2. Desorpsiyon Kaynaklari

3.3.1.2.1. Alan Desorpsiyon Kaynaklar

Elektrotlardan anot olarak kullanilan yiizeyine 6rnek adsorbe ettirilir ve daha sonra
elektrik alanmn etkisi ile ornek desorbe edilir. Elektrot ylizeyinden bdylece siyrilmis olan

numune iyonlasmis halde elde edilir. Bu yontemde molekiil iyonu ¢ok az pargalanir.
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Sekil 3.9. Glutamik asidin, a. Elektron impakt, b. Alan iyonlastirma, c¢. Alan desorpsiyon yontemi ile elde
edilen spektrumlari [93].
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3.3.1.2.2. Matriks Yardimh Lazer Desorpsiyonu/iyonlastirma

Bu yontemle karisima, 151n desorplayici matriksten (nikotinik asit, benzoik asit tiirevleri,
3-nitrobenzoil alkol) katilir. Daha sonra bu ¢ozelti, bir metalik probun (numune tutucu)
yilizeyinde buharlastirilir. Kati karisim, lazer 1sinina maruz birakilir ve analitin siiblimleserek

iyonlagmasi saglanir.

3.3.1.2.3. Elektrosprey Iyonlastirma

Elektrosprey iyonlastirma atmosfer basincinda ve oda sicakliginda gergeklesir. Ornek
¢ozelti, igne seklindeki bir kapiler ile bir dakikada birkag mikrolitre pompalanir. Igneye
etrafindaki elektrottan birka¢ kilovolt potansiyel uygulanir. Olusan ¢ok kiigiik elektrik yiiklii
damlaciklar, daha sonra bir ¢oziicii giderme kapilerinden gecer. Burada ¢o6ziicli buharlagir

(elektrik yiikleri &rnek molekiillerine tutturulur). Iyonlar gaz fazina desorbe olur.

3.3.1.2.4. Hizhh Atom Bombardiman Kaynaklari

Hizli atom bombardiman kaynaklar1 yiiksek mol kiitleli polar tiirleri iyonlastirmada daha
cok kullanilir. Hizli atom bombardiman kaynagi ile bir matrikste (gliserin g¢ozeltisinde),
iyonlastirilmis haldeki 6rnekler enerjik ksenon veya argon atomlari ile bombardiman edilerek
iyonlagtirilir.

Kiitle spektrometrelerinin karakteristik 6zelligi sinyal isleme ve gosterge kisimlar1 harig
cihazin diger biitiin bilesenlerinde bulunan vakum sistemidir. Vakum sistemi yiiklii parcaciklar

ve elektronlarin atmosfer bilesenleri ile etkilesmesini 6nlemektir.

3.3.2. Kiitle Ayiricilar:

Kiitle spektrometresinde iyonlagma bolgesinde elde edilen iyonlar, elektrikle yiiklii
plakalara dogru cekilerek hizlandirilir ve kiitle ayiricisina gonderilir. Kiitle ayiricisinda
kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore hizlica ayrilir. Iyonlarin ¢ogu tek yiikli oldugundan, oran
basitge iyonun kiitlesine esittir. Cesitli tipte kiitle spektrometreler kullanilmaktadir.

Kullanilan kiitle ayiricilari;
1. Manyetik
2. Elektrostatik

3. Ucus zamanl
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4. Dort kutuplu ve
5. Iyon siklotron rezonansh olmak iizere 5 tiirliidiir.

En c¢ok kullamlan kiitle ayiricis1i manyetik ayiricidir. Vakum altinda  tutulan
spektrometrenin iginde ayiriciya giren pozitif yiikli hizlandirilmis iyonlar kiitleleri ne olursa
olsun yaklasik ayn1 kinetik enerjiye sahiptirler. Manyetik alan icerisine giren bu iyonlar bu alan
iginde dogrusal olan yollarindan saptirilir ve dairesel bir yol izlemeye baslarlar. Iyonlarm
izledikleri bu yola ait dairenin yarigap: r, iyonun kiitle/yiik oranma, (m/e), baghdir. Iyonlarm
m/e oraniyla manyetik alan siddeti (B) ve iyonun manyetik alana gondermeden 6nce uygulanan

hizlandirici elektriksel potansiyel degeri (E) arasinda,

I B_z.r2
e ~ 2E

gibi bir bagmti vardir. Spektrometrenin dedektdriine ulasan dairesel yolun yarigapi
degistirilmediginden, bu yolu izleyerek dedektore farkli (m/e) degerine sahip iyonlarin ulagmast,
sabit bir manyetik alan siddetinde, hizlandirici gerilim degerini (E), degistirmekle saglanir. Ayni
amaca, sabit bir E degerini kullanip; B degerini degistirerek de ulasilir. Tek odaklamali olan
spektrometrelerde bdylece cesitli (m/e) degerlerine sahip iyonlar kaydedilerek Ornegin

spektrumlan elde edilir ve

esitligi ile belirlenir. Cift odaklamali bu tiir spektrometrede, istenilen kinetik enerjili iyonlar
manyetik ayiricitya gonderilir ve kiitle spektrumunda pikler boylece daha biiyiik bir ayiricilikla
elde edilmis olur. Daha basit bir kiitle ayiricist ugus zamanh ayiricidir. Kinetik enerjileri esit
iyonlar, farkli kiitlelerde iseler, farkli hizlara sahiptirler. Farkli hiz ve esit kinetik enerjili vakum
altinda tutulan bir ugus tiipiiniin diger tarafinda bulunan dedektdre farkli zamanlarda ulasirlar.
Ucus zamani degerleri 0lgiilerek farkli (mm/e) degerlerine sahip olan iyonlar kaydedilir. iyonlarin

(m/e) degerleri ile ugus zamanlar1 arasindaki iliski

esitligi ile verilir.

Burada E, iyonlar1 hizlandiran gerilim degeri, d ise ugus tlipliniin uzunlugudur.
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Dort kutuplu ayiricida ise hizlandiricidan cikarak bu ayiriciya gelen iyonlar, bu dort
silindirin ortasindaki bosluktan karsidaki dedektdre dogru karmasik bir yol izleyerek ilerlemeye
calisirlar. Bu ayiricinin kullanilmasi ile ekonomik ve hizli bir bigimde 6l¢iim yapilir.

Iyon siklotron rezonans ayiricisi adini alan ve dikdortgen prizmasi seklindeki bir bagka
tiir ayiricida, iyonlarin hizlandiricidan ¢ikarak ilerledikleri yola dik yonde bir manyetik alan ile
hem iyonlarin ilerleme yoniine hem de uygulanan manyetik alana dik yonde bir alternatif
elektriksel alan birlikte uygulanir. Iyonlar bu ayiricinin iginde donerek ilerlerler ve iyonlarin bu
kabin ¢eperlerine ¢arpmasi, kaba ayrica sabit bir gerilim uygulayarak onlenir.

Bir kiitle ayiricisinin ayiriciligi, R,

m

R=Am

formiilii ile hesaplanir.
Ayiriciligi 3000 olan bir ayrict, kiitlesi 3000 ile 3001 olan iki iyonu pik yiiksekliklerinin en ¢ok
yiizde 10’ u kadar bir¢ok ¢akigma ile birbirinden ayiriyor demektir.

Tek odaklamali manyetik ayiricisi olan aletlerle 2000-5000 degerleri arasinda bir
ayricilik elde edilir. Ayricilik, ¢ift odaklamali, yani elektrostatik ve manyetik ayricilar1 ardarda
kullanan spektrometreler ile 20000-50000 degerlerine yiikseltilebilir. Ugus zamanl kiitle
ayiricist ile elde edilen ayricilik degeri 500, dort kutuplu ayirici ile elde edilebilen ise 1500
civarindadir. Bir¢ok organik molekiiliin tanimlanabilmesi i¢in 500-1500 arasindaki ayiricilik
yeterlidir. Iyon siklotron rezonans ayricisi ile &zellikle pulslu uygulamalarda elde edilen
ayricilik degeri ise ¢ok biiyiik olup, 100000-1000000 degerine ulusabilir.

Hem molekiiler hem de atomik kiitle spektrometrelerinde iyonlar1 algilamak iizere
kullanilan dedektorlerin en basiti “ faraday kabidir”. Bu dedektorlerde bir iletken kap,
spektrometrenin Oteki kisimlarina gore negatif bir potansiyelde tutulur ve bdylece bu kaba
dogru c¢ekilen pozitif yiikli iyonlar elektrik akimi olustururlar. Kiitle spektrometresinde
kullanilan daha iyi bir dedektor tiirii “elektron ¢ogalticis1” adini1 alir. Bu diizenekte detektore
carpan pozitif yiiklii iyonlar ylizeyden birkag elektron firlatilir ve bu elektronlar anotta tutularak

13

elektrik akimina dontstiiriiliirler. “ sintilasyon sayicisi” adin1 alan bir bagka dedektorde ise
iyonlar liiminesans &zelligine sahip bir ekrana ¢arpar ve foton yayilmasina neden olurlar.
Oldukga sik kullanilan ve iyonlar1 6teki dedektorlerdeki gibi teker teker degil, iyonlarin
timiinii birden algilayan bir bagska dedektor tiirii de “fotograf plakasi” dir. Plakaya ¢arpan
iyonlar kararmaya neden olur. Fotograf plakalar1 ile uzun poz siireleri kullanilarak duyarlilik

arttirilabilir ancak, plakalarin banyo edilmesi zaman alic1 bir iglemdir. Fotograf plakalar1 daha
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¢ok nitel analizde kullanilir, ¢ilinkii bu plaklarda olusan kararma miktarini nicel anlamda 6l¢mek

her zaman hata getiren bir islemdir.
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Sekil 3.10. Dort kutuplu (Kuadropol) bir kiitle ayiricisi.

Iyon siklotron rezonans uyaricisi adini alan ve dikddrtgen prizmasi seklindeki bir baska
tiir ayiricida, iyonlarin hizlandiricidan ¢ikarak ilerledikleri yola dik yonde bir manyetik alan ile
hem iyonlarm ilerleme yoniine hem de manyetik alana dik yonde bir alternatif elektriksel alan
birlikte uygulanir. Iyonlar bu ayiricinin icinde donerek ilerlerler ve iyonlarn bu kabim

ceperlerine carpmasi kaba ayrica sabit bir gerilim uygulanarak onlenir.

3.3.3. Kiitle Spektrumlarmin Karsilastirilmasi ile Bilesigin Tespit Edilmesi

Kiitle spektrumlarinda pargalanma seklinden maddenin yapisi hakkinda bilgi elde
edebiliriz. Saf maddelerin parcalanma sekli iizerine yapilan sistematik galismalar, parcalanma
mekanizmalar1 iizerine mantiksal degerlendirmeler, spektrum yorumlanmasina yarayan bir dizi
genel kuralin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bir spektrumda tiim piklerin sayilmasi her
zaman mimkiin olmamaktadir, hatta bu istenen bir durum da degildir. Bunun yerine
parcalanmanin karakteristik sekilleri aramir. Ornegin, Sekil 3.11° deki spektrum, kiitle
farkliliklart 14 olan pik topluluklart seklinde tanimlanabilir. Bu gesit bir dizilim, diiz zincirli

alkanlar i¢in ¢ok tipiktir. Diiz zincirli alkanlarda birbirine yakin karbon-karbon baglariin

56



kopmasiyla, kiitlesi 14 birim olan CH, gruplarinin yapidan ayrilmasi sonucu bu spektrumlar
ortaya cikar. Genel olarak en kararli hidrokarbon pargalar ii¢ veya dort karbonlu pargalardir,

bunlara karsilik gelen pikler en biiyiik piklerdir.
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Sekil 3.11. n-Heptanal'in elektron impakt spektrumu. Pikler Cg, Cs, .. .Ci'e kadar, CH, cksilmeleriyle

meydana gelen iyonlarin pikleridir [93].

55, 56 Alkanlardaki par¢alanma sonucu CH, gruplari ¢iktigindan dolayr pik gruplari
arasinda 14 kiitle birimlik fark ¢ok karakteristik olarak sekildeki drnekte de goriilmektedir.
Alkenlerde oOzellikle poliolefinik bilesiklerin molekiiler piki belirgin olarak goriiliir.
Halkali olmayan alkenlerde spektrum c¢oziiliirken cift bagin yerini saptamak zordur. Ciinkii
parcalanma sirasinda ¢ift bagin yeri siirekli olarak molekiil iginde yer degistirir. Halkasiz
alkenlerde pargalanan gruplar arasinda aklanlardaki gibi 14 kiitle birimlik (CH,) fark goriiliir.
Arenlerde (aromatik halkalilar), aromatik halka molekiiler iyonun kararliligim
artirdigindan spektrumda miktar1 yliksek olarak goriiliir. En fazla iyonun m/e 91°de goriilmesi
alkillenmis benzenin oldugunu gosterir. En kolay en biiyiik siibstitiient ayrilir. m/e 91°deki pik
benzilik katyondan daha ¢ok tropilyum iyonundan ileri gelir (C;H;"). Bu yap: kararli oldugu
icin 91°deki pik c¢ok siddetlidir. m/e 65°de goriilen pik ise tropilyum iyonundan nétr asetilen
molekiiliiniin ayrilmasidir. Mono alkil benzenlerde ise a- yerinden kopma ve hidrojenin yer
degistirmesi sonucu karakteristik bir grup pik m/e 77 (C¢Hs"), 78 (C¢Hg") ve 79 (C¢H;") goriiliir.
Karboksilli asitlerde ise en karakteristik pik m/e 60 iyonunun pikidir. Uzun zincirli

asitlerde iki seri pik toplulugu ortaya ¢ikar; zincirdeki her C-C baginin kopmasi sonucu yiik,
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oksijenli kisimda kalir (m/e 45, 59, 73, 87, 101, 115...) veya alkil grubunda kalir (m/e 29, 43,
57,71, 85,99, 113, 127). Boylece alkil gruplar1 (m/e 27, 28; 41, 42;; 69, 70; 83, 84; 97, 98;....)
bir seri pik daha verir. Fakat her grupta en biiytik pik C,H,,.10, "ininkidir.

Aromatik esterlerde en fazla iyon (temel pik) OR ve COOR gruplarmin ayrilmasi
sonucu olur. Metil esterlerinde bu pikler M-31 ve M-59’ da bulunur. Aromatik asitlerin metil
esterleri oldukga bliylik molekiiler iyon verir. Ayni kosullar altinda analizi yapilan bilesikler
daima ayn1 sekilde pargalanir. Ornegin, genel olarak en kararli hidrokarbon parcalar 3 veya 4
karbonlu pargalardir.

Bunlara kars1 gelen pikler en siddetli piklerdir. Alkollerin ise genelde molekiiler iyon
pikleri ¢ok zayiftir veya hig¢ gdzlenmez. Ancak alkoller gogunlukla su kaybettiklerinde (M—18)"
’de siddetli bir pik verirler. Primer alkollerde oksijenin yanindaki C-C baginin kopmasi sonucu
CH,OH "ya ait siddetli bir pik gdzlenir.

Ayrica referans bilesiklerin kiitle spektrumlar1 varsa, bilinmeyen maddenin kiitle
spektrumunu, referans maddelerin kiitle spektrumlari ile karsilastirilmasi ile madde taninabilir.
Farki bilesiklerin ayni1 spektrumu verme olasiligi, spektral pik sayisi arttikga belirgin sekilde
azalir.

Kiitle spektrum piklerinin yiiksekligi ise;

- Elektron 1s1ninin enerjisi,

- Ornegin 151a gore yeri,

- Ornegin basinci ve sicakli,

- Kiitle spektrometrenin genel sekli gibi degiskenlere baglidir.

Genellikle kaynama noktasi yiiksek, sicakliga dayaniksiz maddelerin ayiriminda
kullanilan s1vi kromatografda da kiitle spektorometresinin dedektor olarak kullanilmasi ayri bir
onem tasir. Kiitle spektometresinin dedektor olarak sivi kromatografa baglanmasini saglayan bir
ara fazin kullaniminda iki 6nemli sorun asilmak zorundadir:

1. Siv1 kromatotografide hareketli faz bir sividir ve akis hizi bir hayli ytiksektir. (gaz
kromatografide kilcal kolon kullanimi bu sorunu 6nemli dl¢lide azaltmaktadir).

2. Siv1 kromatografide genellikle kolay buharlasmayan ve 1siya karsi dayaniksiz
maddelerin ayirimi yapilir. Dolayisi ile bunlarin gaz halinde kiitle spektrometresinin
iyonlastirma bolgesine aktarimi sorunlar yaratir.

Yukaridaki nedenlerle sivi kromatografi kolonundan gelen sivinin kiitle spektrometresine
aktarilmas1 saglayan ara faz sistemi ayri bir Onem tasir. Cesitli ara faz sistemleri

kullanilmaktadir:
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Dogrudan siv1 enjeksiyonu

Siirekli akislt hizli atom bombardimani sistemi (FAB)
Hareketli bant sistemi

Termosprey

Elektrospray

V V V V VYV V

Atmosferik basingta kimyasal iyonlagtirma sistemi (APCI)

kolon srvisi
vakum engeli 1sthict +
ivonlastmcrya buharlastic: | ¢ | + |_|

—

S O

L | I—
Temizleme 1511:1::151_| v I_I v o
valkoum bant

Sekil 3.12. LC/MS hareketli bant ara faz sistemi [92].

Tablo 3.3’ te baz1 LC/MS ara faz sistemlerinin karekteristikleri gosterilmistir. Tabloda sistemler
aras1 onemli farklar goriilmektedir. Akis hiz1, iyonlastiricr tiirii, tayin edilebilen minimum kiitle
ve minimum tayin sinir1 tabloda verilmistir.

Dogrudan sivinin enjekte edilebildigi sistemlerde kimyasal iyonlastiric1 kullanilirken
digerlerinde farkli sistemlerin kullanilmasi gerekmektedir. Diger taraftan hareketli bant
sisteminde ancak kaynama noktas1 170 °C olan maddelere uygulanabilmektedir. Ayrica

hareketli faz sistemi kompleks bir teknik sisteme sahiptir ve kullanilmas1 zordur.

Tablo 3.3. Bazi LC/MS Ara Faz Sistemlerinin Karekteristikleri [92].

Ozellik Dogrudan Hareketli Termosprey APCI Siirekli FAB
enjeksiyon bant

Hiz (ml/dk) 0.01-0.05, 1-2 1-2 1-2 0.005-0.01
0.2-2.0

Iyonlastirict CI EI/CI/FAB TSP/CI APCI FAB

Kiitle arahg: 130 50 120 150 -

(minimum)

Tayin sinir1 (ng)| 1-10 10-20 5-10 1-10 10-50
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En cok kullanilan ara faz sistemi termospreydir. Ancak her madde i¢in uygun degildir.
Kimyasal iyonlastiric1 (CI) kullanildig: i¢in fragmantasyon az olur ve madde yapisi hakkinda
yeterli bilgi saglanamaz. Sonug olarak sunu sdyleyebiliriz: heniiz sorunlar1 ¢oziilmiis bir LC/MS

baglantis1 yapilabilmis degildir.
3.3.4. Molekiiler Kiitle Spektrometrinin Uygulamalari

Molekiiler kiitle spektrometrinin uygulamalar1 ¢ok genis ve kapsamlidir. Tablo 3.4’ te,
kiitle spektrometrinin bu genis kullanim alanina fikir vermek iizere, bu uygulamalardan bazilari

listelenmistir. uygulamalardan en ¢ok rastlananlar ile bazi 6nemli olanlar1 verilmistir.

Tablo 3.4. Molekiiler Kiitle Spektrometrinin Uygulamalar1 [93].

—_—

. Organik ve biyokimyasal molekiillerin yapilarinin aydinlatiimasi.

2. Peptitlerin, proteinlerin ve oligoniikleotidlerin mol kiitlelerinin tayin edilmesi.
3. Ince tabaka ve kagit kromatografide ayrilan bilesiklerin taninmas.

4. Polipeptit ve protein numunelerinde amino asit dizilisinin tayini.

5. Kromatografi ve kapiler elektroforez ile ayrilan tiirlerin belirlenmesi ve teshisi.
6. Zararli ilaglarin ve bu zararli ilaglarin metabolitlerinin kan, idrar ve tiikriikte belirlenmesi.
7. Ameliyat sirasinda hastanin nefesindeki gazlarin izlenmesi.

8. Yaris atlar1 ve olimpik atletlerde doping kontrolii.

9. Arkeolojik numunelerin yaslarinin belirlenmesi.

10. Aerosol olusturan partikiillerin analizi.

11. Yiyeceklerde pestisit kalintilarinin tayini.

12. Su kaynaklarinda ugucu organik maddelerin izlenmesi.

Kromatografi ¢ok gelisme gosteren analitik yontemlerdendir. Onlarca yonteme yenileri
eklenmektedir. Her yoOntemin digerine bazi {istiinliikleri vardir. Bu nedenle kromatografik
yontemlerin genel bir karsilagtirmasim1 yapmak zorundadir. Tablo 3.5. te gaz ve sivi

kromatografi yontemlerinin genel bir karsilagtirmas1 yapilmstir.
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Tablo 3.5. Gaz ve Sivi Kromatografilerinin Karsilastirilmasi [92].

Faktor Gaz Kromatografisi S1vi Kromatografisi

Prensip Ornek siviya dayanikli, Ormnek uygun bir sivida
buharlasabilir.

Ornek tiirii Gazlar, sivilar, katilar Siv1 ve katilar, iyonlar

Hareketli faz
Sabit faz

En diistik tayin
Sinirt

Analiz siiresi
Teorik tepki say1st
Prepara. Amag i¢in
Sicaklik progr.
Gradiyent yiiriitme
Fiyat, $

molekiil agirlik<500
H,, He,N; ile sinirli

Sinirli sayida

10°-10" g

Dakika

2 000-100 000
Uygun degil
Yapilabilir
Yapilamaz

400-8 000

Tiim organik ve inorg. Sivilar
Bagli faz seklinde

¢ok sayida

10°%-10° g

Dakikalardan saatlere
500-10 000

Uygun

Gii¢ ve yapilamaz
Yapilabilir

2 000-25 000

Ancak bir karsilastirma yapmak gerektiginde ilk akla gelen gaz ve sivi kromatografileri
karsilagtirmak olur. Gaz kromatografi duyarhigi, pratikligi, giivenirligi, en diisiik tayin sinirinin
pikograma kadar inebilmesi ile kromatografik yontemler arasinda uzun zaman ilk siradaki yerini
korumustur.

Bunun en biiyiik gostergesi gaz kromatografisi ile yapilan yiiz binlerce arastirmadir.
Ancak Tswett’ in 1905 yilinda ilk kez kati-sivi seklinde uyguladigi kolon kromatografisi 1950’
li yillardan sonra biiylik gelisme kaydederek gaz kromatografisi ile boy oOlgiisebilir hale
gelmistir.

Sivi kromatografideki biiyiik gelisme her seyden once ¢ok kiigiik tanecik ¢apli dolgu
maddelerinin (sabit faz) hazirlanabilmesi ve bu taneciklerin {izerinden sivi fazin yiiriitiilmesini
saglayacak yiiksek basing pompalarinin teknik olarak yapilabilmesinden kaynaklanmaktadir.
Uygun dedektorlerin de gelistirilmesi, ¢esitli sabit fazlarin kullanmilabilir olmasi, sivi
kromatografiyi, ozellikle yiiksek basing sivi kromatografiyi (HPLC), gaz kromatografi ile
yarigabilir hale getirdi. O kadar ki zaman zaman HPLC’ nin daha avantajli oldugu iddia edildi.
Ancak genellikle gaz ve sivi kromatografilerinin birbirlerinin rakibi degil, birbirlerinin

tamamlayicist oldugu kabul edilmektedir [92].
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4. MATERYAL ve METOT

4.1. Kullamilan Cihazlar ve Cam Malzemeler

Calismada Agilent 1200 HPLC ve 6110 quadropol MS dedektérii birlikte kullanilmigtir.
Kullanilan diger yardimci malzemeler sunlardir,
. Manyetik karistirici (VELP Multiposition heating magnetik stirrer)
. Soguk santrifiij cihaz1 (Hettich)
. Doner evaporator
. Etiiv (Quapac-Ec)
. Eektronik terazi (Gec-Avery)
. Santrifiij (Hettich EBA 1III)

. Ultrasonik su banyosu

L N SN N A WN -

. Degisik biiyiikliikte pipet, beher, balon joje, meziir... gibi cam malzemeler.

4.2. Kullanilan Standart Cozeltiler ve Reaktiflerin Hazirlanmasi

Standart c¢ozeltiler: Calisilan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (antrasen, piren,
benzo[a]antrasen ve benzo[a]piren)’ in Fluka Standart Maddelerinden, Model standart stok
cozeltiler hazirlandi. Birinci adimda bu bilesenlerin asetonitril iginde 1000 ppm’ lik stok
cozeltileri hazirland1. Diger diisiik konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler ise bu stok ¢ozeltiden
seyreltilerek hazirlandi.

Carrez 1: 15 gr K4[Fe(CN)s]3H,O (potasyumhegzasiyanoferrat) 100 ml saf suda ¢oziildii.

Carrez 2: 30 gr ZnSO,4 7H,0 (ginkosiilfat) 100 ml saf suda ¢oziildii.

Mobil faz: Asetonitril/su karigimi (75:25) kullanildi.

0.2 mM CH3COOH?’ 1 hazirlanmast: % 100’ lik 1.05 kg/L olan CH;COOH’ ten 0.57 ml
almip 100 ml’ ye tamamlanarak 0.1 M CH;COOH hazirlandi. 0.1 M CH;COOH’ ten ise 0.2 ml
almarak 100 ml’ ye tamamlanarak 0.2 mM CH3COOH hazirlandi.

0.4 M HCIOy’ iin hazirlanmasi: %72’ lik 1.68 kg/L olan HCIO,’ ten 3.42 ml alinip 100

ml’ ye tamamlandi.
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4.3. PAH’ larin Tayininde HPLC-MS’ in Kosullarinin Optimizasyon Calismalar:

4.3.1. Antrasen icin Optimum Kosullarinin Tayini

Hazirlanan antrasen standart ¢ozeltileriyle optimum kosullar tespit edildi. Oncelikle
cihazin optimum mobil faz akis hiz1 tespit edildi. Bu amagla 0.4 ml/dk — 1 ml/dk akis araliginda
yapilan deneysel caligmalarda elde edilen kromatogramlarin pik simetrileri ve kiitle
spektrumlarinin maksimum degerlerinden faydalanarak en iyi mobil faz akig hiz1 Sekil 4.1° de
de goriildiigi gibi 0.85 ml/dk oldugu gézlendi. Bundan sonraki biitiin deneysel ¢alismalarda bu
akis hizi miktar1 kullanildi. Mobil fazin akis hizi degisiminin pikin ¢ikis siiresini yani

bilesenlerin kolonu terk etme siireleri tizerinde ciddi bir sekilde etkili oldugu gorildi.

40007 0.4 ml/dk
3000]
2000]
T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 i
4000] 0.5 ml/dk
3000]
20004
100 T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 mi
4000] 0.6 ml/dk
3000]
2| 2000]
j 10004 T T T T T T T T T
— 2 4 6 8 10 12 14 16 18 i
— =
2| 3000 0.75 ml/dk
| 000
1000}
T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 i
50001
a000] =) | 0.85 ml/dk
3000]
2000]
1000+ T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 i
4000 0.9 ml/dk
3000]
2000]
T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 i
30001 1.0 ml/dk
2000]
100¢ T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 i
——— Zaman (dk) ——»

Sekil 4.1. Antrasenin optimum akig hizi tayini.
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En

iyi Fragmenter voltajin belirlemek icin yapilan ¢alismalarda, 50—150 fragmenter

(parcalayici voltaj) araliginda kromatogramlar alindi. Pik simetrisi dikkate alindiginda, Sekil

4.2’ de goriildiigii gibi en uygun fragmenterin 90 olduguna karar verildi. Bundan sonraki biitiin

deneysel ¢aligmalarda bu fragmenter voltaji kullanilda.

4000
30004
20009
10004

40004
30004
20004
10004

min

40004
30004
20004
10004

min

40004
30004
2004
1000+

110

min

40004
30004
2004
1000

120

min

4000
3000
2000
10004

Bolluk ———#

130

min

40004
30004
20004
10004

140

min

40004
30004
20004
10004

Sekil

4.2. Antrasenin optimum fragmenter tayini.

64



En iyi enjeksiyon hacmini belirlemek icin yapilan ¢aligmalarda, 10-100 pl araliginda

ornek hacimleri enjekte edildi. Enjeksiyon edilen 6rnek miktarma karsilik pik siddetleri ve MS

spektrumlarinin maksimum degerleri artmasina karsin pik simetrisi ciddi sekilde bozuldugu i¢in

pik simetrisinin en iyi oldugu 40 pl enjeksiyon hacmi optimum olarak kabul edildi (Sekil 4.3).
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100 \\ — I \ \ R T T
2 4 6 8 10 12 14 min
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3004
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100 \\ I I \ \ T 1 T
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Sekil 4.3. Antrasenin optimum enjeksiyon hacmi tayini.
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En uygun kolon sicakliginin tayini igin, 25- 55 °C araliginda calisilmasi sonucu piklerin

¢ikis zamanlart ve MS maksimum degerlerinin degisimi elde edildi (Sekil 4.4). Bu degisimler

g0z Online alinarak pik simetrisi en iyi olan 50 °C’ deki pik optimum secildi.

5000

4000

3009

2004

100

25°C

10

5000

4009

3009
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30 °C
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5004
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40 °C

5004
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4009
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Sekil 4.4. Antrasenin optimum kolon sicaklig tayini.
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Nicel analizde kullanilmak iizere cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan antrasen

cozeltileri i¢in optimum sartlarda elde edilen kromatogramlar Sekil 4.5 te verilmistir. Bu

kromatogramlardan da anlasildigi gibi standart maddenin konsantrasyonunun artmasi ile

zemindeki giiriiltlilerin bastirildigini ve piklerin daha sade oldugu goriilmektedir.

Bolluk =——
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Sekil 4.5. 5-10-25-50-100-250 ve 500 ppb antrasenin kromatogramlari.
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Antrasen i¢in 10-250 ppb konsantrasyon araliginda ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.6’

da goriilmektedir. Analiz edilen 6rneklerdeki antrasen miktari, kromatogramlarinin alanlar1 bu

grafikten yararlanilarak konsantrasyona doniistiiriildi.

35000
30000
y=109,14x + 1372,8
R2=10,9962
25000
20000
=
=
<
15000
10000
4
5000 /
2
0 T T T T T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275
Konsantrasyon (ppb)

Sekil 4.6. Antrasenin kalibrasyon egrisi.
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4.3.2. Benzo[a]antrasen i¢cin Optimum Kosullarimin Tayini

Benzo[a]antrasen standart ¢ozeltileriyle (500 ppb) yapilan optimizasyon g¢aligmasinda

asagidaki optimum sartlar elde edildi. Bu amacla yapilan biitiin deneysel ¢alismalarda elde

edilen kromatogramlarin pik simetrileri ve pik spektrumlarinin maksimum degerleri géz dniinde

bulundurularak en uygun sartlar tayin edildi. Bu parametreler asagida Sekil 4.7-4.11° de

verilmistir. Optimum akis hiz1 0.75 ml/dk olarak secildi ( Sekil 4.7). En iyi fragmenterin tayini

amaciyla yapilan ¢alismada Sekil 4.8 ve 4.9’ daki kromatogramlardan da goriildigi gibi 130

fragmenter (volt) olarak se¢ildi. En uygun enjeksiyon hacmi ise 80 ul olarak bulundu (Sekil

4.10)
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Sekil 4.7. Benzo[a]antrasenin optimum akis hizi kromotogramlari.
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Bollulk ——

5000

4000

30004

2000

1000

50

5000

4000

30004

2000

1000+

0

5000

4000

30004

2000

1000

5000

40004

30004

2000

1000

10

f l T
A 5 min

— Zaman (dk)——»

Sekil 4.8. Benzo[a]antrasenin 50-70-90-110 fragmenterdeki kromatogramlart.

Sekil 4.8 ve 4.9° daki kromatogramlarda goriildiigii gibi; 50-200 fragmenter araliinda yapilan

optimizasyon c¢alismasinda pik simetrisinin iyi oldugu ve MS spektrumunun maksimum

degerinin en yiiksek oldugu 130 degeri benzoantrasenin optimum fragmenteri olarak secildi.
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Sekil 4.9. Benzo[a]antrasenin 130-150-180-200 fragmenterdeki kromatogramlari.
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Sekil 4.10. Benzo[a]antrasenin optimum enjeksiyon hacmi tayini.
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500 ppb’ lik Benzo[a]antrasenin standart ¢ozelti ile 20-55 °C sicaklik araliginda yapilan

deneysel c¢alismada pik simetrisi ve MS spektrumunun maksimum degerleri géz Oniinde

bulundurularak en uygun kolon sicakligi Sekil 4.11° de de goriildiigii gibi 50 °C olarak secildi.

Bolluk ———»

Sekil 4.11. Benzo[a]antrasenin kolon sicaklig tayini.
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5-10-25-50-100-250 ve 500 ppb’ lik benzo[a]antrasenin c¢ozeltiler ile yapilan

calismada kalibrasyon grafigi elde edildi. Kromotogramlardan da (Sekil 4.12 ve 4.13)

goriildiigli gibi herhangi bir matriksdeki benzo[a]antrasenin konsantrasyonu artik¢a piklerin

daha net ve keskin oldugu gozlendi.
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Sekil 4.12. 5-10-25-50-100-250 ve 500 ppb benzo[a]antrasenin kromatogramlart.
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130 ppb
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Sekil 4.13. 5-10-25-50-100-250 ve 500 ppb benzo[a]antrasenin kromatogramlarinin sinyal olarak
gosterimi.

Farkli konsantraksiyonlardaki benzo[a]antrasenin koromatogramlarinin sinyal olarak

gosteriminde de gozlenebilen en kii¢iik konsantrasyonun 10 ppb oldugu goriilmektedir.
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Benzo[a]antrasen i¢in 10-250 ppb konsantrasyon araliginda ¢izilen kalibrasyon grafigi
Sekil 4.14> te gorilmektedir. Analiz edilen Orneklerdeki Benzo[a]antrasen miktari,

kromatogramlarinin alanlar1 bu grafikten yararlanilarak konsantrasyona doniistiiriildii.
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Sekil 4.14. Benzo[a]antrasenin kalibrasyon egrisi.

Farkli konsantrasyonlardaki Benzo[a]antrasenin SCAN-MS spektrumlart Sekil 4.15-
4.17° de verilmistir. Bu spektrumlar1 karsilastirildiginda iyon piki siddetinin konsantrasyonla

dogrusal degistigi gozlenmektedir.
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Sekil 4.15. 500 ppb benzo[a]antrasenin MS spektrumu.
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Sekil 4.16. 250 ppb benzo[a]antrasenin MS spektrumu.
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Sekil 4.17. 100 ppb benzo[a]antrasenin MS spektrumu.
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4.3.3. Piren i¢cin Optimum Kosullarin Tayini

Hazirlanan piren standart ¢ozeltileri ile yapilan deneysel ¢alismada cihazin parametreleri
optimize edildi. Bu amagla mobil faz akis hizi, pargalayici voltaj (fragmenter), kolon sicakligi
ve enjeksiyon hacmi parametreleri elde edilen kromatogramlardan faydalanilarak tayin edildi.
Optimum akis hiz1 Sekil 4.18” de de goriildiigi gibi 60 ml/dk oldugu gorilmektedir. 50-180
fragmenter araliginda yapilan optimum fragmenter ¢alismasinda en uygun fragmenterin 130
oldugu goriildii ve bu kromatogramlar sinyal olarak Sekil 4.19” da verilmistir. Sekil 4.20° de
goriildiigii gibi en iyi enjeksiyon hacminin 60 pl oldugu bulundu.
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Sekil 4.18. Piren i¢in optimum akis hizi kromatogramlari.
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Sekil 4.19. Piren i¢in en iyi fragmenterin sinyal olarak gdsterimi.

Bolluk

— Zaman (dk)—»

30 pl

14 16 18

A 40 pl

70 pl

14 16
14 16 1

%

50 ul

14 16 1\8 min
) 60 pl

% »

5

80 pl

14 16 18

Sekil 4.20. Piren i¢in optimum enjeksiyon hacmi .
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Kolon sicakliklarinin degistirilmesi ile yapilan optimizasyon ¢alismasinda piren i¢in en
uygun kolon sicakligi 45 °C olarak tespit edildi (Sekil 4.21). Bu sicakliktaki piklerin simetrileri
giizel ve MS spektrumlarinin maksimum degerleri yliksek oldugu i¢in kolon sicakligi olarak 45

°C seg¢ildi.
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Sekil 4.21. Piren i¢in optimum kolon sicaklig1 tayini.
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Farkli derisimlerdeki piren standart c¢ozeltileri ile yapilan c¢alisma grafiginin tayini

calismasinda (Sekil 4.22), optimum sartlar altinda herhangi bir matrikste direkt

edilebilecek madde miktar1 5 ppb olarak tespit edildi.
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Sekil 4.22. 5-10-25-50-100-250-500 ve 1000 ppb piren standartlarinin optimum kosullarda

kromatogramlarinin goriintimii.
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Piren i¢in 10-250 ppb konsantrasyon araliginda ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.23” te
goriilmektedir. Analiz edilen orneklerdeki piren miktari, kromatogramlarinin alanlari bu
grafikten yararlanilarak konsantrasyona doniistliriildii.  Farkli konsantrasyonlardaki piren

standartlar ile ¢izilen kalibrasyon egrisinin korelasyon degerinin oldukga iyi oldugu gdzlendi.
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Sekil 4.23. Pirenin kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4.24° te 1 ppm’ lik piren ¢ozeltisi igin elde edilen MS spektrumu verilmistir. Bu
MS spektrumunda goriildiigii gibi; pirenin molekiiler olarak pik verdigi ve m/z=56 temel pikin

yaninda oldukga iyi bir oran1 vardir.
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Sekil 4.24. 1 ppm piren standartinin MS spektrumu.
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4.3.4. Benzo|a]piren Optimum Kosullarinin Tayini

Benzo[a]pirenin standart ¢ozeltileri ile yapilan optimizasyon calismasi sonucu elde
edilen optimum fragmenter, mobil faz akis hizi, enjeksiyon hacmi ve kolon sicakligr degerleri
Sekil 4.25-4.27” de verilmistir. En iyi fragmenter tayini i¢in yapilan optimizasyon ¢alismasinda
pik simetrileri ve MS spektrumunu maksimum degerleri géz oniinde bulunduruldugunda en

uygun fragmenter 140 segildi (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Benzo[a]piren igin optimum fragmenter tayini.
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En uygun mobil faz akis hizinin tayini i¢in, 0.4 ml/dk -1 ml/dk araliginda yapilan mobil

faz akis miktar1 ¢caligmasinda 0.75 ml/dk mobil faz akisinin optimum oldugu gézlendi. Bu akis

oraninda pikin ¢ikis siiresi azald1 ve pikin keskinligi artti. 0.75 ml/dk mobil faz akisiyla elde

edilen pik ideal oldugu i¢in bundan sonraki ¢alismalarda bu akis miktar1 kullanildi.
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Sekil 4.26. Benzo[a]piren i¢in optimum akis hiz1 tayini.
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En uygun enjeksiyon hacminin tespiti i¢in 5-100 pl araliginda yapilan ¢alismada en

uygun enjeksiyon hacmi 45 pl secildi. Daha yiliksek miktardaki enjeksiyon hacimlerinde pik

simetrisinin bozuldugu ve pik genisliginin arttig1 goriilmiistiir. Sekil 4.27° de de goriildigii gibi

45 b’
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lik enjeksiyondan sonraki kromatogramlarda ciddi bir bozulma gozlendi.
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Sekil 4.27. Benzo[a]piren i¢in optimum enjeksiyon hacmi tayini.
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Benzo[a]piren icin en uygun kolon sicakligini tayin etmek icin 25 °C- 60 °C araliginda
yapilan ¢aligmada Sekil 4.28” de de goriildiigii gibi pikin simetrisi giizel ve bollugun en yiiksek
oldugu 55 °C segildi.

400f
3001
200
100f

25°C

[S N R & R &)

4001
300f
200{
100f

[S N R & R &)

4004
3001
200{
100f

40 °C

[ R & R

400f
300
200{
100

45 °C

[ R R & R

400f
300
200
100

Bolluk —m
L) (=) O (=) L
()]
)
u‘ —
< o
a
N
S
N
[6) ]
3
35

400f
300
200{
100

400f
300
200{
100

Zaman (dk)——»

Sekil 4.28. Benzo[a]piren i¢in optimum kolon sicakligi tayini.
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Benzo[a]pirenin 5-10-25-50-100-250-500-750-1000 ppb’ lik standart ¢ozeltiler ile
yapilan caligmada kiiciik konsantrasyonlardan biiyiik konsantrasyonlara dogru gidildikce pik
simetrilerinin daha giizel oldugu ve zeminden gelen giiriiltiilerin bastirildig1 gézlenmektedir. Bu
veriler 1s181nda ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.29° da verilmis olup deneysel ¢aligmalarin

sonuglar1 bu grafige gore degerlendirilmistir.
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Sekil 4.29. Benzo[a]pirenin farkli konsantrasyonlardaki kromatogramlari
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Benzo[a]piren i¢in 10-250 ppb konsantrasyon araliginda ¢izilen kalibrasyon grafigi
Sekil 4.30° da goriilmektedir. Analiz edilen 6rneklerdeki piren miktari, kromatogramlarinin

alanlar bu grafikten yararlanilarak konsantrasyona dontistiiriildii.
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Sekil 4.30. Benzo[a]pirenin kalibrasyon egrisi.

Benzo[a]pirenin ~ farkli  konsantrasyonlarmin  optimum  kosullardaki ~ MS
spektrumlarindaki bagil bolluk degerleri konsantrasyonlari ile orantili olarak degistigi Sekil
4.31-4.33" te goriilmektedir. Benzopirendeki kararli halkali yapiyr bozmak olduk¢a zor
oldugundan MS spektrumlar1 verilen benzo[a]pirenin halkali yapisin1 koruyarak molekiiler

olarak pik vermistir.
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Sekil 4.31. 500 ppb benzo[a]piren nin MS spekturumu.
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Sekil 4.32. 250 ppb benzo[a]pirenin MS spekturumu.

90



56.1

100

Max: 1116

90

80

70

60

50

40

% Bolluk ——— =

60.2
97.0

30

54
62.9
69.1
81.1
1221
\\]‘
/

20

D0

—65.0

161.1
204.1

“\ 253

\\‘ ~—
2679

10

T T T T T T T T i T T T T i T T
50 100 150 200 250 m /2

Sekil 4.33. 100 ppb benzo[a]pirenin MS spekturumu.

4.4. Olgiimlerle Ilgili Elde Edilen Optimum Sartlar

PAH’ larm analizi i¢in optimize edilen HPLC ve MS parametreleri asagida Tablolar
halinde verilmistir (Tablo 4.1 ve 4.2).

Tablo 4.1. PAH’ larin optimum tayin kosullari.

PAH Akis hizi | Fragmenter | Enj. hacmi | Kolon Kolon 6zellikleri
(ml/dk) (pargalayict | (ul) Sicakligr (°C)
voltaj)
4.6x150 mm, 5 pm
Antrasen 0.85 90 40 50 ZORBAX Eclipse
XDB-C18
4.6x150 ,5
Benzo[a]antrasen 0.75 130 80 50 lneftsﬂ Orgrsl_S Hm

- 4.6x150 mm, 5 pm
Piren 0.60 130 60 45 Inertsil ODS-3

4.6x150 mm, 5 pm
Benzo[a]piren 0.75 140 45 55 ZORBAX Eclipse
XDB-C18
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Tablo 4.2. MS parametreleri.

Kurutucu gaz akisi (L/dk) 6.0
Nebulizer basinci (psi) 60
Kurutucu gaz sicakligi (°C) 300
Buharlagstirict sicaklig (°C) 500

Pozitif Mod Negatif Mod
Kapiler akim (V) 4000 4000
Kivileim voltaji (uLA) 6.0 15

4.5. Orneklerin Analize Hazirlanmasi

En iyi ¢6zme metodunun tayini i¢in, 1zgara ve diger orneklerdeki ¢alisilan bilesiklerin
cozeltiye alinmasi dort farkli ekstraksiyon islemi uygulanarak caligildi. Uygulanan islem

basamaklar1 Sekil 4.34-4.36’ te verilmistir.

1 g 6mek 1 gr drnek

8.8 ml 0.2 mM CH;COOH
v

10 ml 400 mM HCIO, 0.1 ml Carrez 1 gozeltis

0.1 ml Carrez 2 cozeltisi

v
10 dk kanstudsr
10 dk kanstirdr

v

S

Strls
' k.
HPLC-MS ile analiz editir HPLC-MS ile analiz edilir

Sekil 4.34. Orneklerin analize hazirlanmas: basamaklari: A) Perklorik asit ile B) Asetik asit ile.

Polisiklik aromatik hidrokarbonlari HPLC-MS ile analiz etmek i¢in bu bilesiklerin

matriksten ayrilmasi gerekmektedir. Bu caligmada, ekstraksiyon islemimden sonra elde edilen
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¢Ozeltide hem analitleri matriksten ayirmak hem de Onderigtirmek i¢in XAD-2 adsorbant

kullanildi.

1 g ek 500 ml' lik balon jojeve almr.

-

50 ml (9:1) metanol/su icinde hazwlanms 2 mol'l KOH eldenir.

e

1 saat kanstmibr,
20 ml n-hegzan ile iki defa calkalanir ve 10 ml distile su eldenir.

5 dk kanstmlr ve belklemeye brrakalsr.

e

Suha kisim 10 ml' lik n-hegzan ile iki defa ekstrakte edilir ve biitiin
hegzan ekstrakilan birlestirilir.

-y

5 ml son hacme kadar hegzan ugurulur,

e

Elcstrakt XAD-2 kolonundan gecirilir,

-y

Kolon (9:1) n-hegran/dilklorometan ile elue edilir (75 ml)

Eluent 25-30 °C’ de kuruluga kadar su banvosunda buharlastirilir.

-

Kalinti 1 ml asetonitrl ile son hacme alur,

w

HPLC-MS ile analiz edilir.

Sekil 4.35. Orneklerin kat1 faz ekstraksiyonu yontemiyle hazirlanmasi basamaklari.
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(p)

Ornek + 50 ml saf su 5 dk kanstridr

!

4500 rpm'de 30 dk santrifijlenip stiziinti almr

v
Kalmts + 50 ml (1-1) asetonitril / su eklenip 5 dk kanstir

v
4500 rpm’ de 30 dk santrifijlenip siiziintii almnr

v
Kalint + 50 ml asetonitril eklenip 5 dk kanstilr

v
4500 rpm’ de 30 dk sanmifiijlenip siiziintii aln

v
siiziintiileri birlestirip 2 ml' ve kadar déner evaporatérde buharlagtirlr

v
HPLC- MS ile analiz edilir

\ r

Sekil 4.36. Orneklerin soguk santrifiij yontemi ile analize hazirlanma basamaklar1.

4.6.Orneklerin Temini ve Ekstraksiyonu

Kirmiz1 ve beyaz etten hazirlanmig 1zgara 6rnekleri iki farkli sekilde analize hazirlandi.
Bunlardan 1.sinde resturanlarda tiiketime sunulan 1zgaralar alind1. 2. Ornek temininde ise tavuk
ve kirmizi et Ornekleri yenilemeycek kadar (siyahlagmis) komiirde pisirildi. Bu sekilde
hazirlanan ornekler normal pisirilen ve normalden daha fazla pisirilen Ornekler olmak
adlandirildi. Normalden fazla pisirilen 6rneklerin 1zgarasi i¢in hem kdmiir hem de tiip alevi

kullanildi. Bu érneklere C ve D ekstraksiyon metodlar1 uygulandi.
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4.7. Bulgular

4.7.1. Akis Hiz ile Ilgili Bulunan Sonuglar

Sekil 4.1, 4.7, 4.18 ve 4.26° dan goriildiigii gibi en iyi akis hizinin antrasen i¢in
0.85 ml/dk, benzoantrasen i¢in 0.75 ml/dk, , benzo[a]piren i¢in 0.75 ml/dk ve piren igin 0.6
ml/dk olarak deneysel ¢aligmada tespit edilirken pik simetrilerinin yaninda MS spektrumlarinin

maksimum degerleri de dikkate alindi.

4.7.2. Fragmenter ile lgili Bulunan Sonuclar

Sekil 4.2, 4.8, 4.19 ve 4.25” den goriildigii gibi, Antrasen i¢in 90, benzo[«]antrasen i¢in
130, benzo[a]piren i¢in 140 ve piren icin 130 fragmenter (volt) olarak tespit edildi. Optimum
parcalayici voltajina karar verirken pik simetrisi diizgiin ve kiitle spektrumlarmin maksimum

oldugu voltajlar secildi.

4.7.3. Enjeksiyon Hacmi ile ilgili Bulunan Sonuclar

Sekil 4.3, 4.10, 4.20 ve 4.27°de goriildiigii gibi optimum enjeksiyon hacmi, antrasen
igin 40 ul, benzo[a]antrasen igin 80 ul, benzo[a]piren i¢in 45 ul ve piren i¢in 60 ul oldugu
yapilan deneysel calismada tespit edilirken, pik simetrileri ile birlikte MS spektrumlarinin
maksimum degerleri de dikkate alindi. Enjeksiyon edilen drnek miktarina karsilik pik siddetleri
ve MS spektrumlarinin maksimum degerleri artmasina karsin pik simetrisi ciddi sekilde

bozuldugu i¢in pik simetrisinin en iyi oldugu enjeksiyon hacmi optimum olarak kabul edildi.

4.7.4. Kolon Sicakhig ile Tlgili Bulunan Sonuclar

Sekil 4.4, 4.11, 4.21 ve 4.28’de goriildigii gibi optimum kolon sicakligi, antrasen igin
50 °C, benzo[a]antrasen igin 50 °C, benzo[a]piren i¢in 55 °C ve piren igin 45 °C oldugu yapilan
calismada ayr1 ayr1 tespit edilirken pik simetrileri ve MS spektrumlariin maksimum degerlerine
gore karar verildi. Kolon sicakliginin 25- 55 °C araliginda calisilmas: sonucu piklerin ¢ikis

zamanlari ve MS maksimum degerleri degistigi gozlendi. Bu degisimler géz Oniine alarak

simetrisi en iyi olan pik optimum segildi.
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4.8. Cahsilan Orneklerde bulunan PAH Konsantrasyonlari

Sekil 4.34,4.35 ve 4.36° da verilen ekstraksiyon islemiyle calisilan 6rnekler ekstrakte
edildi. Boylece elde edilen Ornek cozeltilerine yukarida anlatilan optimum parametreler
uygulanarak ornekler i¢in kromatogram ve spektrumlar elde edildi (Sekil 4.6, 4.14, 4.23 ve
4.30° da verilen kalibrasyon grafiklerinin yardimiyla bulunan PAH konsantrasyonlar1 Tablo 4.3
ve 4.4’ te verildi.

Ornek, standart ve standart ilave edilmis 6rnegin kromatogramlarinin alanlar1 alinarak
ornekteki antrasen, benzo[a]antrasen, benzo[a]piren ve piren miktarlar1 hesaplandi. Bunlardan,
benzoantrasen igin standart ilave edilmis ve standartlarin kromatogramlar1 Sekil 4.38, 4.39 ve
4.40’ ta verilmistir.

Izgara 6rneginde benzo[a]antrasen tayini igin iist Uste ¢akistirilan Ornek, standart ve
standart ilave edilmis Ornegin kromatogramlarmin alanlarindan faydalanarak &rnekteki
benzo[a]antrasen miktar1 hesaplandi. Analizlenen biitiin 6rneklerdeki PAH’ lar ayni yontemle
hesaplandi. Sonuglarin dogrularimi tespit etmek igin verim tayini yapildi. Bulunan degerlerden
metodun giivenilir oldugu gorilmektedir. Biitiin 6rnekler i¢in ayni1 islemler yapilarak elde edilen
degerler Tablo 4.3’ te verilmistir.

Elde edilen optimum sartlar ¢o6zelti haline getirilen 1zgara ve diger Orneklere
uygulanarak antrasen, benzo[a]antrasen, benzo[a]piren ve piren miktarlar1 tayin edildi. Bu
amagla en az iiger 6rnek analiz edilip ortalamalar1 bulundu (Tablo 4.3).

Kirmiz1 et 1zgarasinda benzo[a]antrasen (229 g/mol) miktar1 hesaplanirken her
kromatogramin ayr1 ayr1 MS spektrumlar (Sekil 4.37-4.40) alinmustir ve MS degerleri
kromatogramlariyla orantili bir sekilde degisim gosterdigi gdzlenmistir.

Tablo 4.3 ve 4.4’ te gorilen veriler su sekilde Ozetlenebilir. Antrasen,
benzo[a]antrasen, benzo[a]piren ve piren i¢in normal sartlarda komiirde hazirlanmis kirmizi et
1zgarasinda bulunan konsantrasyonlar sirasiyla 3.8, 2.7, 6.3 ve 4.2 ppb iken yine kdmiirde
yenilemeyecek kadar asiri pisirilmis Orneklerde sirasiyla 114, 52, 84 ve 12 ppb oldugu
goriilmektedir. Yine aymi Tablolardan, aymi bilesikler igin normal sartlarda komiirde
hazirlanmis beyaz et 1zgarasinda bulunan konsantrasyonlar sirasiyla tayin sinirinin altinda, 2.2,
4.8 ve 2.3 ppb iken, yine komiirde yenilemeyecek kadar asir1 pisirilmis 6rneklerde sirasiyla 147,

83, 72, ve 58 ppb oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.38. Kirmizi1 et 1zgarasinda benzo[a]antrasen tayini igin; 6rnegin MS spektrumu.
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Sekil 4.40. Kirmizi1 et 1zgarasinda benzo[a]antrasen tayini igin; standart ilave edilmis 6rnegin MS

spektrumu.
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Tablo 4.3. Normal pisirilen gidalardaki PAH miktarlar1 (ng/kg), n=3.

Ornek C Yontemi

Antrasen BaA BaP Piren
Komiirde kirmizi et

+ + + +

1zgarast (Adana kebabi) 3.8+0.8 2.7+0.5 6.3£1.3 4.2+0.7
gg az et 1zgarast (Tavuk TA 2.2+0.4 4.8+0.8 2.3+0.5
Cifte kavrulmus biskiivi TA TA TA TA
Turk kahvesi TA 2.1+0.4 2.3+0.4 3.440.7
Neskafe 2.6+£0.5 2.0+0.3 2.310.3 3.2+0.7

TA: Tayin sinirinin altinda

Tablo 4.4. Yenilemeyecek kadar 1zgarada pisirilen (kdmiirlesmis) gidalardaki PAH miktarlart (pg/kg) ,

n=3.
Ormek C Yontemi D Yo6ntemi
e Antrasen BaA BaP Piren Antrasen BaA BaP Piren

Tiip alevde
kirmiz1 et | 53+5 74+9 96+12 135418 50+7 75+11 108+17 166425
1Zgarasl
Komiirde
kirmizi et | 114+22 52+7 84+13 12+2 108+16 60+9 91+14 15+3
1Zgarasl
Tiip alevde

80+12 108+16 138+20 53+8 83+13 115+17 140+21 5148
tavuk 1zgarasi
Komiirde tavuk

147+28 83+12 72+10 58+9 156+21 10017 77£12 56+8
1Zgarasl
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5. SONUC VE TARTISMA

Proteince yiiksek gidalarin yiliksek sicaklikta hazirlanmasi asamasinda, gerek yaglarin
pirolizi sonucu, gerekse tlipgaz ve komiir gibi pisirilme kaynaklarina bagli olarak polisiklik
aromatik hidrokarbonlarin olustugu belirtilmistir. Bu bilesiklerin toksik hatta ¢ogunun
kanserojen 6zelliklere sahip olmalar1 nedeniyle, ¢cok diisiik konsantrasyonlarda bile olsa duyarli
ve dogru bir sekilde tayinleri biiyiik bir 6neme sahiptir. EPA ve IARC tarafindan karsinojen,
kanserojen ve mutajen olarak siniflandirilan bu organik maddelerin gidalardaki tayini GC-MS
ve HPLC-MS gibi duyarliligi ve tekrarlanabilirligi iyi olan cihazlar ile miimkiindiir. Bu
calismada, HPLC-MS sistemiyle; antrasen, benzo[a]antrasen, benzo[a]piren ve piren i¢in
optimum kosullar tayin edildi. Optimizasyon ¢alismasinda asetonitrilde ¢oziilen bu bilesenlerin
standart ¢ozeltileri ile optimum kosullar belirlendi. Antresen igin 0.85 ml/dk mobil faz akisi, 40
ul enjeksiyon hacmi, 50 °C kolon sicakligi ve 90 fragmenter; Benzo[a]antrasen i¢in 0.75 ml/dk
mobil faz akigi, 80 pul enjeksiyon hacmi, 50 °C kolon sicakligi ve 130 faragmenter, Piren igin
0.60 ml/dk mobil faz akis hizi, 60 ul enjeksiyon hacmi, 45 °C kolon sicakligl ve 130 fragmenter,
ve Benzo[a]piren i¢in 0.75 ml/dk mobil faz akisi, 45 pl enjeksiyon hacmi, 55 °C kolon sicakligt
ve 140 faragmenter degerleri optimum degerler olarak belirlendi. Optimize edilen bu
parametreler, 1zgara ve diger 6rneklerdeki bilesenleri tayin etmek i¢in uygulandi.

Bu calismada, et ve tavuk gibi restoranlarda tiiketime sunulan normal sartlarda
hazirlanmis Orneklerin antrasen, benzo[a]antrasen, piren ve benzo[a]piren derisimleri
bulunmustur. Pisirme kaynagi olarak odun komiiriiniin kullanildig1 normal sartlarda hazirlanmig
orneklerde calisilan PAH miktarlart diisiik bulundu. Farkli bir matriks yapisinda olan c¢ifte
kavrulmus biskiivide ise tayin smirmin altinda bulundu. Yine kirmizi etten yapilan adana
kebabinda bulunan 4 bilesigin derisimlerinin, beyaz etten hazirlanan tavuk sis kebabindan az da
olsa yiiksek oldugu gozlendi. Yine neskafe orneginde de g¢alisilan 4 bilesik te tayin sinirlarn
igerisinde oldugu goriildii. Biitiin bunlarla beraber elde edilen konsantrasyonlarin 10 ppb den
kiigiik olmasi1 herhangi bir risk faktdriinliin sézkonusu olmadigi sonucuna varildi. Izgara tirii
gida Orneklerinde yapilan calismalar sinirli olmakla beraber, literatiirde yapilan benzer
calismalarda 30-40 ppb gibi daha biiyiik derisimler rapor edildigi gibi, daha kii¢iik sonuglar da
bulunmustur (53-54, 60). Aygiin ve Kabaday1 komiirde 1zgara edilmis et érneklerinde yaptiklari
calismada kuzu eti i¢in 43.8 ve sigir eti i¢in 31.33 ppb benzopiren konsantrasyonlarini rapor
etmiglerdir. Kazeroni ve arkadaslar1 [60] ise gida 6rneklerinde benzopiren tayini i¢in yaptiklar
calismada biskiivide 0.13, sigir etinden yapilmis 1zgarada 4.15 ve tavuketinden yapilmig
1zgarada ise 0.4 ppm benzopiren bulmuslardir. Bu tezde bulunan benzopiren derigimleri ise sigir

eti icin 6.3 ppb, tavuk eti i¢in 4.8 ppb bulunurken, ¢ifte kavrulmus biskiivide calisilan dort
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bilesenin konsantrasyonlar1 tayin sinirmin altinda oldugu goriilmistiir. Janoska ve arkadaglari
[53] domuz etinden hazirlanmig 1zgarada benzoantrasen ve benzopiren tayinlerini yapmiglardir.
Bu arastirmacilar kemiksiz domuz etinde ve boyun etinde sirastyla 2.76 ppb ve 10.78 ppb
benzoantrasen 0.71 ppb ve 2.25 ppb benzopiren bulmuslardir. Yine ayni ¢alismada tavuk
gogsilinden yapilmis 1zgarada 6.64 ppb benzoantrasen ve 0.15 ppb benzopiren gozlenmistir. Bu
derisim farklarinin 1zgara yapiminda kullanilan komiir veya alev cinsinin yani sira 1zgara
yiiksek sicaklikta kalma siiresine de bagli oldugu belirtilmistir. Bu ve benzeri sorularin cevabini
bulmak i¢in Kok komiirii ve agik tlip gaz alevinde yenilemeyecek kadar kizartilarak (g¢ogu
siyahlasmig) elde edilen tavuk ve kirmizi et drneklerinde bulunan derisimlerin ¢ok yiiksek
miktarlarda oldugu bulundu. Ozellikle p53 geninde mutasyona sebep olan ve iimmin (savunma)
sistemini baskilayarak kanser olusumuna yol acan benzo[a]pirenin miktar1 derisiyle pisirilen
tavuk ve et drneklerinde, kok komiirii ve tiipgazda pisirilmeleri ile oldukea yiiksek bulundu. Bu
gidalarin agik alevle temaslar arttikca olusan PAH’ larin miktarlarinin da paralel olarak arttig1
gozlendi. Diger taraftan literatliirde orneklerin aleve uzakliklari da biinyelerinde olusan PAH’
larin miktarlarimt etkiledigi belirtilmistir (53). Tablo 4.3. ve 4.4.” te verilen sonuglardan yola
¢ikarak yiiksek miktarlardaki PAH olusumlari 6rnegin pisirme kaynagina da bagh oldugu agik
bir sekilde goriilmektedir.

Bu sonuglar 15181nda gidalarin 1zgarada pisirilmesi agamasinda pisirme kaynagi olarak
odun kémiirli kullanilmasinin ve asirt pisirmeden kaginilmasinin bu bilesiklerin olugumlarinin
diisiik diizeyde kalmasina neden oldugu sonucuna varildi. Yine tlip gazin kullanilmamas: ve

pisirme siiresinin kisa tutulmasi da onerilen tedbirler arasinda sayilabilir.
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OZGECMIS

07.02.1976° da Malatya Merkez Sogiit Koyiinde dogdu. lkdgrenimini Ségiit Koyii Ilkokulunda,
ortadgrenimini Atatiirk ortaokulunda ve lise 6grenimini Malatya Hact Ahmet Akiner lisesinde
tamamladi. 1998 yilinda Inénii Universitesi Egitim Fakiiltesi Kimya Ogretmenligini kazand1 ve
2003 yilinda mezun oldu. 2004 yilinda Firat Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Analitik
Kimya alaninda basladig1 Yiiksek Lisansini “Ultra Eser Diizeydeki Agir Metallerin Amberlite-
XAD ile Onderistirilmesi ve Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresiyle Tayini” isimli tezi ile
tamamladi. 2005 yilinda ayni enstitiide doktora egitimine basladi ve “Yiiksek Sicaklikta
Hazirlanmis Gidalarda Organik Kanserojen Maddelerin HPLC-MS ile Tayini” konulu doktora

tez caligmasi ile doktorasini siirdiirmektedir.
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