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Damisman: Prof. Dr. Seref GUCER

Calismamizda gida ve ¢evre Orneklerinde eser element turlendirmesi/fraksiyonlamasina
yonelik 6rnek hazirlama teknikleri ve farkli analiz yontemlerinin kullanilmasi iizerinde
durulmustur. Bu amagla, biyolojik agidan 6nemli olan mangan ve bakir elementleri
secilerek, bu elementlerin fazla bulundugu i¢ findik, 1spanak, bugday unu gibi gida
ornekleri ile yagmur suyu oOrneklerinde tirlendirme/fraksiyonlama g¢aligmalarinin
yapilabilme olanaklar1 arastirilmistir. Fraksiyonlama c¢alismalarinda, dagilimdaki
mangan ve bakir elementlerinin diislik duzeyde bulunmalart halinde duyar bir teknik
olan indiiktif eslesmis plazma-kitle spektrometresi kullanilmistir. Dagilimlarin
giivenirligi agisindan elementlerin bulunabilecegi toplam dizeyler icin validasyon
caligmalar1 yapilmistir. Bu amaca ulagmak igin reaktif karigimlari ile yas yakma
islemleri ve kemometrik yontemler kullanilarak optimum sartlar saptanmistir. Segilen
matriksler icerisindeki mangan ve bakir elementlerinin dagilimlarinin incelenmesi igin
fraksiyonlama semasi tasarlanmig ve farkli ¢bzgenler ile ekstraksiyonlar
gerceklestirilerek organik yapilara bagli mangan ve bakir tiirlerinin tayini yapilmistir.
Ayrica in-vitro biyoyararlilik ve aktif karbon adsorpsiyonu gibi farkli tekniklerin
kullaniminin beslenme agisindan degeri yorumlanmistir. Cevre 6rneklerinden yagmur
suyunda mangan ve bakirin havadan tasinim 06zelliklerinin incelenmesine imkan
verecek olan 6rnek bir tidrlendirme/fraksiyonlama semasi da incelenmistir.
Fraksiyonlama basamaklarindan bazilarinda daha detayli bilgi alabilme ve semay1
tlrlendirmeye dondiirebilme olasiligiin belirlenmesi agisindan HPLC-ICP-MS ikili
tekniginden alinan sonuglar irdelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mangan, bakir, findik, ispanak, bugday unu, yagmur suyu,
fraksiyonlama, tirlendirme, biyoyararlilik, HPLC-ICP-MS

2013, xiv + 172 sayfa.
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MANGANESE AND COPPER SPECIATION/FRACTIONATION ANALYSIS IN
FOOD AND RAINWATER SAMPLES AND HPLC-ICP-MS TECHNIQUE
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In our study, sample preparation and different analysis techniques were taken into
account for trace element speciation/fractionation in food and environmental samples.
For this purposes application possibilities of speciation/fractionation studies were
investigated in terms of manganese and copper elements. These elements were selected
for their biological importance. The principal food sources for manganese and copper
elements, namely hazelnut, spinach, wheat flour and rainwater samples were preferred
for investigations. In fractionation studies, due to the low concentration of the
distribution of these elements in samples, inductively coupled plasma-mass
spectrometry analysis technique was found as a proper chose because of its high
sensitive capabilities. Validation studies were performed in order to ensure that the
distributions will be varied in the total elemental limit. For this reason wet digestions
with nitric acid, hydrogen peroxide, sulphuric acid mixtures depending on sample
matrix were optimized using chemometric methods. In order to investigate the
distributions of manganese and copper in selected matrices, different organic extraction
steps were introduced for fractionation schemes. Bounded and free forms of manganese
and copper were then outlined. Also different techniques such as in-vitro bioavailability
procedures and activated carbon adsorption were applied for nutritional interpretations.
Additionally, speciation/fractionation scheme was proposed for understanding the
mobilities of manganese and copper in air using rain water as an example of
environmental samples. Detailed fractionation information and the possibility to
speciation analysis were also assessed using HPLC-ICP-MS coupled technique.

Key words: Manganese, copper, hazelnut, spinach, wheat flour, rainwater,
fractionation, speciation, bioavailability, HPLC-ICP-MS
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1. GIRIS

Bir elementin fizikokimyasal formunun belirlenmesi, yani tiirlendirme ¢alismalari
neden Onem teskil etmektedir? Toplam element tayini; elementin taginim, toksisite,
biyoyararlilik etkilerini belirtmede yeterli goriilebilir mi? Tiirlendirmede hangi atomik

spektroskopik teknikler 6n plana ¢ikmaktadir?

Metallerin hem liizumlu olmalari hem de toksik Ozellik gostermeleri nedeni ile
tayinlerinde 0Ozel analitik semalarin gelistirilmesi glincel konular arasindadir.
Glinlimiizde biyoyararlilik ve toksisitenin, metallerin belirli fizikokimyasal formlari ile
yakindan ilgili oldugu bilinmektedir. Ele alinan bir matriks i¢inde elementler gesitli
formda ve yapida bulunabilmektedir (Broekart ve ark. 1990). Bu nedenle etkilerinin tam
olarak belirlenmesinde toplam element diizeyleri yerine turlendirme ve fraksiyonlama

calismalar1 6nemlidir.

Tez kapsaminda incelenecek olan mangan (Mn) ve bakir (Cu) elementleri; hem liizumlu
hem toksik o6zellik gostermeleri, organizmada birbirlerinin etkilerini degistirebilmeleri
acisindan cesitli gida orneklerinde (i1spanak, i¢ findik, bugday unu) ve ¢evre Ornegi
olarak da yagmur suyunda tlirlendirme ve fraksiyonlama c¢aligmalar1 agisindan
incelenmistir. Bu kapsamda, farkli 6rnek hazirlama teknikleri ve analiz yontemlerinin
kullanilmas1 iizerinde durulmustur. Ilgili elementlerin ¢ok diisiik diizeylerde
bulunmalari halinde indiiktif eslesmis plazma-kiitle spektrometresi (ICP-MS) teknigi ile
Olctimleri gerceklestirilmistir. Asit karisimlar1 ile yas yakma iglemleri sonucu organik
kismin pargalanmasi ve toplam element tayini ile validasyonu yapilmistir. Elementlerin
bagli bulunduklar1 yapilarin aydinlatilmasima yonelik olarak farkli ¢ozgenler ile
ekstraksiyona veya aktif karbon adsorpsiyonuna dayali fraksiyonlama c¢alismalari
yapilmigtir.  Organizmadaki  yararhiliklarinin ~ belirlenmesi  agisindan  in-vitro
biyoyararhlik ¢alismalari; yine tez kapsaminda uygulanmistir. Tiim bu ¢alismalar Mn ve
Cu elementlerinin taginim 6zelliklerinin, bagli bulunduklar1 yapilarin aydinlatilmasinda

ve buna bagli olarak da toksisite ve biyoyararlilik caligmalarinin degerlendirilmesinde



yararlt olacaktir. Buna ilaveten; yiiksek basing sivi kromatografisi-indiiktif eslesmis
plazma kitle spektrometresi (HPLC-ICP-MS) kesiksiz ikili tekniginin kullanilmasi da

calismamizin ¢iktilarini olusturacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Cogu gida ve ¢evre oOrneklerinde eser elementlerin tlrlendirme ve fraksiyonlama
calismalarinda metotlarin duyarliliklarinin  sinirli  olmasi  sebebi ile fazla wveri
tiretilememis; farkli matrikslerde, fraksiyonlama calismalar1 toplam element diizeyinde
degerlendirilmistir. Gilinlimiizde hizli ve 6rnek yapisini degistirmeyen ikili tekniklerin
kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir. Asagida bu baglamda literatiirden derlenen bilgiler
Ozetlenmektedir.

2.1. Tiirlendirme ve Fraksiyonlama Calismalarinin Onemi

Metabolik islevlerde gerekli olan eser element analizleri halk sagligi caligsmalari
acisindan 6nemlidir; fakat ilgili elementlerin toplam konsantrasyonlar1 degisik formlari
hakkinda bilgi vermez (Tokalioglu ve ark. 2000, Tuzen ve Soylak 2007). Elementin
toksisitesi, biyoyararliligi ve tasinim ozellikleri kimyasal formuna baghdir (Rosen ve
Hieftje 2004, Gomez-Ariza ve ark. 2006). Ayrica metal veya metaloidler
biyomakromolekiillerin bir parcasi olarak da bulunabilir ki bu da farkli etki ve
davraniglart agisindan Onemlidir. Bu nedenle biyolojik Ornekler veya gida
orneklerindeki eser element tiirlendirmesi ile elde edilen bilgi metal ve yari-metallerin
biyokimyasin1 anlamada gilinimiizde 6nemli goriilmektedir (Gomez-Ariza ve ark.
2006). Gidalar agisindan Ornek verilirse, toplam element igeriginin absorpsiyon ve
kullanim hakkinda ¢ok az bilgi verdigi kabul gérmiistiir (Crews 1998). Zira gidadaki
mineralin besin degeri sadece element igerigine degil; biyoyararliligina veya
biyoalinabilirligine de baghdir (Ruzik 2012). Eser elementler ve organik bilesikler
kimyasal olarak hemen etkilesir ve bu nedenle elementler; protein, enzim veya hormon
gibi bir makromolekiil parcasi olarak ortaya ¢ikarak bu bagl form ya da oksidasyon

basamagina gore biyokimyasal etkilerini gosterirler (Michalke 2006).

Elementlerin kimyasal formlar: toksisite ve biyoyararlilik agisindan énemli oldugundan
gecmiste potansiyel yarar-zarar belirlemede toplam element tayinleri kullanilirken;
giinlimiizde pek ¢ok arastirmaci tarafindan bunun tek basina yetersiz oldugu ve yasayan
organizmalara etkilerinin tam olarak anlasilmasinda, tiirlerin tespit ve Kkantitatif

tayinlerinin gerekli oldugu kabul gérmiistiir (Rosen ve Hieftje 2004).



2.2. Tiirlendirme/Fraksiyonlamanin Tanimi ve Analitik Kimyadaki Yeri

Tirlendirmeye iliskin temel kavramlar ve tanimlar asagida 6zetlenmistir (Templeton ve

ark. 2000):

e Turlendirme analizleri; 6rnekteki bir veya daha fazla kimyasal tiriin tespit veya
kantitatif 6l¢timlerine iligskin analitik islemlerdir.

e Kimyasal tur; elementin, izotopik bilesim elektronik/oksidasyon durumu, ve/veya
kompleks ya da molekiiler yapisi ile tanimlanan 6zel formudur.

¢ Element tiirlendirmesi, tiirlendirme; ilgili elementin bir sistemde tanimlanan kimyasal

tiirler arasindaki dagilimini ifade eder.

Tirlendirme analizleri; kimyasal bilesiklerin biyojeokimyasal ¢evriminde, secilen
elementlerin toksisite ve ekotoksisitelerinin belirlenmesinde, gida orneklerinin kalite
kontrollinde, tibbi ve farmakolojik Grlnlerin kontroliinde, teknolojik sure¢ kontroliinde,
sanayi kuruluslarinin ¢evreye etkilerinin aragtirilmasinda, meslek hastaliklari boyutunda
maruz kalmalarin degerlendirilmesinde ve klinik analizlerde kritik 6neme sahiptir (Kot
ve Namiesnik 2000). Tiirlendirmenin hitap ettigi temel alanlar asagida sematik olarak

verilmistir (Rosen ve Hieftje 2004).
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Sekil 2.2.1. Turlendirme analizlerinin 6nemli oldugu uygulama alanlari (Rosen ve
Hieftje 2004’den degistirilerek alinmistir)

Temel tiirlendirme analizleri dort sekilde uygulanabilmekte olup; bu alanlar Cizelge
2.2.1°de verilmistir. Kimyasal analiz ile iligkili kisim ise ayrintili olarak Cizelge 2.2.2°

de gorulmektedir (Kot ve Namiesnik 2000).



Cizelge 2.2.1. Temel turlendirme analiz gesitlerinin kisa karakteristikleri (Kot ve

Namiesnik 2000’ den 6zetlenerek alinmistir)

Turlendirme Aciklamalar Ornekler
Analizi Cesidi
Tarama Tdarlerin, kirlilik boyutunda (toprak  Eser element analizleri

Tarlendirmesi

Grup
Turlendirmesi

Dagilma
Turlendirmesi

Bireysel
Turlendirme

su veya hava) ozellikle cevresel
orneklerde fiziksel veya kimyasal
olarak belirlenmesidir.

Belirli oksidasyon basamaginda ve
belirli bilesik yapisindaki
elementin bagli bulundugu yapinin
belirlenmesi seklindedir.

Genellikle biyolojik érneklerin
analizi ile iliskilidir.

En zor tiirlendirme ¢alismalar1 bu
gruba girer. Fraksiyonlama ve
ayirma teknikleri 6nemlidir.
Kromatografi ve ikili teknikler 6n
plana ¢ikmaktadir.

(¢cozlinmiis veya askida
kalan fraksiyon) ve bunlarin
farkli formlarinin ardigik
ekstraksiyon sonrasi toprak
veya cokellerde
belirlenmesi, ¢cokellerde,
deniz suyunda tributil kalay
tayini, dokuda metil civa
belirlenmesi

Elementel, inorganik veya
organik civa bilesiklerinin
tayini

Serumda eser element,
bitkide agir metal tayini

Kimyasal tlrlerin
molekdler, kompleks,
elektronik veya niikleer
yapilarinin belirlenmesi




KIMYASAL ANALIZ

Analiz edilen 6rnekte farkli formlarda Analiz edilen 6mekteki belirli kimyasal
bulunan belirli elementlerin tayini tiirlerin ve formlarin tayini
Ozgiin tiirlerin molekiil KIMYASAL TURLENDIRME FIZIKSEL TURLENDIRME
E.lemel.] ter . Iom}ullenmp Aym kimyasal tiirlerin farkh
(Organik ve Inorganik) belirlenmesi Kimyasal tiirlerin tayini| | fizikokimyasal formlarinmn
(Elementel analizi) belirlenmesi
TARAMA GRUP
TURLENDIRMESI TURLENDIRMESI
Belirli kimyasal Kimyasal tiirlerin grup veyal
tiirlerin aragtirlimasi smiflarinin aragtirilmasi ve
ve belirlenmesi belirlenmesi
DAGILMA TURLENDIRMESI s
: : TURLENDIRME
Analiz edilen Ornekte var olan 6zgiin
ommekteki elementlere ait tiirlerin arastirilmasi ve
se¢ili 6zgiin tiirlerin belirlenmesi

arastirlmasi ve belirlenmesi

Sekil 2.2.2. Kimyasal analiz alani ile iliskili tiirlendirme analizi ¢esitleri (Kot ve
Namiesnik 2000)

Bazi durumlarda kimyasal tiirlerin belirtilmesinde tlirlendirme kelimesinin
kullanimindaki smirlilik s6z konusudur veya cok fazla sayida tiir bulunmakta olup;
bunlarin matriksteki toplam derisimi verecek sekilde tek tek belirlenmesi ¢cok zordur
(Templeton ve ark. 2000). Ornegin; metaller farkli ve kompleks gida bilesenlerine bagh
olabilir, biyoligandlar ile komplekslesmis halde bulunabilir (Pohl 2007, Pohl ve Prusisz
2007). lgili tiirlerin analitik prosediir veya 6lgiim metodundan kaynaklanan kararsizlig1,
pH degisimleri veya komplekslesme gibi etkiler ile 6l¢iim metodunun duyarliligindaki
stnirhilik tiirlerin belirlenmesinde zorluga neden olabilir. Belirlenmek istenilen tiir
kararli olsa da inert olabilir. Bu durumda fraksiyonlama pratik bir uygulama olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Fraksiyonlama; belirli bir 6rnekteki analit veya analit grubunun
fiziksel (Ornegin boyut veya c¢oziiniirliik) veya kimyasal (6rnegin baglanma ve
reaktiflik) oOzelliklerine gore simiflandirilmasi islemidir (Templeton ve ark. 2000).
Yukaridaki veriler 1s18inda fraksiyonlama c¢alismalarinin  pratik uygulamaya
doniismesinin temel nedenleri tarafimizdan asagidaki sekile dontstirilmistiir (Sekil

2.2.3).
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Sekil 2.2.3. Fraksiyonlamanin baglica uygulanma nedenleri

2.3. Tiirlendirmede ikili Teknikler

Tiirlendirmenin basarist iki faktore baghdir: segicilik (sadece belirli bir tiirliin
belirlenmesi) ve duyarlilik (6l¢lim metodunun analit seviyesini yakalayabilmesi). Bu iki
faktoriin saglanmasi ile ilgili biylk bir yenilik; kromatografi veya elektroforez
tekniginin kesiksiz olarak element secici bir dedektore (atomik absorpsiyon, emisyon,
floresans veya kiitle spektrometri, indiiktif eslesmis plazma veya mikrodalga

indiiklenmis plazma gibi) baglanmasidir (Kot ve Namiesnik 2000).

Analitik kimyacilar, son otuz yillik siirecte toplam element derisiminin; tasinim,
biyoyararlilik ve bunun sonucunda elementin ekolojik sistem veya biyolojik
organizmalar iizerindeki etkileri ile ilgili istenen bilgiye ulasmada yetersiz kaldigini
anlamiglardir. Element tlirlendirme analizleri belirli bir 6rnekteki farkli elementlerin
tirlendirmesine imkan verirken gercek etkilesimlerini de yansitmalidir. Bu, kolay
ulagilir bir durum degildir. Bu nedenle ayirma ve 6l¢iim yontemleri kadar; 6rnek alma,
saklama ve hazirlama ile ilgili yeni yaklasimlar da ortaya ¢ikmistir. Son zamanlarda tek
basina tiirlendirmede gosterdikleri sorunlara karsi ayirma ve tespit ydntemlerinin
birlestirildigi ve iyilestirildigi metotlar glndeme gelmektedir. Bu tekniklerin
birlestirilmesinde ve kalite kontrol stratejilerinde yeni metodolojik gelismeler de gerekli
goriilmektedir (Michalke 2003). Kompleks ornekler, bir ayirma tekniginden

yararlanmaksizin analiz edilemezken; ayirma metotlar1 i¢in yaygin olarak kullanilan pek



cok dedektor de elemente 6zgii bilgi vermemektedir. Bu nedenle farkli ikili teknikler
gelistirilmistir (Rosen ve Hieftje 2004). Bu tekniklerde tiirler miimkiin oldugunca segici

olarak ayrilir ve sonrasinda yine segici olarak olgiiliir (Michalke 2003).

Ikili tekniklerin gelisim periyodu incelenecek olursa; 1970’lerin sonunda ilk kez Van
Loon ve Suzuki tarafindan gaz kromatografisi (GC) ve sivi kromatografisi (LC)’ nin
elemente 6zgu dedektorler ile birlikte kullanilmasinin Onciiliikk ettigi c¢alismalar,
kromatografik ayirirm ve duyarli element segici dedektoérlerin  birlestirilmesi ile
tirlendirmeye bir kapt agmistir (Montes-Bayon ve ark. 2003, Rosen ve Hieftje 2004).
Baslangicta atomik absorpsiyon (AA), atomik floresans (AF) ve atomik emisyon (AE)
teknikleri ile kombinasyonlar, yerini son yillarda, kiitle spektrometresinin kullanimina
birakmustir. Ozellikle HPLC-ICP-MS tiirlendirme ¢alismalarinda rutin olarak kullanilir
hale gelmistir. Ayrica; ayirma teknigi olarak tiirevlendirme yapilmadiginda sadece
ucucu bilesiklere yonelik olan GC, ya da yiiksek hizda ayirma etkinligi ve diisiik 6rnek
hacimlerine yonelik olarak avantaj sunan kapiler elektroforez (CE) de HPLC’ye
alternatif olarak kullanilabilmektedir. ICP-MS, HPLC veya CE ile birlestirilerek
element secici belirlemelerde yaygin olarak kullanilirken; molekiiler segici
belirlemelerde de elektrosprey iyonlastirma-kitle spektrometresinden (ESI-MS)

yararlanilmaktadir (Rosen ve Hieftje 2004).

LC, ikili tekniklerden indiiktif eslesmis plazma (ICP) tor¢g sistemine belki de en kolay
adapte edilebilenidir. Genellikle LC-ICP-MS’deki temel problemler mobil (hareketli)
faz ile ilgilidir. LC hareketli fazindaki tuz ve organik ¢tzgen igerigi minimum diizeyde
tutulmahidir.  Belirleme limiti (veya nitel belirleme limiti, LOD) vyeterince diisiik
olmayabilir ve LOD’yi artirmak i¢in uygun sislestiriciler kullanilmalidir. LC’ den farkli
olarak GC baglantisi i¢in tamamen 1sitilmis bir arayliz ve gaz ornegin iletimi acisindan
da uygun aparatlar gerekirken; arayiizde karbon birikiminin énlenmesi icin de tastyici
bir gaza ihtiyag olabilir. CE’ de baglant1 GC veya LC ye gore daha zor olup diisiik 6lii
hacimli arayiiz gerekir; zira burada 6rnek akis hiz1 dakikada 0,5 pL’> den genellikle az
olmaktadir. Ticari arayiizeyler olsa da kurum i¢i tarzinda gelistirilenler daha cok

kullanilmistir. CE’ye dayanan ikili teknikte mutlak LOD diisiiktiir. Metal veya



metaloidler tespit edilemezken metaloprotein gibi makromolekiler 6lgtimler
hedeflenmektedir (Dressler ve ark. 2011).

LC-ICP-MS ikili tekniginin analiz boyutunda tarihgesi alevli atomik absorpsiyon
spektrometresi (AAS), elektrotermal atomik absorpsiyon spektrometresi (ETAAS) ve
indiiktif eslesmis plazma-atomik emisyon spektrometresi (ICP-AES)’ ¢ uzanmaktadir;
fakat ne HPLC-AAS; ne de HPLC-ICP-optik emisyon spektrometresi (OES), biyolojik
ve g¢evresel ornekler acisindan kiyaslandiginda ICP-MS kadar glindeme gelmemistir
(Montes-Bayon ve ark. 2003). ICP-MS disinda atomik absorpsiyon spektroskopisi veya
ICP-AES gibi optik spektrometrik teknikler kullanilabilir olsa da AA, es zamanli ¢oklu
element tayinine imkan vermezken; ICP-AES’ in duyarlihgi da ICP-MS’e
ulagamamaktadir. ICP-MS, diisiik belirleme limitleri, makro ve eser bilesenlerin ayni
seyreltme ile belirlenmesine imkan verecek genis dinamik araligi ve ¢oklu element tayin
imkani ile 6nemli bir 6l¢tim teknigi haline gelmistir. (Rosen ve Hieftje 2004). Zira ICP-
MS 1980’ lerin ortalarinda devreye girdiginde, analitik veri karakteristikleri agisindan
performansinin ¢ok daha iyi oldugu goriilmiistir. HPLC-ICP-MS’ e yonelik ilk
calismalar 1986’larda Houk ve ark. tarafindan yayinlanmistir. Giinimiizde HPLC dolgu
maddelerindeki cesitlilikle de ters faz, boyut eleme, iyon degisimi ve kiral ¢alismalar
yapilabilmektedir (Montes-Bayon ve ark. 2003). HPLC’nin ayirma mekanizmalari
cesitliligi ile cok sayida 6nemli ¢evresel ve biyolojik 6rneklere uygulanabilmesi ayrica;
duyarliligr yiikksek ve saglam (cevre sartlarindan az etkilenen) ticari ICP-MS
cihazlarinin bulunabilmesi ile HPLC-ICP-MS teknigi, ikili teknikler arasinda en iyi
kombinasyonlardan biri haline gelmistir (Montes-Bayon ve ark. 2003). HPLC igin
ayirma mekanizmalar1 ve tiirlendirme analizlerinde bazi uygulamalart Sekil 2.3.1° de

gortlmektedir.
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degisimi e Polisakkaritler
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Katyon Iyon ¢ifti
degisimi

Sekil 2.3.1. HPLC’de ayirma mekanizmalari ve tiirlendirme analizlerindeki baz1 tipik
uygulamalari (Szpunar 2000” den degistirilerek alinmigtir)

HPLC-ICP-MS ikili tekniginde mangan agisindan ve HPLC kisminda karsimiza yaygin
olarak boyut eleme kromatografisi (SEC) ¢ikmaktadir (Quintana ve ark. 2005, Quintana
ve ark. 2006, Michalke ve ark. 2007, Arias-Borrego ve ark 2008, Michalke ve ark.
2013, Rybak ve Ruzik 2013). ikili tekniklerde SEC, proteince zengin matrikslerde
metaloprotein veya diisik molekiil kitleli metal selatlar1 gibi sinirli kararliliktaki
tiirlerin ayrilmasi i¢in uygun goriilmektedir. Diger sivi kromatografi tekniklerine gore
ayirmada daha az etkili olsa da uygulama kolayligi, hareketli faz bilesimine uygunluk
ve element tiirlerinin molekiil kiitlelerinin tahminine imkan vermesi nedeni ile avantajl
gorilmektedir. SEC ile, biyolojik sivilar ve gida matriksleri gibi 6rneklerde 6zellikle
element tiirlerinin fraksiyonlama calismalarinda 6nemli bilgiler elde edilebilmektedir
(Koplik ve ark. 2002).

Turlendirmede HPLC veya LC’ nin ICP-MS ile birlikte kullanimina dayali ¢aligmalarin

sayisal olarak yillara gore degisim grafigi tarafimizdan ¢izilerek Sekil 2.3.2°de

verilmistir.
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Sekil 2.3.2. HPLC-ICP-MS veya LC-ICP-MS ikili teknikleri ile ilgili yayin sayilarinin
yillara bagh degisimi

Element secici 6l¢lim yOntemlerinin dogrudan ayirma metotlarina baglanmasi sonucu
ikili teknik halinde kullanimi; kesikli sistemlere gore daha kolay ve hizli olarak sonuca
gotiirmektedir (Michalke 2003). Sekil 2.3.3° de tiirlendirme ¢aligmalarinda yaygin
olarak kullanilan ikili teknikler, bunlar arasi iligkiler ile arayiiz sematik olarak

Ozetlenmistir (Michalke 2003, Anonim 2012).

[ Birlesik Analitik Teknikler

Ayirma Tespit (Element
GC HPLC CE veya molekiiler
LC segici)
Arayliz
Teknolojisi
CE
MIP JGP ESI s bR
GC ICP - MS
ESI - MS
I Dogrudan Teknikler
AES MS Voltametri , Niikleer Manyetik Rezonans

Sekil 2.3.3. Tiirlendirme analizlerinde kullanilan teknikler ve bu teknikler arasi iliskiler
(Anonim 2012a (solda) ve Michalke 2003’den (sagda) degistirilerek alinmustir.

Sekil 2.3.4> de HPLC’nin ICP-MS ile birlestirilmesine iligkin sekilsel gosterim (Maher

ve ark. 2012) verilmistir.
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Sekil 2.3.4. HPLC-ICP-MS ikili tekniginin sekilsel gdsterimi (Maher ve ark. 2012)

Cevre, saglik-beslenme ve biyoorganik kimya alanlari ile ayri ayr iliskilendirilen

tirlendirme c¢aligmalarinda farkli ikili tekniklerin sagladigi faydalar Sekil 2.3.5°de

g

AYIRMA

Ozetlenmistir (Rosen ve Hieftje 2004).

OLCUM BELIRLEME

B B

MOLEKUL KUTLESI ﬂ

KANTITATIF TAYIN
YAPI

g

TURLENDIRME

Sekil 2.3.5. Tiirlendirme analizlerine ¢esitli analitik tekniklerin katkis1 ve bu teknikler
arasi iliskiler (Rosen ve Hieftje 2004’ den degistirilerek alinmistir)

2.3.1. HPLC-ICP-MS kesiksiz baglantis1 ve “Chromera” yazilim

HPLC veya LC-ICP-MS ikili teknigi; literatiirde yaygin olarak bulunmaktadir. Bu
baglant nispeten kolaydir; zira kolondan ¢ikan mL dk™ biiyiikliigiindeki akis hizlari,
ICP-MS geleneksel sislestiricilerinin optimum kosullarda g¢alismasi igin gerekli sivi
alimina uygundur (Alvarez-Llamas ve ark. 2005). Bu amagcla; HPLC kolon ¢ikisindan
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dar bir politetrafloretilen veya benzer malzemeli inert bir materyal ile ICP-MS
sislestiricisine fiziksel olarak baglanabilir (Larsen 1998). Buradaki sinirlilik organik
¢ozgen kullanimi ve gradiyent eliisyondur (Larsen 1998, Alvarez-Llamas ve ark. 2005).
Ozellikle terz fazda goriilen yilksek organik icerik; plazma kararsizligi ve torgun
enjektor kanalinda, sampler ve skimmer konilerinde karbon birikmesine yol acabilir.
Ayni zamanda yiiksek tuz igerigi de sislestirici ve konilerde tuz birikmesine ve
duyarlilik kaybima yol acgabilir. Bu nedenle ayirim i¢in gerekli hareketli faz kesiksiz
baglantida ICP-MS dedektoriine uygun olmayabilir (Alvarez-Llamas ve ark. 2005).
Ayrica; organik ¢ozgen, puskiirtme haznesi (sprey odasi)’ nin duvarlarina yapisabilir.
[zokritik eliisyonda mobil faz bilesiminin rnegin her yerinde ayn1 olmasi avantaj olarak

gortlmektedir (Larsen 1998).

Kullandigimiz “Chromera” yazilimi, tiirlendirme ¢aligmalarina 6zgiidiir. HPLC ve ICP-
MS arasindaki kesiksiz baglantiy1 saglamakta ve iki cihaz da bu yazilim {izerinden
calistirilabilmektedir. Ayrica yazilim, ICP-MS ve HPLC arasindaki gevirici valfi de
kontrol eder. Bu valf sayesinde ICP-MS analize hazirlanirken HPLC kolonu da
satlandirilabilmekedir. Yani, dogrudan ICP-MS ya da dogrudan HPLC’den atiga gegme
pozisyonlart mevcuttur. Bununla birlikte analiz sonunda kolon temizlenirken; ICP-MS
de ayrica kapatmaya hazir hale getirilebilmektedir. Cevirici valfe ait sematik goriiniim
tarafimizdan c¢izilerek Sekil 2.3.1.1° de verilmistir. Valfin iki konumu vardir. Bir
konumunda HPLC’den atiga; iki konumunda ise HPLC’den ICP-MS’e iletim soz
konusudur. Kullanilan yazilim ile ICP-MS ve HPLC sartlar1 ayarlanabilir. Her iki cihaz
da bu yazilimdan calistirilip kontrol edilebilir, ¢alisilacak izotoplar segilebilir ve bunlara
ait turler belirtilebilir, analiz 6ncesi temel ¢izgi incelenebilir ve sonrasinda analiz

gerceklestirilebilir.
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Sekil 2.3.1.1. HPLC-ICP-MS ikili tekniginde cihazlar arasindaki ¢evirici valfin sematik
goOsterimi

2.4. Kesiksiz (On-Line) Tekniklerin Avantajlar1 ve Simirhiliklar:

Bir ayirma sisteminin dogrudan element secici dedektore baglandigi kesiksiz birlesik
tekniklerin avantajlart $0yle 6zetlenebilir (Michalke 2002): Bu teknikler daha az zaman
alicidir, kesikli sistemlere gore daha hizli sonug verir. Boylece daha az emek ve masraf
gerektirir, otomasyona elverislidir. Fraksiyonlarin toplanmasina ve saklanmasina gerek
yoktur; boylece saklanma sirasindaki tiirlerin kararsizlign veya kaybi, Kirlilik
problemleri, saklama kaplarina 6rnek adsorpsiyonu gibi tipik problemler egellenmis
olur. Sonu¢ olarak daha az kirlilik ve kayip muhtemeldir. Bakteriyel oksidasyon ve
parcalanma azalir. Genellikle, tekrar elde edilebilirligi yliksek sonuclar elde edilir.
Bununla birlikte bazi smirliliklar da s6z konusudur: Kesikli modda toplanan
fraksiyonlar ile kalite kontrol daha kolay uygulanir. Girisimlerden uzak optimum
ayirma ve belirleme ile yeterli sinyal/giiriiltii oran1 arasinda uyum saglanmalidir.
Genellikle ayirma veya belirleme bu nedenle optimize edilmez. Tampon derigimi, tuz
yuki, organik matriks diizenleyici yuzdesi veya disiik akis hizlar ile ilgili ayirma ve
Olctim ihtiyaclarina cevap verecek uygun arayiiz gereklidir. Hareketli fazin tuz yiiki
iyonizasyon degisimlerine yol agarken; organik diizenleyiciler de plazma kararsizligi,
karbon birikimi ve iyonizasyon Karakteristikleri ile ilgili problemlere neden
olabilmektedir. ICP-MS transfer arayiiziinde pik genislemesi ve akis hizlar ile ilgili
problemler ile de karsilasilmaktadir. Bu nedenle kromatografik ayirim

saglamak/korumak i¢in arayiiziin 6lii hacmi yiliksek olmamalidir (Michalke 2002).
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Montes-Bayon ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir arastirmada HPLC-ICP-MS ikili
teknigine dair avantaj ve dezavantajlar belirtilmistir. Bu ikili teknikte hareketli faz
bilesimi ve akis hizi olduk¢a 6nemlidir. Organometalik tiirlerin tayininde 6nemli olan
stvi kromatografi teknikleri; ters-faz (RP), ters faz iyon cifti (RP-IP), boyut eleme
(SEC), iyon degisimi (IEC) ve kiral kromatografi (CC) olarak dnerilmektedir. RP, dolgu
maddesi kararliligi ve basitligi nedeniyle avantajli goriiliirken; pek ¢ok organik
duzenleyicilerin ICP-MS igin uygun olmayis1 problem teskil etmektedir. Normalde
sadece ¢ok disiik yiizdelerdeki metanol ve etanol uygun goriiliirken; son zamanlarda
kullanilan mikrosislestiriciler ile asetonitril gibi organik diizenleyiciler verilebilmekte
ve boylece bu smirlilik asilmaya calisilmaktadir. RP-IP’ nin avantaji ¢ok yonliiliigiidiir.
Ornegin; tek bir kromatografik analizde kisa siirede ve iyi tekrar elde edilebilirlik ile
yukli ve yiksiz tlrlerin ayirimina imkan vermektedir. Smirlihigi ise kullanilan bazi
iyon ¢ifti olusturucu reaktifler igin silika temelli kolonlarda degradasyon problemleri
olabilmesidir. SEC’in (veya jel gegirgenlik kromatografide) temel dezavantaji ise
kullanilan ¢dzgenlerden kaynaklanan yiiksek tuz icerikleridir. IEC, gradiyent ¢alismalar
s6z konusu oldugunda kompleks ayirmalar i¢in uygun goriilse de zaman alic1 olmakla
birlikte (bir analiz bititginde kolonun yeni molil faz ile sartlanmasi gerekmektedir);
ayrica mobil faz bilesimdeki degisimler zemin sinyali ve duyarlilikta degisimine neden
olabilmektedir. Kiral c¢aligmalar farmakoloji endlstisinde optik izomer ve

enantiyomerlerin ayirimina imkan verse de literatiirde ¢ok az uygulama bulmustur.

2.5. Tiirlendirme/ Fraksiyonlama ve Biyoyararhhk iliskisi

Gidalarda saglik acisindan risk degerlendirmesinde genellikle metalin toplam miktar
temel alinir; fakat bu miktarlar biyoyarar fraksiyonu her zaman yansitmayabilir
(Moreda-Pineiro ve ark. 2012). Boylece toplam element icerigi, biyoyararliligi; yani
sindirim sirasinda absorbe edilip metabolik aktif tiirlere ¢evrimi hakkinda bilgi vermez
(Cabanero ve ark. 2004). Cevrim ile ilgili sematik gosterim Sekil 2.5.1°de verilmistir
(Bernhard ve ark. 1986).
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Sekil 2.5.1. Insan ve gida zincirinde metal hareketliligi (Bernhard ve ark. 1986 dan
degistirilerek alinmistir)

Toksikolojik agidan bakildiginda ise toplam metal derisimi degil; biyolojik ligandlar ile
etkilesime girebilecek formlar 6nemlidir. Bu alandaki in-vivo ¢alismalar pahalidir, daha
az yaygindir, uygulanmasi ve bazi parametrelerin deney sirasinda l¢timii zordur; ayrica
etik olarak tartisma konusudur. in-vitro calismalar ise basit, hizli, ucuz ve kesin
yontemler olup canli sistemler {izerinde yapilan denemelere alternatif sunar. Bu metotlar
mide veya bagirsak sartlarinin simiilasyonuna dayanir (sicaklik, pH, enzim, kimyasal
bilesim ve karistirma gibi) ve ¢oziiniir sindirim {iriinleri elde edilir (Cabanero ve ark.
2004, Moreda-Pineiro ve ark. 2012). Biyoyararlilik; gidalar, gida bilesenleri ve
gastrointestinal sartlara bagli olarak degisir; ayrica sindirim, absorpsiyon, tasinim,

kullanim ve atilma gibi siireglere baglidir (Dominguez-Gonzalez ve ark. 2010)

Biyoyararlilig1 belirten bir yol, mide ve bagirsaklarda parcalanma veya absorpsiyon
sirasinda ne kadar metal serbest kaldiginin (gastrointestinal olarak gidadan ¢oziinmiis
faza gecen metal miktarinin) belirlenmesidir (Moreda-Pineiro ve ark. 2012). Bilimsel
literatiirde yaygin olarak kullanilan biyoyararlilik kavrami ile ilgili disiplinler arasi
farkliliklar1 6nlemek i¢in bazi tanimlamalar getirilmistir. Buna gore; biyoyararlilik
(veya mutlak biyoyararlilik) yeme, solunum veya deri yoluyla alinan ve sistematik
dongiiye giren ya da basitce bagirsaktan absorbe edilen fraksiyonu tanimlarken;
biyoerisilebilirlik ise in-vitro yaklasimlarda bagvurulan bir terim olup gastrointestinal
alannda ¢oziinmiis ve absorpsiyona elverisli bilesik fraksiyonudur. Her ikisi de in-vitro

Ve in-vivo olarak galigilabilir (Rostami ve Juhasz 2011, Moreda-Pineiro ve ark. 2012).
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Biyoyararlilik-biyoerisilebilirlik  terimlerinin toprak veya ¢okel Kirleticilerinden
organizmaya uzanan siiregte sekilsel gosterimi Sekil 2.5.2°de belirtilmistir (Naudi ve

ark. 2008).
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Sekil 2.5.2. Biyoyararlilik ile ilgili terimlerin sematik gosterimi (Naudi ve ark. 2008’
den Ozetlenerek alinmistir)

Enzimatik in-vitro yaklasimlarda, enzim etkisi ile meydana gelen par¢alanma-¢oziinme
islemleri in-vivo sartlarina benzetilir. Hidrolaz ve proteaz (pepsin ve pankreatin)
yardimi ile gidaya uygulanan ardisik in-vitro islemlerden sonra elementlerin ¢6ziiniir
miktarlart 6l¢iiliir ve bu miktar biyoerisilebilirligin bir dl¢istiidiir. Bu islemlerde de
validasyon 6nemlidir. Ayrica in-vitro metotlar [UPAC tanimlamasina gore turlendirme
metotlar1 degildir; zira burada aslinda herhangi bir tiir tespit ve tayin edilmemektedir

(Khouzam ve ark. 2012).

2.6. Gidalarda Metal Analizleri

Metabolik islevlerdeki rolleri ve dolayisi ile insan sagligina etkileri bakimindan gevre

ve biyolojik drneklerdeki metal tayinleri 6nem arz etmektedir (Grotti ve ark. 2006).

Saglik i¢in gerekli vitamin ve mineral kaynagi olan gidalar, genis bir derisim araliginda

lizumlu veya toksik ozellikteki metalleri icerebilmektedir (Demirel ve ark. 2008). Bu
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acidan kolay, hizli ve dogru 6rnek hazirlama islemleri; eser elemet tayininin duyarls,
hizli ve rutin analize elverisli olmasi agisindan 6nem arz etmektedir (Grotti ve ark.

2006).

Metabolik agidan 6nemli elementlerden sadece birkagi dogal olarak ve sabit diizeyde
bulunurken; digerleri farkli sekillerde ve farkli miktarlarda bulunmaktadir. Bunlardan
oksijen, karbon, hidrojen ve azot en bol bulunan yani makro elementler olup vicut
agirliginin % 93’ {inili olustururken; kalsiyum, fosfor, kiikiirt, silisyum, stronsiyum gibi
yapisal mikro elementler ve sodyum, potasyum, magnezyum, kloriir gibi elektrolit
gorevli elementler toplam hiicresel agirligin kiigik bir miktarin1 (% 5) olustururlar.
Demir, bakir, ¢inko, mangan, kobalt, nikel, molibden, selenyum, iyodiir, floriir, kalay ve
vanadyum gibi hiicre igeriginin % 1 ini olusturan ve yasam icin gerekli elementler de
bulunmaktadir. Arsenik, kadmiyum, krom, civa ve kursun gibi elementler ¢evresel
kirlilik kaynakli iken; antimon, bizmut, lityum, altin, platin gibi bir kisim element de
sadece 0Ozel islemler igin viicuda alinmaktadir. Aliminyum, bor, baryum bromdar gibi
bazi elementlerin biyolojik aktiviteleri de arastirma konusudur (Burguera ve Burguera
2009).

Giliniimiizde kullanilan ¢ogu analitik Ol¢lim; analiz 6ncesi, gida matriksinin
parcalanmasina dayalidir. Bu amagla da kuru kiil etme, yas yakma veya mikrodalga
parcalama basamaklarina gerek duyulmaktadir. Bu basamaklarda tek basina bir ¢6zgen
kullanilabildigi gibi; HNO3—H,0,, HNO3—HCI, HNO3;—H,SO, gibi reaktif karisimlari da
kullanilabilmektedir (Demirel ve ark. 2008).

Tiirlendirme caligmalari agisindan bakildiginda da gida matriksinde en 6nemli sorun
ornek hazirlama basamagindadir. Gidalar da biyolojik matriksler gibi karmagik yapida
olup; dogrudan analizleri zordur. Gidanin kati, sivi yapida olmasi veya yag icerigi
onemlidir. Tirlendirme igin Ornek hazirlama ve analiz sirasinda kompleks tirlerin
kararliligr 6nemlidir; fakat metilasyon, hidrolizasyon veya mikroorganizma etkileri ile
oksidasyon basamaklar1 degisebilir. Ornegin mikroorganizmalar, bazi kompleks baglar
koparabilir; bu da materyal profilini degistirir. Biyometilasyon da ugucu formlar

olusturabilir ve 6rnek hazirlama sirasinda kayiplara neden olabilir. Seyreltme kararsiz
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formun oksidasyonuna neden olabilecegi gibi; dondurma islemi de protein
denaturasyonuna yol acabilir. Kati 6rneklerde ekstraksiyon, ¢ézme, ¢Oziiniirlestirme
veya kat1 sivi ekstraksiyonu 6rnek hazirlama yontemleri olarak kullanilabilir. Bitkisel
kaynakli gidalarda en kullanish yontem su veya tampon ¢ozelti ile yapilan ¢dzgen
ekstraksiyonu ve sonrasinda da santrifujleme islemidir. Stvi 6rnekler de yagh ve yagsiz
olarak siniflandirilabilirken burada da sivi sivi ekstraksiyon, kati faz ekstraksiyon veya

bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu uygulanabilir (Ruzik 2012).

2.6.1. Metal analizleri i¢in kullanilan 6rnek hazirlama ve analiz yontemleri

Cogu organik ve inorganik matrikslerde aletli analiz Oncesi kismi veya tam
¢ozliniirlestirme ile ornek hazirlama gereklidir (de Oliveira 2003); zira AAS, grafit
firmli atomik absorpsiyon spektrometresi (GFAAS), ICP-OES veya ICP-MS’ te
ornekler sivi formda olgiiliir. Yas ve kuru kil etme yontemleri uzun ve yavastir. Bu
nedenle mikrodalga ile mineralizasyon daha ¢ok kabul gérmiistiir (Tuzen 2002). Ornek
hazirlama tlm analiz slresinin % 61-80’ ini olustururken toplam analiz hatasinin
yaklasik % 30’unun da nedenidir (de Oliveira 2003, Buszewski ve Szultka 2012)

Gidalarda metal tayininde 6rnek hazirlama i¢in; kuru kiil etme, yas yakma, mikrodalga
parcalama, ultrasonik ekstraksiyon, bulamag¢ olusturma, dogrudan kat1 6rnekleme gibi
teknikler kullanilabilmektedir (Korn ve ark. 2008). Seyreltme, ¢Oktirme, filtrasyon,
santrifiijleme gibi on basamaklar ile en iyl ayirma; ayrica belirleme yontemleri
kullanilsa da genellikle analiti matriksten ayirmak ve zenginlestirmek i¢in ekstraksiyon
gerekir. Bu baglamda en yaygin kullanilan 6rnek hazirlama yontemi sivi sivi
ekstraksiyon (LLE) iken alternatif olarak kati faz ekstraksiyonundan da
yararlanilabilmektedir (Buszewski ve Szultka 2012). Siv1 s1v1 ekstraksiyon zaman alici
ve fazla miktarda toksik organik c¢ozgen kullanimi agisindan oldukg¢a zararhidir.
Ozellikle kromatografik analizlerde daha hizli, basit, ucuz ve cevre ile dost tekniklerin
kullanim1 6nemlidir. Bu kapsamda yeni yaklagimlar ise LLE’ ye alternatif olarak
ultrasonik ekstraksiyon (UAE), mikrodalga yardimli ekstraksiyon (MAE), kati1 faz
ekstraksiyon (SPE) ve mikroekstraksiyon tekniklerinin kullanilmasidir (Cobzac ve
Gocan 2011).
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Yas parcalama yontemlerinde yiikseltgen asitler kullanilarak organik yap1 pargalanir ya
da inorganik matriksten metal ekstrakte edilir. Genellikle derisik nitrik asit ve 1s1
uygulanir. Asidin glicl, oksitleyici veya komplekslestirici etkisi, kaynama noktas,
olusan tuzlarin ¢ozlniirligi, kullanim giivenirligi ve safligi 6nemlidir. Yas yontemlerde
termal, ultrasonik veya radyasyon enerjisi (infrared, ultraviyole ve mikrodalga)
kullanilabilir (de Oliveira 2003).

Ornek hazirlamada kullanilan asit tipi 6l¢iimlerde de dnemlidir. Yaygin olarak bilinen
atomik spektroskopik tekniklerde nitrik asit en cok tercih edilen reaktiftir. Ornek ve
standartlarda ayn1 derisimde olmak kaydiyla % 10 (v/v) nitrik asit derisimi ve bazen de
daha yiiksegine kadar nitrik asit icerigi bile analitik bir probleme yol agmaz.
Mineralizasyonda ¢ogunlukla kullanilan hidrojen peroksitin de analitik bir probleme yol
acmasi nadiren goriliir. Nitrik asit aromatik ve alifatik organik materyal ile reaksiyona
girer. Oksidasyon, esterifikasyon, nitrasyon reaksiyonlarina yol agarak basit karboksilik
asitler olusturur. Bu asit yaklasik 120 °C’ de kaynar. Bu, hem ortamdan uzaklasmasini
kolaylastiran hem de aym1 zamanda etkinligini kisitlayan bir durumdur. Etkin
oksidasyon icin nitrik asit ile stlfrik asit (daha zor pargalanan materyal igin), perklorik
asit (nitrik asit uzaklastirildiktan sonra oksidasyonun devami ig¢in) veya hidrojen

peroksit kullanilabilir (Hoenig 2001).

Yas orneklemenin uygulanabilirligi gida tipine de baghidir. Karbonhidratlar nitrik asit
ile 180 °C’ de kolaylikla mineralize olurken; yag, protein ve amino asitler nitrik asidin
oksidasyon giiciiniin az olmasi nedeni ile tam par¢alanmazlar. Bu durumda siilfiirik asit
ve perklorik asit kullanilabilir. Nitrik asit bazen % 10 (v/v) derisimden fazlasinda ve
ornek-kalibrasyon cozeltilerinin derisiminde benzerlik olmasi kaydi ile analitik bir
probleme yol agmadan kullanilabilirken; hidroklorik asit ICP-OES igin problem
yaratmasa da GFAAS’ de analit kloriirleri olusabilmesi nedeni ile kullanimi
sakincalidir. Sislestiriciye dayanan ICP-OES, AAS veya ICP-MS’te ise stilfiirik asit
problem olusturmaktadir (Korn ve ark. 2008). Yine ICP-MS’ te izobarik girisimleri en
aza indirgemek igin hidroklorik asit kullanimindan kagimilmaktadir (Hoenig ve
Kersabiec 1996).
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Ornek hazirlama sonrasi analiz boyutunda 6ncelikle secicilik olmali ve belirleme limiti
(dedektdr duyarliligi ve giiriiltii seviyesi) &rnekteki diizeye uygun olmalidir. Ikili
tekniklerde tiir seciciligini saglayan kisim kromatografi ya da elektroforez; element
seciciligini saglayan kisim ise atomik spektrometrik tekniktir. Tiir segici teknikler
Mossbauer spektroskopi, X-isinlart fotoelektron spektroskopi veya elektron spin
rezonans spektroskopi ya da elektrokimyasal teknikler, ultraeser seviyeler icin gercek
orneklerde yetersiz kalmakta ve boylece yas 6rnek hazirlama tekniklerini takiben ikili
teknikler 6nem arz etmektedir. Ikili tekniklerde tiirlendirme analizleri icin de etkin
Ornek hazirlama islemleri gerekir. Kromatografiden once analitler matriksten ayrilmali,
on deristirilmeli, veya ¢ogunlukla tiirevlendirilmelidir (GC igin). Bazi klinik 6rnekler
(serum, idrar gibi) ya da endistriyel ornekler sadece seyrelme ile dogrudan
analizlenebilir. Gaz ve sivi 6rnekler genellikle 0,45 mikrometrelik filtreden siiziiliir;
¢Oziinen ve partikiile faz olarak ayrilir. Kati 6rneklerde analit, 6rnek matriksinden
ayrilmalidir. Cozliniirlestirme gibi  teknikler de belli matriksler igin yeterli
olabilmektedir (Lobinski 1998).

Tiirlendirme caligmalar1 agisindan ekstraksiyon teknigi, 6rnekte herhangi bir kirlilik ya
da kayip olmadan ve orijinal formu degismeden analiti matriksten ayirmaya imkan
vermelidir. Ekstraskiyon teknigi ve ekstraksiyon ¢6zgeni secilirken analitin kimyasal
ozellikleri, kimyasal formlari, matriks ve analiz teknigi g6z oniine alinmalidir (Ruzik

2012).

Tiirlendirme c¢aligmalarinda kompleks oOrneklerdeki elementlerin biyoerisilebilirligi
duyar analitik tekniklere olan gereksinimi artirir. GFAAS, ICP-OES, ICP-MS gibi
teknikler bu anlamda 6nemli iken; dogrudan gercek orneklere uygulamalari matriks
etkileri nedeni ile sinirlidir. Bu durumda GC ve HPLC ayirma tekniklerinin ICP-MS
gibi dedektdr islevi goren cihazlar ile birlikte kullanilmasi da tiirlendirme ¢alismalarinda
onemlidir (Burguera ve Burguera 2009). Giiniimiizde HPLC veya CE gibi ayirma
tekniklerinin atomik spektrometrik teknikler (ETAAS veya GFAAS, ICP-OES veya
ICP-MY) ile birlikte kullanildig1 birlesik teknikler goriilmektedir. (Ruzik 2012).
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2.6.2. Kat1 orneklerin ¢oziiniirlestirilmesi ve acik sistem 6rnek hazirlama

Dogrudan kat1 6rneklemeye miisaade eden lazer spektroskopik teknikler gibi (Sneddon
ve ark. 2006) farkli analiz teknikleri bulunsa da (Hoenig ve Kersabiec 1996, Hoenig
2001, de Oliveira 2003) kat1 6rnekler analiz gereksinimlerini karsilayamayacak kadar
heterojendir (Srogi 2008). lyilestirilmis kesinlik ve dogruluk kat1 matriksten ziyade
¢oziilmiis, homojen 6rneklerde saglanir (Sneddon ve ark. 2006) ve ¢oziiniirlestirme ile
toplam analit geri kazanimi da artar (Hoenig ve Kersabiec 1996). Ayrica metal
tayinlerinde kullanilan ¢ogu ticari cihaz da optimum sartlarda, c¢ozelti formu ile
calismay1 gerekli kilmaktadir. Bu nedenle atomik spektrometrik metotlarda (alev veya
grafit firmhh AAS, ICP-AES (¢ogunlukla indiiktif eslesmis plazma optik emisyon
spektrometresi olarak da adlandirilir) ya da ICP-MS) genellikle kati orneklerin
parcalanmasi veya c¢oziiniirlestirmesi gerekir. Boylece atomik spektroskopide ornek

hazirlama hala énemli bir kisim olarak gérilmektedir (Sneddon ve ark. 2006).

Amaca yonelik olarak kullanilacak klasik metotlar arasinda yas veya kuru
¢oziniirlestirme (kuru kiil etme) metotlart bulunmaktadir. Yas yakma veya asit ile
parcalama yontemlerinde mineral asitler ile hidrojen peroksit gibi oksitleyiciler
kullanilir. Ayrica kullanilacak teknige gore asit se¢imi de 6nemlidir (Sneddon ve ark.
2006).

Ornek hazirlamada uzun yillardir kullanilagelen agik sistemler, gida gibi nispeten daha
kolay matriksler igin elverisli olup; bir-yirmi dort saat gibi strelerde tam olarak
parcalanabilen Ornekler i¢in uygun degildir. Ayrica zahmetli, zaman alic1 olabilir ve
ucucu analitlerin buharlasarak kaybi ile sonuglanabilir. Kapali sistemler yiiksek basing
saglar; bu da yiiksek kaynama sicakliklarma ve sonu¢ olarak da ¢ogu Ornegin tam
coziinlirlesmesine imkan verir. Kapali sistemlerin en yaygin kullanilan sekli,

mikrodalga parcalama metotlaridir (Sneddon ve ark. 2006).
Klasik agik sistemlerde (atmosferik basingta parcalama) ¢oziiniirlestirme islemleri igin

genellikle cam veya PTFE (politetrafloretilen, teflon) bir kapta ve 1sitici tlizerinde

calisilir. Bu amag ile kurutulmus veya yas ornek mineralizasyonda kullanilacak kap
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icine tartilarak, Uzerine de reaktifler ilave edilir. Karisim kaynayincaya dek isitilir.
Isitma siiresi de Ornegin tam par¢alanmasina ve ¢Oziinmesine kadar devam eder.
Sogutma sonrasi ¢ozelti bir balon jojeye aktarilarak hacim ¢izgisine tamamlanir.
CoOzunmeyen partikiler yap1 kaliyor ise siizme veya santrifiijleme ile ortamdan ayrilir.
Eger bilesimi konusunda siiphe var ise ayrilarak farkli bir analitik islem ile ayrica

¢OzUlup yine ayri olarak analiz edilebilir (Hoenig 2001).

2.6.3. Mikrodalga yontemleri

Mikrodalga metotlarinda elektromanyetik radyasyon ile parcalama gergeklesir.
Mikrodalgalarin polar molekiil ile etkilesmesi ile baslayan siire¢ sonunda;
molekdllerdeki donme hareketleri ve molekiiller aras1 ¢arpisma 1s1 iiretir. Mikrodalga
parcalama hiz1 kullanilan asite de baglidir. Metot, acik sistem 6rnek hazirlamaya gore
daha giivenlidir. Ayrica programlanabilir ve pek ¢ok drnege de uygulanabilir (Sneddon
ve ark. 2006) Mikrodalga parcalama yontemlerinde genellikle HNO3;, HNO3; + HCI,
HNO; + HCI + HF, HNO3 + H,0,, HNO3; + HF, HF + HCI, HNO3; + HCIO4, ve kral
suyu (aqua regia) gibi asit karigimlar1 kullanilir (Srogi 2008).

Mikrodalga tekniklerde mikrodalga radyasyonun ornek ile etkilesimi iyonik migrasyon
ve dipol rotasyona neden olur. Bu da karigimin hizli 1sitmay1 takiben pargalanmasina
yol acar. Yontemin avantaji kisa siire gerektirmesi, 6rnegin ve reaktiflerin dogrudan
1isitilmasi (kaplar dolayli olarak 1sinmis ¢ozelti ile 1sinir), kirliliklerin en az diizeyde
olmast ve ucucu elementlerin kaybedilmemesi ya da kor 6rnek sinyalini diisiirecek
diizeyde az reaktif kullanimidir. Bu teknikte sicaklik ve gii¢ programlamasi yapilabilir.
Kullanilan baz1 asitlerin atmosferik basingta ve 7x10° Pa basingta kapali kaplarda
kaynama noktalar1 ve atmosferik basinglar1 Cizelge 2.6.3.1°de verilmektedir. Biyolojik
veya gida orneklerinde nitrik asit ile hidrojen peroksit; viskoz yaglarda, polivinil klortir
cipler, polipropilen, poliamid, polyester ve bazi gidalarda (1spanak, fistik tiirevi vb.)
stlfirlk asit-hidrojen peroksit; inorganik materyal alasimi, toprak ve c¢okellerde ise
nitrik asit- hidroklorik asit gibi asit karigimlar1 kullanilabilmektedir (de Oliveira 2003).
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Cizelge 2.6.3.1. Derisik asitler ve kral suyunun atmosferik basing ve 7x 10° Pa basingta
kaynama noktalar1 (de Oliveira 2003’ ten 6zetlenerek alinmistir)

Asit Derisim Atmosferik 7x10° Pa
%, m/v Basingta Basingta
Kaynama noktas1 Kaynama noktasi
HCI 37 110 140
HF 49 108 175
HNO3 70 120 190
HCI:HNOg3 (3:1 v/v) (kral suyu) - 112 146
H,SO, 98,3 338 -
H3PO4 85 150 -
HCIO,4 72,4 203 -

2.6.4. Ultrasonik banyoya dayal ekstraksiyon teknikleri

Yaygin yas yakma yoOntemlerine alternatif yesil analitik 6rnek hazirlama teknikleri
olarak; bulamag olusturma, ultrasonik banyo veya ultrasonik prob ya da mikrodalgaya
dayali ekstraksiyon teknikleri ve enzimatik hidroliz teknikleri kullanilabilmektedir.
Bunlardan ultrasonik banyoda yapilan ekstraksiyon, sicaklik kontrollii veya sicaklik
kontrollii olmayan bir tank i¢inde gergeklestirilir. Genellikle tankin altindaki ultrasonik
doniistiiriicii, ultrasonik enerjiyi siviya (genellikle ultra saf suya) transfer eder. Ornek
hicresinin yatay veya dikey konumda olmasi da 6nemlidir; zira her noktadaki ultrasonik
enerji ayni olmamaktadir. Bu durum reaksiyon hiicresinin i¢i i¢in de gegerlidir. Ayrica,
ultrasonik frekans ve gii¢ yukarida deginilen ve farkli ticari ultrasonik banyolardaki
doniistiirticiilere de bagli oldugundan deneysel sartlarin karsilagtirilmasini zorlastirir.
Metal kirliligini azaltan yapida olan ultrasonik problar kullanildiginda yukarida
deginilen sorunlar ortadan kaldirilabilir. Prob, dogrudan reaksiyon hiicresine
daldirildigindan ultrasonik enerji de sadece reaksiyon ortami tarafindan absorbe edilir.
Bu da etkinligi artirir. Ultrasonik banyoda metal geri kazanimini artirmak icin sicaklik
da kullanilabilmektedir. Bu teknikte kati bir matriksten metal geri kazanimi eser
element ve 6rnegin dogasina baglidir. Ayrica analit ve matriks bilesenleri arasi baglar
ve kullanilan asit ¢ozeltisine bagli olup sicaklik da gerekli olabilmektedir (Moreda-

Pineiro ve ark 2009).
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2.6.5. Kat1 faz ekstraksiyonu

Cevre, jeolojik veya biyolojik 6rneklerde yiksek miktarda olan ve girisim etkisi yaratan
matriks bilesenleri yaninda diisiik derisimde bulun eser elementlerin analizi i¢in ¢ogu
kez matriksten ayirma ve zenginlestirme islemleri gereklidir. Ayirma ve onderistirme
icin de kat1 faz ekstraksiyon, sivi sivi ekstraksiyon, bulutlanma noktas: ekstraksiyonu,
sivi membran, elektroanalitik teknikler, iyon degimi, mikrodalga ekstraksiyonu ya da
birlikte ¢oktiirme gibi yaklasimlarin kullanilabilecegi belirtilmistir (Srogi 2008). Bunlar
arasinda kati faz ekstraksiyonu oOrneklerdeki analitin matriksten ayrilmasi veya
onderistirilmesinde basitligi yaninda; diisiik miktarda organik ¢6zgen kullanimini ve
yiiksek zenginlestirme faktorlerine ulagilmasimi sagladigindan en yaygin kullanilan
ornek hazirlama tekniklerinden biridir (Zhang ve ark. 2011, Ramos 2012). Ticari olarak
mevcut pek cok dolgu maddesinin varligi da farkli kimyasal yapi1 ve polaritedeki
analitler i¢in bu 6rnek hazirlama teknigini uygun hale getirir (Ramos 2012) . Bununla
birlikte; analitik duyarligi, seciciligi ve kesinligi artiracak nitelikte yeni kat1 faz

ekstraksiyon materyali arayislar1 ve gelistirilmesi de siiregelmistir (Zhang ve ark. 2011).

Kat1 faz ekstraksiyonunda genellikle sivi 6rnek hareketsiz durgun fazdan gegirilir.
Sonrasinda uygun bir ¢ozgen ile ekstrakte edilir. Analit durgun faz (dolgu maddesi) ve
stv1 hareketli faz arasinda dagilir. Bilesenin durgun faza afinitesi 6rnek matriksinden
daha biiylik olmalidir. Yontem genellikle kolonun sartlandirilmasi, 6rnek yiiklenmesi,
yikama ve Ornek geri alinmasi olmak iizere dort basamaktan olusur. Yikama basamagi
istenmeyen bilesiklerin uzaklastirilmasi i¢in gereklidir (Buszewski ve Szultka 2012).
Kat1 faz ekstraksiyonuna iliskin bu temel basamaklar tarafimizdan Sekil 2.6.5.1° e

doniistiirilmiistir.
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4 4

a b C d e
Sekil 2.6.5.1. Kat1 faz ekstraksiyonunun sematik gosterimi*

*a: sartlandirma, b, c: 6rnek yukleme, d: yikama, e: elisyon

2.6.6. Gidalarda atomik spektroskopi ile tiirlendirme analizleri

Gidalarda cesitli miktarlarda ve tipik olarak altmistan fazla element bulunabilir. Bu
elementler genellikle iki gruba ayrilirlar: Temel tuz bilesenleri (K, Na, Ca, Mg, Cl, S, P
ve C) ve eser elementler. Eser elementler genellikle 50 ppm’den azdir. Bunlar da besin
degeri ozelligi olanlar (Fe, Cu, I, Co, Mn, Zn, Cr, Ni, Si, F, Mo ve Se), besin degeri
ozelligi olmayan fakat toksik de olmayanlar (Al, B ve Sn) vya da besleyici olmayip
toksik olanlar (Hg, Pb, As, Cd ve Sb) olarak smiflandirilabilirler. Ilgili minerali igeren
gida maddesinin besin degeri 6zelligi sadece element igerigine degil ayn1 zamanda ilgili
elementin biyoyararliligma da baghdir. Eser element tiirlendirmesi de biyolojik
aktivitenin anlagilmasinda son derece onemlidir. Fakat liizumlu/besleyici 6zellikteki
elementler igin tirlendirme calismalar1 daha azdir (Ruzik 2012). Sekil 2.6.6.1° de
mangan ve bakir i¢in 2003—-2013 yillar1 arasindaki yayin sayilari tarafimizdan ¢izilerek

gosterilmistir. Gidalar s6z konusu oldugunda bu sayilara ulagilamamaktadir.
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@ mangan fraksiyonlama
@ mangan tirlendirme
O bakir fraksiyonlama

O bakir tirlendirme

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Sekil 2.6.6.1. 2003-04-27 ve 2013-04-27 tarihleri arasinda mangan veya bakir
tiirlendirmesi ve fraksiyonlamasi ile ilgili yayin sayilar™

* Web of Science verilerine gore elde edilmistir.
Anahtar kelimeler: (baslikta) manganese speciation/fractionation veya copper fractionation/
speciation

2.7. ICP-MS

ICP-MS, farkli 6rnek matrikslerinde eser ve ultra eser seviyede ve ayni anda pek ¢ok
agir metalin hizli tayinini saglayan en duyarli analitik tekniklerden biridir. (Rao ve
Talluri 2007). 1983’ lerde ticari olarak piyasaya sirilen ICP-MS cihazi; 6rnek
enjeksiyon kismi, ICP kismui, arayiiz, kiitle ayirma ve belirleme kismi olmak iizere bes
temel par¢adan olsumaktadir ve bunlar da Sekil 2.7.1° de goriilmektedir (Ha ve ark.

2011)

RF gli¢ kaynag1
Lensler Kutle analizori Iyon dedektord

Veri analizi

L urbomo#ek(]ler pompa /
urbomolekiiler pompa :]

Omek  Mekanik pompa

Sislestiri T Plazm

M(H,O)Xof eep | MIX, || MX —_ M —_ M

Sekil 2.7.1. ICP-MS cihazinin temel bilesenleri (Ha ve ark. 2011)
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Ornek enjeksiyon kismu sislestirici ve piiskiirtme haznesinden olusurken; bu kesim lazer
ablasyon (LA), LC veya CE’ ye baglanabilir. Enjektor sistemi sivi Ornekler igin
tasarlanmistir.  Bu  nedenle  Ornekler oldukca  saf asitler  kullanilarak
cOziiniirlestirilmelidir. Yiizey analizlerine olanak veren LA ile kati1 olarak analiz de
miimkiindiir. Argan gazi ve radyofrekans (RF) gii¢ ile plazma olusturulur ve plazma
sicakligi 6000-10000 K’e ulasir. Burada ornek +1 yiiklii iyonlarma gevrilir. Pozitif
yiiklii iyon olusma mekanizmasi basitce yukaridaki sekilde (bkz. Sekil 2.7.1)
verilmistir. Pozitif yiiklii iyon akist ICP (1,000 mbar) ve MS (10'6 mbar) kisimlarini
baglayan arayiize yonelir. Bu yonelmede sampler ve skimmer konileri ile iyon optikleri
onemlidir. Iyon optikler de iyonik olmayan tiirlerin, foton ve nétral tiirlerin dedektore
ulagmasini engeller. Vakum diisiik diizeyde tutulur. Sogutma ICP sicakligindan koruma
amacldir. Pozitif iyonlar Ar* ve O ile baz1 girisimlerin olusmasina da yol acabilir. ICP-
OES ile kiyaslandiginda girisim yapan molekiillerin ayrilmasi énemlidir. Bunun igin
dinamik reaksiyon veya ¢arpisma hiicreleri ile analiz ediecek elementler girisimlerden
ayrilir. Dedektorde, ¢ok diisiik (yaklasik ppq (katrilyonda bir kisim) seviyesinde) ve
nispeten ¢ok yiiksek (yaklasik ppm (milyonda bir kisim seviyesinde)) derisimler arasi
tayin gerceklestirmek icin sinyal artiricilar gereklidir. Bu amagcla ticari olarak farkl

elektron gogalticilar (dinod gibi) ve faraday kab1 kullanilabilmektedir (Ha ve ark. 2011).

Yaygin ICP-MS analizlerinde sivi fazdaki ornekler, peristaltik pompa ile siirekli ve
dakikada belirli mL’ lik hacim degerinde akis hizlar ile sislestiriciye iletilirler. Burada
yaklasik 1 mL dk™ argon gazi ile ince sis haline déniistiiriilen érnekler (% 1-2 lik kismi)
daha biiyiik damlaciklardan bu haznede (sprey odasi, piiskiirtme haznesi) ayrilarak atilir
ve kalan kisim, sprey odasinin ¢ikis tiiplinden gecip enjektor vasitasi ile tor¢ kismina
iletilir. Yatay olarak konumlandirilmig tor¢ kisminda argon gazi radyofrekans giic ile
plazma halinde ¢ok yiiksek sicakliklara ulasir (yaklasik 10000 K) (Thomas 2004). Bu
sicakliklarda numunede atomlasma sonucu pozitif yiiklii iyonlar meydana gelir; ayni
zamanda bu sicakliklarda kimyasal girisimler azalir (Anonim 2004a). Bu iyonlar
mekanik pompa ile 1-2 torr’luk vakum altinda tutulan araylizden gecer (vakum ayni
zamanda bircok Ar atomunu da ortamdan uzaklastirir). Arayiiz sampler ve skimmer
konileri olarak adlandirilan ve 0,6-1,2 mm delikli iki metal koniden olusur. Bu pargalar

pozitif yliklii iyonlarin siiziilerek iyon optiklere gecimini saglar. Buradan kiitle filtresi
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olarak gdrev yapan iyon ayirict kuadropole iletilir. Iyonlar “kiitle/yiik” oranlarina gére
ayrilarak iyon dedektoriiniin aktif yiizeyine (dinod olarak bilinir) ¢arparlar ve elektron

yayarak Olgiilebilir bir elektronik sinyal olustururlar (Thomas 2004).

Gida, c¢evre, jeolojik, yari iletken, biyomedikal ve niikleer alandaki c¢aligmalarda
uygulama alani bulan ICP-MS (Thomas 2004), diisiik belirleme limitleri, es zamanl
coklu element analizlerine imkan vermesi, genis dinamik araliga sahip olmasi, izotopik
oranlarin 6l¢limiine olanak vermesi gibi nedenler ile gesitli matrikslerde ve pek ¢ok
element analizinde oldukga onemli bir tekniktir (Nardi ve ark. 2009). Ayrica
tirlendirme analizlerinde segici ve duyarli bir dedektor olarak ikili tekniklerde de yer
almaktadir (Batista ve ark. 2011). Diger elementel tayin imkani veren teknikler ile

karsilastirilmast asagida belirtilen sekillerde goriilmektedir.

Sekil 2.7.2-Sekil 2.7.4’te ICP-MS’in diger atomik spektroskopik teknikler ile farkli
acilardan kiyaslanmasi ve Sekil 2.7.5’te ise ICP-MS ile tayin edilebilen elementler ve

bu elementlerin belirlenme limitleri gosterilmistir (Anonim 2004a).

Yiiksek

\ )
Diisiik \\ /

Yiiksek mumm— Belirleme ~ mmmmm Diisiik
Limiti

Sekil 2.7.2. Element analizi igin analitik spektroskopik teknik secimi (Anonim 2004a)*

* = PerkinElmer’in izni ile alinmigtir. (“©2004-2013 PerkinElmer, Inc. All rights
reserved.”)
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< Alevli AA

[ ]ICP Emisyon - Radyal
[ ]ICP Emisyon - Aksiyal
Hidriir AA [T
GFAA[TT

ICP - MS )

100 10 1 0.1 001 0.001

Belirleme Limit Araliklar1 (ppb veya ug/L)

Sekil 2.7.3. Atomik spektroskopik yontemlerdeki belirleme limitlerinin ICP-MS ile

karsilastirilmasi (Anonim 2004a)*

* = PerkinElmer’in izni ile alinmustir. (“©2004-2013 PerkinElmer, Inc. All rights

reserved.”)

Sekil 2.7.4. Elementel analiz icin atomik spektroskopik teknik seciminde 6nemli

parametreler (Anonim 2004a)*

* = PerkinElmer’in izni ile alinmistir. (“©2004-2013 PerkinElmer, Inc. All rights

reserved.”)
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Sekil 2.7.5. ICP-MS ile tayin edilebilen elementler ve belirleme limitleri (Anonim
2004a)*

* = PerkinElmer’in izni ile alinmustir. (“©2004-2013 PerkinElmer, Inc. All rights
reserved.”)

2.7.1. ICP-MS analizlerinde girisimler ve tiirlendirme analizleri

ICP-MS eser ve ultra eser element analizlerinde pek ¢ok element i¢in yiiksek duyarlilig
nedeni ile oldukga giiclii bir tekniktir. Bununla birlikte girisimlerden uzak degildir;
ozellikle spektroskopik girisimlere ve matriks etkilerine dayali girisimlere agiktir.
Spektroskopik girisimler yiiksek ¢ozunirlikli (HR) ICP-MS ve carpisma/reaksiyon
hiicreleri kullanilarak en aza indirilebilir. Yine de bu teknikler pahalidir ve Ornekler
dogrudan analiz edildiginde matriks etkilerine aciktir. Bu nedenle matriks
bilesenlerinden analiti ayiracak ve onderistirecek 6rnek hazirlama metotlaria ihtiyag

vardir (Zhang ve ark. 2011).

ICP-MS’ in temel siirliliklarindan biri atomik veya poliatomik tiirlerden kaynaklanan

ve analit ile aymt “kiitle/yiik, m/z” oranina sahip poliatomik girisimlerin varligidir
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(D’llio ve ark. 2006). ICP-MS’te goriilen yaygin girisimlere drnekler Cizelge 2.7.1.1°

de verilmistir.

Cizelge 2.7.1.1. ICP-MS’te karsilasilan yaygin poliatomik girisimlere 6rnekler (Anonim
2004b)

Girisim yapan Belirlenen Girisim yapan Belirlenen
poliatomik tir Analit poliatomik tor Analit
12C15N, 12C14N1H 27A| 4°Ar12C 52Cr
38ArlH 39K 38Ar16olH 55Mn

40Ar 4OCa 40Ar16o SGFe
SSCIlGO 51V 40Ar16olH 57|:e
35C|1601H 52Cr 40Ar35C| 75AS
®Art®o *Cr ArAr %se

* = PerkinElmer’in izni ile alinmustir. (“©2004-2013 PerkinElmer, Inc. All rights
reserved.”)

izobarik, ¢ift yiiklii veya poliatomik girisimler, spektral girisimlere 6rnek olarak
verilebilir. Spektral olmayan girisimler i¢ standart kullanilarak ya da matrikse
benzetilen kalibrasyon caligmalari ile giderilebilirken; 6rnek matriksi ile argon plazma,
hava ve su arasi reaksiyonlar poliatomik girisimlere yol agabilir. Matriks girigimi,
yiiksek organik igerikten kaynaklanir. Kullanilan argon gazi, argon temelli bazi
poliatomik iyonlar1 olusturarak poliatomik, girisimlere neden olabilir. Ornegin “artec,
PArteo, PAr*Cl, and “Ar*Ar gibi tiirler *2Cr, *°Fe, "As, and *°Se ile ortiiserek
girisime neden olabilir. Bu nedenle kuadropol ICP-MS sistemi ile bu elementler igin
diisiik belirleme limitlerine ulasilamaz. Gelistirilen teknolojiler ile poliatomik girisimler
giderilmeye calisilmistir (Pick ve ark. 2010). Girisim varlifinda, izobarik iyondan
etkilenmeyen alternatif izotop se¢imi (diisiik duyarlilik ve arsenik, kobalt gibi tek
izotoplu elementler bu stratejinin uygulanabilirligi sinirlandirir) veya matematiksel
diizeltme esitliklerinin kullanim1 (bu yontem basitligine ragmen 6rnekte yiiksek girisim
etkisi yapan tirler varsa ya da plazmada olusuyorlarsa etkili degildir) Onemli
yaklagimlardir (Amais ve ark. 2011). Poliatomik girisimleri azaltmak icin diger

teknolojik yaklagimlar arasinda soguk plazma kullanimi, dinamik reaksiyon hiicreli
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(DRC) ICP-MS (ICP-DRC-MS), ¢arpigsma reaksiyon arayiizli ve sektor alanli ICP-MS
bulunmaktadir (Pick ve ark. 2010). Ornek hazirlama basamagi agisindan gida gibi

matriskler, yliksek karbon igeriginin azaltilmasi i¢in uygun metotlar ile parcalanmalidir

(Nardi ve ark. 2009).

Tez kapsaminda incelenen elementler agisindan irdelenirse; Mn tek izotoplu olup
guraltd ve zemin cizgisi sinyali arttigindan kompleks matrikslerde analizi zor
olabilmektedir; zira pikler kismen de olsa girisim etkisi gosteren sinyallerin altinda
kalabilir. DRC teknigi kullanildiginda “sinyal/giiriiltii” oraninda iyilesme ve daha biiyiik
duyarlilik goriilmektedir. Sonu¢ olarak zemin gizgisi sinyali diigsmekte ve pikler
yiikselmektedir. Bu iyilesmeler girisimlerin azalmasi ile agiklanabilir (Quintana ve ark.
2005). >*Mn icin temel potansiyel girisimlerden bazilar1 6zetle sOyle belirtilmistir:
DANIHY, K80 FTC1B0" PArSNT, BArT0*, BArOH", BArOH, CIVOH"
ve ®Na%s* (Quintana ve ark. 2005, D’llio ve ark. 2006). Buna ilave olarak; **N + *'K,
'H + *Cr, ®N + “Ar, N + “Ca, ?C + *Ca ve 'H + **Fe birlesimleri mangan
elementinin izotop kitlesi ile ayni kiitledeki potansiyel poliatomik interferensler olarak
verilebilir. Dinamik reaksiyon veya c¢arpisma hiicre teknolojileri, bu tip poliatomik
girisimlerin duyarlilik kayb1 olmadan giderilmesi alternatifini saglar (Richardson ve ark.
2012).

ICP-MS’de klinik 6rnekler, deniz suyu, toprak ve bitki 6rnegi gibi yliksek oranda alkali
metal igeren Orneklerin analizinde “kiitle/yiik” orant 63 ve 65 olan argon temelli
poliatomik girisimler 6nemlidir (Chrastny ve Komarek 2009). Boylece bakir izotoplari
PAr®Na" ve “°Ar®Mg* varligindan etkilenir. Yiksek oranda alkali metal iceren
orneklerde bagil bolluklar1 sirast ile % 69,17 ve % 30,83 olan $cu* ve %cu*
izotoplarinin tayini; *°Ar®Na* *Ca'®0H*, “Ar*®Mg* ve “Ca'®OH" poliatomik
iyonlarinin olusumundan etkilenebilir. Bu izotoplar icgin genellikle matematiksel
diizeltme esitlikleri yoktur. Girisimlerin giderilmesi i¢in farkli yaklasgimlar 6nem
kazanir. Ornegin; Na*, Mg* ve Ca®* , Mg(OH), gibi bir formda ¢oktiriilmek sureti ile
uzaklastirilabilir, iyon degistirici regineler kullanilabilir ya da yiiksek ¢ozunGrlikli
manyetik sektér ICP-MS gibi aletsel uygulamalara bagvurulabilir (Fialho ve ark. 2011).
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Elementin toksisite ve biyoyayarlilig1 kimyasal formuna bagli oldugundan tiirlendirme
calismalar1 Ozellikle toksik elementlerde risk degerlendirilmesi agisindan onemlidir.
ICP-MS’te tam iyonlagma nedeni ile analit ile ilgili molekiiler bilgi edinilemez yani bu
teknik ile tiirden bagimsiz bilgi edinilebilir. ilgili element igin sadece bir elementel tiir
nicel tayin amaci ile kullanilabilir. Bilinmeyen tiirler varlifinda ya da ilgili tiirlerin
standartlar1 mevcut olmadiginda bu durum yararli olarak gorilebilir; zira tiirlerin
ayrilmasi i¢in LC, GC veya CE kullanildiginda farkl tiirler i¢in pik genislikleri farkl

olacagindan belirleme limitleri de farklilik gosterebilecektir (Dressler ve ark. 2011).

Cogu tiirlendirme calismalarinda kromatografik bir teknik (LC, GC, CE gibi) ile ICP-
MS birlestirilerek farkli element tiirlerinin tayini i¢in kullanilmaktadir. Yine de tir
bilgileri ilgili tirlerin standartlari ile karsilastirmak sureti ile elde edilir (Dressler ve ark.
2011).

2.8. HPLC

HPLC ilk kez 1969’larda ortaya ¢iktiktan sonra hizla gelisen bir teknik olarak karsimiza
c¢ikmaktadir. LC ayirmasmin temelinde aym sartlarda, bir karisimdaki bilesenlerin
cevresinden farkl etkilesimleri yer almaktadir. Boylece karisimdaki bilesenlerin miktar
ve saflik tayinleri yapilabilir. Diger teknikler ile birlestirildiginde ise karisimdaki
bilesenlerin tespit edilmesini saglar. Karisim c¢ok kompleks yapida ve bilesenlerin
spektroskopik yontemler gibi yontemler ile dogrudan belirlenmesi miimkiin degilse,
analizlenecek bilesenler izomerler gibi ¢ok benzer yapida ise, yliksek saflikta materyal
hazirlanmasi ya da belirli bir bilesenin 6l¢iimii s6z konusu ise bir ayirma gereklidir ve
HPLC bu anlamda kompleks karigimlara yonelik daha biiyiik kesinlik ve yiiksek ayirma
giicii ile basit s1v1 kromatografik yontemlere gore daha hizli ve iyidir. Ornegin analizi
oncesi gerekli parametrelerin belirlenmesi uzun zaman alabilir. Deneyim ve literatir

bilgisi de bu asamada 6nemlidir (Bidlingmeyer 1992).
HPLC biitiin analitik teknikler arasinda satisi ile en yaygin olanidir. Yontemin bu kadar

yaygin olmasinin sebepleri, duyarliligi, dogru kantitatif tayinlere kolaylikla

uygulanabilir olmasi, ugucu olmayan tiirlerin veya sicaklikla kolayca bozunabilen
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tiirlerin ayrilmasma uygun olmast ve hepsinden de Onemlisi sanayinin, birgok bilim
dalinin ve halkin birinci dereceden ilgilendigi maddelere genis bir sekilde
uygulanabilirligidir. Bu gibi maddelere 6rnek olarak amino asitler, proteinler, nikleik
asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaclar, terpenoidler, pestisitler, antibiyotikler,
steroidler, metal-organik tiirler ve ¢esitli inorganik bilesikler sayilabilir (Skoog ve ark.
1998a). Bir HPLC cihazinin temel bilesenleri tarafimizca cizilerek Sekil 2.8.1° de
belirtilmistir.
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Sekil 2.8.1. HPLC cihazinin temel bilesenleri

Kolon firini

HPLC tekniginde ornek uygun bir ¢oziiciide ¢oziiliir. Kolon girisine iletilir (enjekte
edilir). Sonrasinda ornek, i¢inde ¢oziilebilen ve siirekli gegisi olan hareketli faz ile
kolonda tagmir. Ayrilma iglemi, durgun faz olarak da adlandirilan ve partikiiler yapi
iceren kolonda gerceklesir. Hareketli fazlar bilesenlerin matriksteki dogasi geregi
kompleks olmali ve bilesimindeki degisiklikler ile ayirma saglanabilmelidir
(Bidlingmeyer 1992).

HPLC kolonunun verimliligi tanecik boyutu azaldiginda carpici bir sekilde artmaktadir.
Modern s1vi kromatografi sistemlerinde genel olarak kullanilan ve tanecik boyutu 2 ile
10 pm arasinda olan dolgu maddeleri ile uygun sivi akis hizlar1 elde edebilmek igin
yuzlerce atmosferlik pompa basinglarina gerek vardir. Bu yiiksek basinglarin bir sonucu
olarak HPLC i¢in gerekli donanim, diger tip kromatografi sistemleri dikkate alindiginda

daha ince iscilik gerektirir ve daha pahalidir. Modern bir HPLC cihazi, bir veya daha
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fazla her biri 200-1000 mL ¢oziicii igeren camdan veya g¢elikten yapilmis hazne
icermektedir. Bu hazneler ¢cogu zaman kolonda ve dedektor sisteminde gaz olusturarak
bozucu etkilere sahip olan ¢6ziinmiis gazlarin (genellikle oksijen ve azot) giderilmesi
icin bir cihazla donatilmistir. Gaz gidericilerin bir HPLC sisteminin ana pargasi olmasi
gerekli degildir. Coziicliyii hazneye koymadan once uygulanacak uygun bir yontem ile

de gaz giderimi gercgeklestirilebilir (Skoog ve ark. 1998a).

Sabit bilesimdeki tek bir ¢oziicii kullanilarak yapilan ayirma izokritik eliisyon,
polariteleri birbirinden farkli iki veya ii¢ ¢oziicii sistemi kullanilarak yapilan ayirma ise
gradiyent eliisyon olarak adlandirilir. Modern HPLC cihazlar1 ¢oziiciilerin hacimsel
oranlarint dogrusal veya {listel olarak degistirebilecek sekilde iki veya daha fazla
hazneden aldig1 ¢oziiciileri bir karistirma odasinda siirekli olarak degisen hizlarda bir

araya getiren sistemler ile donatilmistir (Skoog ve ark. 1998a).

2.9. Tez kapsaminda Secilen Matriksler

2.9.1. Ispanak (Spinacia oleracea L.)

Diyetin 6nemli bir parcasini olusturan sebzeler, karbonhidrat, protein, vitamin, mineral,
lif igerirler ve bunlar da saglik igin gereklidir. Ayni zamanda yenilebilen veya
yenilmeyen kesimlerinde genellikle Kirli topraktan kaynaklanabilecek olan kadmiyum
(Cd), bakir (Cu), krom (Cr), nikel (Ni), kursun (Pb) ve ¢inko (Zn) gibi agir metalleri de
biriktirebilirler. Bunlardan bazilari; 6rnegin Cd, Cr, Pb, saglik agisindan zararli iken;
bazilar1 da; 6rnegin Zn, Ni, Cu, normal biyolojik fonksiyonlar i¢in diisiik derisimlerde

[Gzumlu olup; asirisinda sagligi olumsuz yonde etkilemektedir (Hu ve ark. 2013).

Ispanak (Spinacia oleracea L.) gibi yesil yaprakli sebzeler bitkisel gidalarin 6nemli bir
grubunu olustururlar (Lisiewska ve ark. 2011). Ispanak yiiksek mineral bilesenleri,
vitaminler, karotenoidler, organik asitler, alkali mineral bilesenler (Lisiewska ve ark.
2011) ve antioksidanlar (Lisiewska ve ark. 2011, Khanam ve ark. 2012) igerir. Cig
veya pismis (Klein ve ark. 1981), donmus ya da taze yapraklari kaynatilmis olarak
(Lomnitski ve ark. 2003) ya da bebek 1spanak olarak (Huang ve Chen 2011) tiiketimi
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yapilabilmekte; ayrica kimyasal bilesimi de ekilme-yetistirme sartlar1 ve gida olarak
kullanilan kisim gibi faktorlere bagh olarak degismektedir. Yapraklarinin tazeligine

(vas1) de bu ag¢idan 6nemli olabilecektir (Lisiewska ve ark. 2011).

Ispanagin besleyici degeri agisindan bakildiginda, ¢ig 1spanakta yiiz gram yenilebilen
kesimde mineral igerigi agisindan potasyum, kalsiyum, magnezyum-sodyum (standart
sapmalar dahilinde yaklasik ayni diizeyde), fosfor fazla miktarda bulunurken (49-558
mg); bunlar1 demir (2,71 mg), selenyum (1,0 mg), mangan (0,897 mg), ¢inko (0,53 mg)
ve bakir (0,130 mg) izlemektedir. Ayrica; A ve K vitamini ile folat igerigi acisindan da
zengin olup, C vitamini de (28,1 mg) yuksektir (Tang 2009).

Ispanak ¢ok onemli antioksidan o6zelligi gosteren sebzelerden biri olmakla birlikte
(Lomnitski ve ark. 2003); artan Cu (II) miktarmin antioksidan igerigine etkisine dair
caligmalar literatiirde gorilmektedir (Caldwell 2002). Ayrica 1spanak eser mineralleri
acisindan degerlendirildiginde, iyi bir mangan kaynagi oldugu s6ylenebilir (Tang 2009).
Literatirde yer alan bazi ¢aligmalarin sadece ispanagin genel bilesiklerinin analizine
yonelik oldugu belirlenmistir ya da farkli yesil yaprakli sebzelerdeki mangan
belirlenmesi-tirlendirmesi (Yaman 1997, Ozdemir ve Gucer, 1998, Vinas ve ark. 1993,
Dugo ve ark. 2005) veya antioksidan igeriklerinin belirlenmesi iizerine yogunlasilmistir
(Bergman ve ark. 2001, Kahanam ve ark. 2012). Yine literatiirde 1spanakta artan bakira
tolerans etkisi (Tukendorf 1989), genel olarak eser ve makro bilesenlerinin analizi ya
da iceriklerinin belirlenmesi (Tang 2009, Hokura ve ark. 2000, Durukan ve ark. 2011)
veya amino asit profillerinin belirlenmesine (Lisiewska ve ark. 2011) iliskin ¢aligmalar
gorilmekle birlikte tez kapsaminda degerlendirilecek olan mangan ve bakir

fraksiyonlamasi veya biyoyararliligina iligkin ¢alismalar bulunamamustir.

2.9.2. Bugday (Triticum aestivum L.) unu

Tahillar diyetteki temel gida bilesenlerinden biridir ve c¢ok iyi birer karbonhidrat,
protein, belirli vitamin ve mineral kaynaklaridirlar (Koplik ve ark. 2006). Tahil unlart,

pek cok ulkede temel yiyecek maddelerinden biridir (Gonzalez ve ark. 1999). Bunlar

arasinda bugday da tiim diinyada en fazla tiiketilen tahil ¢esididir (Arajuo ve ark. 2007) .
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Bugday unu, ekmek, pasta, sos vb. yapiminda siklikla kullanildigindan eser element
iceriginin analizi hem beslenme hem de toksikolojik acidan O6nem arz etmektedir

(Gonzalez ve ark. 1999).

Bugday ununun baslica bilesenleri nisasta, su, protein, nisasta olmayan polisakkaritler

ve lipidlerdir (Goesaert ve ark. 2005)

Beyaz un, bugday c¢ekirdeginin endosperminin 6giitiilmesi ile elde edilir. Bugdayda
endosperm % 12 protein igerir. Protein iki sinifa ayrilir. Bunlardan ilki, gluten olmayan
proteinlerdir; bunlar albumin ve globulinden ibarettir. Albimin suda c¢Ozunurken;
globulin suda ¢oziinmez, seyreltik tuz ¢ozeltilerinde ¢dziiniir. Ikinci sinif ise toplam
bugday proteininin biiylik kismini olusturan gluten proteinleri olup; bunlar da suda
coziinmez. Gluten proteinleri gliadin ve gluteninlere ayrilir. Bugdayda en fazla bulunan
bilesen nisasta, % 63-72 civarindadir ve endospermde bulunur. Nisasta; glikoz
polimerleri, amiloz ve amilopektinden olusur. Ogiitme sirasinda %5-8 nisasta graniilleri
fiziksel olarak zarar goriir. Nisasta olmayan polisakkaritler de yapis1i geregi suda
¢OzUnlr veya ¢0zunmez fraksiyonlara ayrilabilir. Polar veya polar olmayan tiirdeki yag

igerigi ise % 2 civarindadir (van der Borght ve ark. 2005).

2.9.3. Findik (Corylus avellana L.)

Findik biiyiik 6lciide Karadeniz bolgesi-Tiirkiye, italya, ispanya, Portekiz ve Fransa’ da;
ayrica Amerika Birlesik Devletlerinin bazi bolgelerinde iiretilmektedir (Alasalvar ve
ark. 2009). Baz1 baska iilkelerde de iiretimi goriilmektedir (Avustralya, Yeni Zelanda,
Cin, Azerbaycan gibi). Tiirkiye toplam tiretimin ~% 74’ i ile ilk sirada yer alirken; bunu
~% 16 ile Italya, ~% 4 ile Amerika Birlesik Devletleri ve ~% 3 ile Ispanya izlemektedir.
Diger iilkeler de toplam iiretime ~%3’ liikk katki gostermektedir ( Seyhan ve ark. 2007,
Alasalvar ve ark. 2009). Tiirkiye’de yaklasik on sekiz findik tiirii bulunmakta olup;
bunlar arasinda Tombul, birinci kalitede ve baglica Giresun ili kaynakli olarak
simiflandirilmistir (Alasalvar ve ark. 2009). Kara Findik da yine yiksek kalitede tur
olarak nitelendirilmistir (Dundar ve Altundag 2004).
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Findik ekonomik degeri yaninda gida iirlnlerinde katki olarak da kullanilmakta,
beslenme ve saglik acisindan da énemli rolii bulunmaktadir (Ackurt ve ark. 1999) Yag
asitleri profilleri, protein, karbonhidrat, vitamin, mineral, diyet lif, fitosterol, tokol,
skualen, antioksidan, fenolik ve fitokimyasal igerigi ile beslenme ve saglik agisindan
onemlidir (Seyhan ve ark. 2007). Calismalarda findigin yag ve mineral iceriginin tiir,
cografi kaynak, hasat zamani, mevsim ve liretim tekniginden etkilendigi belirtilmistir.
Literatiirde Tiirkiye’ de yetistirilen findik cesitlerinin vitamin ve mineral igerigine

yonelik caligmalar da mevcuttur (Agkurt ve ark. 1999).

Findik, yiiksek diizeyde yag igerigine sahiptir. Tekli ve ¢oklu doymamis yag asitleri ile
kan serum lipid profili ile ilgili saglik agisindan yararliligi bulunmaktadir (Delgado ve
ark. 2010). Yiiksek yag icerigi ayn1 zamanda bozulmaya-acilagsmaya da yatkinlik
nedenidir (Agkurt ve ark. 1999). Doymamis yag asitleri ve a-tokoferol gibi
antioksidanlar yaninda; demir, mangan, bakir gibi mineral icerigi de yine acilagma ile

iliskilidir (A¢kurt ve ark. 1999, Ozdemir ve ark. 2001).

Doymamis yagca zengin ayni zamanda protein, fiber, mikro elementler, bitki sterolleri
ve fitokimyasallar1 igeren findik ve benzeri gidalar yiiksek kalori igerigine ragmen
yuksek tuketimleri ile olduk¢a popiiler goriilmektedir; ayrica yine, yag asidi profilleri
nedeniyle koroner kalp hastaliklarina karsi koruyucu oldugu da belirtilmistir (Wuilloud
ve ark. 2004).

Findiktan antioksidan madde ekstraksiyonunda etanol, metanol veya aseton kullanildig:
belirtilmistir (Contini ve ark. 2008, Delgado ve ark. 2010). Ayrica sadece gida maddesi
olarak degil; aym1 zamanda kozmetik ve farmasotik alanlarinda {irliin gelistirmeye
yonelik onemli 6zelliklerinin olabilecegi de vurgulanmistir (Delgado ve ark. 2010).

Findik ve benzerleri agisindan toplam element igerigine yonelik calismalarin az ve
tirlendirme c¢alismalar1 acisindan da selenyumun disinda ¢aligmanin gelistirilmedigi
(Wuilloud ve ark. 2004) belirtilmistir. Findigin kimyasal bilesimi kompleks oldugundan
(igerigindeki lipid % 50-70, protein % 10-20 ve karbonhidratlar % 10-20 ) eser
element analizi zordur ve analiz Oncesi uygun Ornek hazirlama basamagi

gelistirilmelidir. Farkli yas yakma islemleri ve oOl¢iim sistemleri toplam element
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analizlerinde kullanilmis olmakla birlikte; bu ¢aligmalarda sonuglarin diisiik dogruluk
ve tekrar elde edilebilirliklerinin temel nedeninin 6rnegin tam pargalanmamasindan

kaynaklandig1 gériilmiistiir (Wuilloud ve ark. 2004).

Findigin elementel bilesimi; cografi kaynak, hasat yili, iklim toprak bilesimi, sulama,
giibre kullanimi, yetistirme metodu gibi nedenlerle degismekte olup Tiirkiye’de
yetistirilen yaklasik on sekiz ¢esit findiktan besinin (tombul, yass1 badem, sivri,
karafindik, ham) AAS ile tespit edilen igerikleri Cizelge 2.9.3.1°’de Ozetlenmistir
(Alasavar ve ark. (2009). Yine literatirde Ackurt ve ark. (1999) tarafindan farkli
illerden elde edilen findiklarda belirlenen elementel igerikler de Cizelge 2.9.3.2°de

gorulmektedir.

Cizelge 2.9.3.1. Findik gesitlerinin elementel igerigi-1 (Alasalvar ve ark. 2009)*

Krom, Molibden ve Selenyum icin ng/100g; digerleri icin mg/100 g

Mineral Tombul Yassi Sivri Karafindik Ham
Badem

Kalsiyum 264 +9,9 161+2,.2 176 £4,1 202 +1,7 238 £5,7
Krom 10,8+0,35 13,1+0,61 9,93+0,51 10,8 £ 0,80 175+1,15
Bakir 1,59+0,08 1,23+0,05 1,36 £ 0,04 1,77 £0,01 0,94 + 0,03
Demir 3,73+0,08 4,28+0,14 3,66 +0,08 3,67 +0,08 4,42 + 0,14
Magnezyum 152 +2,2 140+1,0 43,3+0,6 149+0,3 349+25
Mangan 2,17£0,02 598 £0,04 9,66+0,01 2,17 +0,02 19,0+0,16
Molibden 3,13£0,32 3,77+0,25 2,11+£0,11 3,27 £0,32 2,20+ 0,10
Fosfor 314+8,9 288 + 4,2 256 4,5 268+ 1,4 260 + 8,2
Potasyum 678 +£6,5 857+17 661 2,0 676 +1,2 519+0,2
Selenyum 8,11 £0,11 6,72+0,07 7,43+0,15 8,03+ 0,06 5,52 + 0,06
Sodyum 1,97 £0,01 1,24+0,02 2,65+ 0,01 1,70+ 0,01 1,31+0,01
Cinko 2,45 £0,02 1,86+0,03 1,84 £0,04 2,45+ 0,02 2,07 £0,02

* = Turler, Giresun kaynakli olup; ornekler hasat zamani basinda (Eylil 2007 de)
alinmistir.

40



Cizelge 2.9.3.2. Findik gesitlerinin elementel igerigi-2 (mg/100 g) (Ackurt ve ark. 1999).

Bolge Cesit Demir Cinko Bakar Magnzeyum
Akcakoca  Karafindik 2,30+ 0,09 2,44 + 0,04 0,10 £ 0,02 142,64 + 3,96
Cakildak 2,05+0,18 2,18 + 0,08 0,86 + 0,03 142,24 + 4,39
Mincane 2,60+ 0,02 1,82+0,04 0,90+ 0,01 118,09 + 9,36
Fosa 2,23+£0,23 1,85+ 0,22 0,62+0,12 140,89 + 5,54
Ordu Cakildak 2,15+ 0,05 2,09 + 0,06 0,74 £ 0,04 154,42 £ 12,00
Palaz 2,54 +£0,12 2,11+£0,02 0,77 £0,03 177,22 £ 15,42
Trabzon Sivri 2,41+ 0,07 2,06+0,12 0,80 £ 0,03 140,82 £ 0,34
Mincane 2,05+ 0,05 1,81+0,08 0,83+0,18 140,42 £ 5,40
Giresun Sivri 2,40 £ 0,13 1,63 +0,03 0,16 £ 0,01 143,33 £2,33
Tombul 2,56 + 0,08 1,77 £ 0,02 0,32 £0,01 137,51 +£1,76
Kalinkara 2,24+0,12 1,71+ 0,07 0,17+0,01 141,96 + 3,44
Ortalama 2,32+0,21 1,95+0,25 0,65+ 0,29 143,59 + 14,86
Bolge Cesit Mangan Kalsiyum Potasyum Sodyum
Akcakoca  Karafindik 1,99 £ 0,02 82,28 +1,17 686,24 +9,5 0,86 £+ 0,04
Cakildak 2,92+143 92,46 £3,30 735,26+ 11,74 0,80 £ 0,04
Mincane 1585+ 0,60 82,76 +552 624,27 +57,96 0,84 £ 0,01
Fosa 11,22+0,05 8588+758 611,77 +19,05 0,81+0,05
Ordu Cakildak 1,77 £ 0,04 80,63+2,81 894,72 +72,63 0,63+0,02
Palaz 5,90+ 0,40 82,58+ 1,37 602,07 +10,44 0,66 + 0,03
Trabzon Sivri 492 +0,33 89,53+1,71 532,58 £ 4,63 0,62 £0,02
Mincane 3,34+£0,28 79,06 £1,00 553,23 22,67 0,62 £ 0,01
Giresun Sivri 7,72+ 0,24 80,86 + 4,46 636,66 + 8,45 0,61+0,01
Tombul 8,45+ 0,02 78,83+250 526,72 +11,55 0,62 £ 0,01
Kalinkara 4,61 +0,28 83,76 £3,03 609,05+ 14,04 0,61 + 0,02
Ortalama 6,09 + 4,17 83,51+5,14 637,14 +10533 0,70+0,10
2.9.4. Yagmur suyu

Atmosferik tasinim ve birikim siirecleri eser elementlerin kiiresel ¢evriminde onemlidir
(Baez ve ark. 2007). Eser elementler dogal veya antropojenik kaynaklidirlar. Dogal
kaynaklar arasinda tas (akintilardan dolay1), toprak, volkanlar gol ve nehir c¢okelleri,

bitki Ortlisii, orman yanginlari gibi etmenler yer alirken; endiistriyel faaliyetlerden
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dolay1 olusanlar ise antropojenik kaynaklidirlar (Srogi 2008). Antropojenik kaynaklar
atmosferik birikintilerdeki eser element derisimlerini biiyiik 6l¢iide artirir; bunu izleyen
siirecte de eser elementler, yagmur-kar sular1 ve kuru serpintiler ile ¢okelirler. Bu
nedenle atmosferik cokeltilerde ¢evresel ve saglik etkileri nedeni ile eser metal
diizeylerinin belirlenmesi calismalar1 son yillarda artis géstermistir. Yas birikintilerdeki
eser elementlerin % 80’den fazlasi yagmur sularinda ¢oziinerek alinmaya uygun

formda, bitkiye ulagsmaktadir (Baez ve ark. 2007).

Volkanik faaliyetler brom (Br), selenyum (Se) ve antimon (Sb) gibi ¢esitli eser
elementler i¢in 6nemli bir kaynaktir. Cinko (Zn) da bu anlamda tek kaynag: volkanik
faaliyetler olmamakla birlikte 6rnek olarak verilebilir; bunun disinda glbre Gretimi,
bitki ortiisli gibi pek ¢ok farkli kaynaktan da gelebilmektedir. Baz1 kimyasallar; 6rnegin
fungisitler, pestisitler ve herbisitler bakir, ¢inko, mangan, demir ve arsenik icerirken;
kadmiyum ve kursun gibi bazi eser elementler de giibrede safsizlik olarak topraga
ulagir. Boylece atmosferdeki eser elementleri belirli bir kaynaga dayandirmak g¢ok
zordur. Cevresel izleme amaci ile toplanan 6rnekler matriks kompleksligi ve derisim
diizeyi ile ilgili olarak analitik zorluklarna gore farkli kategoriye ayrilirlar ve yagmur

sular1 su kategorisindeki (igme, ylizey, yeralti, yagmur sular1 ve atik sular)
matrikslerden biridir (Srogi 2008).

Atmosfer, eser elementlerin biojeokimyasal ¢evriminde 6nemli bir ¢evre bilesenidir.
Pek c¢ok nedenden dolay1 atmosferik eser elementler 6nem arz etmektedir. Kiglk
miktarlarda eser elementler besleyici 6zelligi veya toksik kirletici oldugu igin ekolojik
olarak énemlidir. Besleyici olanlar magnezyum, mangan, bakir ve ¢inko iken; bunlardan
bazilar da yiiksek derisimde toksik olabilmektedir. Endiistiride yaygin olarak kullanilan
ve toksik olan grupta ise civa, kadmiyum, arsenik ve kursun gibi elementler yer alir
(Srogi 2008). Kursun, kadmiyum ve civa gibi bazi eser elementler biyosferde birikerek

canli sistemler i¢in toksik olabilmektedir (Baez ve ark. 2007).
Mangan, biyolojik veya antropojenik kaynakli olarak atmosferik sularda en ¢cok bulunan

eser elementlerden biridir. Yagmur sularinda bu element Mn (II) ve Mn (IV) formunda

olabilir. Termodinamik hesaplamalar, pH 4—6 arasinda ¢6ziinmiis mangan igin baskin
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olarak Mn (IT) formunu 6nermektedir. Mn (III) atmosferik sartlarda kararsiz olup; Mn
(IV)’e yiikselgenebilir ya da Mn (II)’ye indirgenebilir. Kinetik model, yagmurda
genellikle Mn (II) oksidasyon basamagmin baskin oldugunu; ¢ok az diizeyde ve giin

151g1n1n oldugu saatlerde Mn (III)’ iin de bulunabilecegini 6nermektedir (Willey ve ark.
2009).

Atmosferde olusan tiirler ile ilgili ¢ok az bilgi mevcut olup; kismen hesaplamalara
dayalidir. Mangan atmosfere sadece partikiiler formda ulasir. Antropojenik partikiiller
atmosfere % 35 oraninda Mn emisyonununun nedenidir. Mangan, S (IV)’ {in oksijen ile
yiikseltgenmesini de katalizler ki bu durum asit yagmuru olusum mekanizmalarinda
onemlidir. Kinetik ve mekanik arastirmalara ve model hesaplamalara gére mangan, Fe
(ITT) iyonlari ile birlikte bulutlu havalarda S (IV) ylikseltgenmesinin dnemli bir kismi ile
ilgilidir; gece hidrojen peroksit derisimi az oldugunda bu yiikseltgenmenin % 29’a

kadar olan kismu ile iliskilendirilebilir (Deutsch ve ark. 1997).

Literatiirde, asitlendirilmis ve filtre edilmemis yagmur suyunda toplam manganin
Olciildigili; tlirlendirme-dagilim ¢alismalart agisindan da ¢oziinmiis, partikiile ve
kolloidal Mn 6l¢limiiniin yapildigi, fotokimyasal deneylerden yararlanildigi (Willey ve
ark. 2009); yine fotometrik ol¢iimler ve ayrica iyon kromatografisinden yararlanildig:
(Deutsch ve ark. 1997 ) gortilmektedir. Analizde kullanilan yaygin teknikler ise atomik
spektroskopik tekniklerdir (Deutsch ve ark. 1997, Baez ve ark. 2007, Srogi 2008)

2.10. Tez kapsaminda Secilen Metaller

2.10.1. Mangan

Mangan luzumlu eser element olarak fotosentezde ve solunumda dnemlidir ve pek ¢ok
enzimin aktivatoriidiir. Ayrica; bitki sistemlerinde protein, acil lipidler ve

karbonhidratlarin sentezinde onemlidir. Hiicresel diizeyde asiris1 vakuollerde, hiicre

duvarinda ve kloroplast tilakoidinde depolanir (Boojar ve Goodarzi 2008).
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Protein, karbonhidrat ve yag metabolizmasi, sagliklt sinir ve bagisiklik sistemleri, kan
sekeri diizenlenmesi i¢in gerekli olan Mn kofaktoér olarak etki gostererek metabolik
islemlerde gerekli bircok enzimi aktive eder. (Michalke ve Schramel 2004, Dugo ve ark.
2005, Citak ve ark. 2010, Ruzik 2012). Piruvat karboksilaz, superoksit dismutaz,
glikozil transferaz ve arginaz bu enzimlere drnek olarak verilebilir (Gomez-Ariza ve
ark. 2006). Mangan, B1 ve E vitamininden yararlanilmas: ile ilgili oldugu gibi normal
kemik gelisiminde de gereklidir. Ayrica Mn, diyette uygun diizeyde alindiginda
[Gzumlu bir elementtir. Bu baglamda ginlik 2-3 mg mangan gereklidir. Tipik olarak
giinlik alimi 5,4-12,4 mg arasindadir. Bu nedenle miktar1 yeterli olup takviye
gerektirmez. Ancak bu lizumlu element kolaylikla absorbe edilmez (Ruzik 2012).
Mangan bitkilerde de azot metabolizmasinin diizenlenmesi ve fotosentezde 6nemli rol

oynar (Dugo ve ark. 2005).

Bitkisel kokenli gidalarda; 6zellikle bugday ve piringte manganin derisimi ¢ok fazla
olmakla birlikte; ayrica cay, soya fasiilyesi, yumurta ve findik gibi gidalarda da fazla
miktarda bulunur. Toksik ve toksik olmayan derisim araliklar1 arasindaki sinir ¢ok
diistiktiir bu nedenle de kesinligi ve dogrulugu yiiksek analitik teknikler ile belirlenmesi

gerekli gorulmektedir (Ruzik 2012).

Matriks agisindan literatiirde en fazla mangan analizi yapilan gida ornekleri; yesil sebze,
kabuklu yemis, tahil ve ¢ay olarak goriilmektedir. Mangan, beyinde plazmaya oranla
yiiz kattan daha fazla derisir. Bu nedenle de sec¢ici baglanma ve aktif tasinim
mekanizmalarinin anlagilmasi 6nemlidir. Hiicresel mangan tiirlendirmesi de kan-beyin
bariyerinde tasinimin anlasilmasi agisindan 6nem arz etmektedir. MnCl, > KMnO,4 >
MnSQO, sirasinda mangan bilesiklerinin kanserojenligi azalmaktadir. Fakat bu etkiyi
gostermesi icin de yiiksek dozlarda alimimi gerekmektedir. Bu nedenle gilinlimiizde
manganin deristigi beyin ortaminin oldukga 6nemli oldugu belirtilmistir (Pearson ve
Greenway 2005).

Mangan eksikligi sinir sistemini etkiler, epilepsi benzeri rahatsizliklara neden olabilir.
Epileptik hastalarda kan mangan derisimi normale gore diisiik bulunmustur (Dugo ve

ark. 2005) Genellikle yetiskin organizmasinda toksik olmamakla birlikte; nispeten
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yiiksek dozda veya kronik olarak asir1 doza maruz kalma durumunda manganizm olarak
adlandirilan ve belirtileri Parkinson hastaligina benzeyen ndérolojik bozukluga neden
olabilmektedir. Bu norolojik rahatsizlik; titreme, hareket bozuklugu, kas sertligi,
durumu ile kendini gosterir, uzun maruz kalma durumu ise bilissel eksiklik, sanr1, uyku

hali ve depresyona yol acabilir (Pearson ve Greenway 2005).

Mangan, glikospingolipid biyosentezinde metal iyon aktivator olarak 6nemlidir
(Burczak ve ark. 1984); ayrica yine literatiirde glikolipid sentez asamalarinda
magnezyum yerine etkinligi arastirilmis iki degerlikli katyonlardan biridir (Awai ve ark.
2006). Glikolipidler literatiirde anti-kanser bilesikleri olarak, 1spanak ise monogalaktosil
diacilgliserol (MGDG), digalaktosil diagilgliserol (DGDG) ve silfokuinovosil
diacilgliserol (SQDG) isimli ii¢ glikolipid tiirii i¢in 1yi bir kaynak olarak Onerilmistir
(Maeda ve ark. 2008).

Kimya endustrisinde oksidasyon reaksiyonlarinda, cam, seramik boya ve pigmentlerin
renklendirilmesinde, toprak ve gida takviyesi olarak veya tibbi alanda ilag¢ olarak farkli
bilesikleri ile uygulama alani bulan ve endiistride siklikla kullanilan metallerden biri
olan mangan, biyolojik sistemlerde énemli rolt olan luzumlu elementlerden biridir.
Mangan, yiiksek dozda DNA isleyisini etkileyerek mutasyonlara neden olabilen bir
elementtir. Saglikli bagisiklik sistemi icin gereklidir. Serbest radikalleri dusiirerek
antioksidan etki gosteren Mn-siiperoksit dismutaz yapisinda yer alir ve hiicre koruyucu”

olarak da etki gosterir (Pearson ve Greenway 2005).

Genel bir ¢evre sartinda atmosferik derigimleri 0,1 -10 pg m* arasinda degisirken
solunum ile alinmasi toksisitenin temel nedenidir. Manganin yaklasik yaris1 kemiklerde
depolanirken; fazlasi karacigerden atilir. Insan karacigeri ortalama 1,5 mg kg'1 mangan
igerir. Manganin fazlasi karacigerden diger organlara; O©zellikle de beyine
iletilebilmektedir. Saglikli bir insanda serumda ve idrarda mangan diizeyleri sirasi ile
0,5 ve 1 pg L™ dir. Saglikh diyette yeterli diizeyde alindigindan mangan eksikligi
gorilmemektedir (Pearson ve Greenway 2005). Mangan tiirleri agisindan
degerlendirecek olursak; tas toprak su ve gidalarda dogal olarak bulunan manganin -3

ile +7 arasindaki onbir oksidasyon basamagi oldugu belirtilmis olup; bunlar arasinda en
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kararli olanlar1 +2 (MnCly) +4 (6rnegin MnQO3) ve +7 (KMnQy,) olarak verilmistir. Cogu
tuzlar1 suda ¢oziiniirken; fosfat ve karbonatlari ile oksitlerinin ¢oziintirliigii diisiiktiir.
Mangan, atmosferde toz benzeri kiigiik partikiillerin yapisinda yer alabilir (Howe ve ark.
2004). Bir baska kaynakta ise 0 ile +7 arasinda tiim oksidasyon basamaklarinin
bulunabilecegi; fakat +2, +4 ve +7’ nin en 6nemlileri oldugu ve iki degerlikli mangan
tuzlarmin en kararlilar1 oldugu, dogada da baskin olarak Mn(lIV) (MnO;) bulundugu
belirtilmistir. Organizmada sadece iki degerlikli mangan absorbe edilebilirken, mangan
acisindan temel gida kaynaklari ise yesil sebzeler, findik ve tiirevleri, tahillar ve ¢ay

olarak belirtilmistir (Pearson ve Greenway 2005).

Manganin bazi temel bilesiklerine ait 6zellikler Cizelge 2.10.1.1’de ayrintili olarak

verilmistir (Howe ve ark. 2004).

Cizelge 2.10.1.1. Mangan ve bazi bilesiklerinin kimyasal Ozellikleri (Howe ve ark.
2004’ten degistirilerek alinmistir)

Kimyasal Mn MnCl, MnSO, Mn;O, MnO, KMnO,
Formdl
CAS No. 7439-96-5  7773-01-5  7785-87-7  1317-35-7  1313-13-9  7722-64-7
Molekdil 54,94 125,85 151,00 228,81 86,94 158,04
Kdtlesi
(g9/mol)
Renk gri-beyaz pembe Soluk siyah siyah mor
pembe
Fiziksel kat1 kat1 kat1 kat1 kat1 kati
Ozellik
Erime Noktas1 1244 °C 650 °C 700 °C 1564 °C 535 °C <240 °C
(pargalanir)
Kaynama 1962 °C 1190 °C 850°C’de - - -
Noktasi parcalanir
Cozunarluk seyreltik su su HCI HCI su
mineral (723 (520 Suda Suda (64 gllitre
asitler g/litre, 25 g/litre, 5 ¢ozlinmez  ¢6zlnmez 20 °C),
°C); alkol  °C); alkol aseton ve
stlfirik
asit
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2.10.1.1. Gida bilesenlerinin mangan emilimine etkisi

Bitkide topraktan element alimina iliskin olan Mulder diyagraminin gida bilesenlerinin
mangan emilimine etkisinde de agiklayici etkisi ongorulebilir. Sekil 2.10.1.1.1° de
Mulder’in bitki beslenmesi acisindan, eser element bagimlilik semasi verilmistir (Demir

1986).

Bu semaya gore 6rnegin Mn dort element ile iligkili olup; bunlar K, Ca, Fe ve Cu olarak
goriilmektedir ve K hari¢ digerlerinin varliinda mangan emiliminin azalacagi
ongoriilebilir. Tez kapsaminda inelenecek ikinci element olan bakir (Cu) ise U¢ element
ile iligklili olup bunlar Mn, P ve Fe’dir ve bunlarin varliginda Cu emiliminin azalacagi

ongorulebilir.

——p—— Arttirict
—— Azaltic

Sekil 2.10.1.1.1. Mulder diyagrami (Demir 1986)

2.10.1.2. Metal turlendirme analizleri ve mangan

Aliiminyum, antimon, arsenik, krom, iyot, kadmiyum, kursun, fosfor, civa, platin,
selenyum ve aktinit serilerine iligkin tiirlendirme caligmalari literatiirde yaygin olarak
yer almakla birlikte (Kot ve Namiesnik 2000); mangan ile ilgili baz1 caligmalara agsagida

deginilmistir:
Alasalvar ve ark. (2009), AAS ile gesitli findik tiirleri tizerinde AAS ile toplam mangan

tayini yapmislardir. Belirlenen Mn miktarlar tiire gore degismekle birlikte; 2,17+0,02
ile 19,0+0,16 (“mg/100g”) arasinda bulunmustur.
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Dolan ve Capar (2002), mikrodalga pargalamali 6rnek hazirlama islemi ve ICP-AES ile
mangan da dahil pek ¢ok element i¢in toplam miktar tayini yapmislardir.

Abollino ve ark. (1998), siitte kat1 faz ekstraksiyonu, GFAAS ve ICP-AES ile Cu ve
Mn tdrlendirmesi ilgili caligmalar yapmis; kolonlarda tutunmasina gore bu elementlerin
katyonik, anyonik formlari, kolonda tutulmayan (notral veya apolar) tiir, proteine bagl

(kazein ile ¢oken) mangan seklinde incelemeler yapmislardir.

Ozdemir ve Gucer (1998) tarafindan ¢ay yapraklarinda mangan fraksiyonlamasi igin
ekstraktlarda anyon-katyon degistiriciler ve birlikte ¢oktiirmeye dayali islemlerden
yararlanilmistir. Ayrica yas yakmay takiben toplam metal tayini yapilirken; dietil eter,
etil asetat, kloroform gibi ¢6zgen ekstraksiyonlari ile organik bagli metal fraksiyonlari

da elde edilmistir. Bu fraksiyonlardaki elementel tayinlerde ise AAS kullanilmistir.

Mangan tiirlendirmesinde yukarida da bahsedilen elemente 6zgii tayinler yapilabildigi
gibi, kromatografik ayirmanin element segici tespit yontemleri ile birlestigi ikili
tekniklere dayali molekiiler belirleme imkanlarinin da var oldugu goriilmektedir

(Michalke 2003, Pearson ve Greenway 2005).

Arias-Borrego ve ark. (2008) tarafindan yapilan bir g¢alismada ¢am fistiginda
biyomolekiillere bagli manganin LC-ICP-MS ve ESI-MS ile tespit ve tayini yapilmistir.
Boyut eleme ve guclii anyon degisim kolonlar1 kullanilarak fraksiyonlar ICP-MS ’e
gonderilmis ve mangan igeren biyomolekiiler fraksiyonlar analiz edilmistir. Kullanilan
matrikslerde kaynagina bagh olarak 26-559 pg/g’ a kadar degisen miktarlarda Mn
belirlenmistir. Bunun diginda farkli gidalarda mangan iceriklerine dair literatiirden
ornekler verilmisken; en fazla oranda mangan bulunan gidalara 6rnek olarak badem ve
yer fistig1 verilmistir. SEC-ICP-MS c¢alismasinda 7-10kDa, 21267000 Da, 1352-2126
Da arasinda biyomolekiile bagl iic mangan piki gézlenmistir. Bunlar da mangan (II)
kloriir, ayrica mangan sitrat kompleksi ve proteine bagli mangan ile iliskilendirilmis;
bazi dogrulama ¢alismalarinda elektrosprey iyonizasyon/kitle spektrometresi (ESI/MS)

kullanilmistir.
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Wouilloud ve ark. (2004) kabuklu gidalarda mangan da dahil birkag elementin
tiirlendirmesine dayanan ¢alismalarinda, molekiiler biiyiiklik dagilimina dayali SEC-
ICP-MS’ten yararlanmiglardir. Fraksiyonlama i¢in sodyum hidroksit (NaOH) ve
hidroklorik asit (HCIl)’den yararlanilmistir. NaOH ile hem diisiik hem de yiiksek
molekiil kiitleli elementel bilesikler ekstrakte edilebilirken; HCI ile diisiik molekiil
kiitleli olanlar ekstrakte edilebilmistir. Calismada da goriilecegi gibi farkli findik tiirevi
gidalarda 9 ile 4780 pg g araliginda mangan diizeyi olabilmektedir. Mangan bu

anlamda fazlaca farklilik gosteren bir metaldir.

Benzer bir ¢alismada Naozuka ve Oliveira (2007) tarafindan findik da dahil olmak {izere
bazi kabuklu gidalarda protein fraksiyonlarindaki element dagilimi kati-sivi
ekstraksiyonu ve ETAAS ile belirlenmistir. Bakir (Cu (1)), demir (Fe (I1)), mangan
(Mn (1)), molibden (Mo (I1)), ve ¢inko (Zn (II)) gibi gegis metalleri ile, selenyum (Se
(IV))’ Un gida matriksindeki kompleks yapilarla koordinasyon etkilesimleri yiiksektir.
Bu nedenle de cogunlukla metalloprotein yapilarn ile iliskili goriilmistiir. Lipid,
albiimin, globiilin gibi molekiiler yapilar1 ekstrakte etmek i¢in metanol: kloroform (1:2,
v/v), su, 0,5 mol L™ sodyum kloriir (NaCl) ¢cozeltisi, % 70 etanol ve 0,5 mol L™ NaOH

cozeltilerinden yararlanilmistir.

Quintana ve ark. (2005), manganin merkezi sinir sistemine etkileri nedeni ile kan-beyin
bariyeri diizeyinde incelemelerini gergeklestirmek amaci ile viicutta mangan depolama
yeri olan karaciger matriksini ele almiglardir. Kuvvetli anyon degisimine dayali
ayirmalarin mangan tiirlerinin kararliligina negatif olarak etki ettigi; bu anlamda CE-
ICP-MS’in daha yararli oldugu belirtilmistir. Bu teknikte ise sadece baz tiirler tespit
edilebilmekte; bir kism1 da belirlenememektedir. Calismada toplam element tayini ICP-
AES ile yapilirken; dinamik reaksiyon hiicreli (DRC) ICP-MS de ikili teknikte
kullanilmistir. Calismada ayrica DRC sisteminin etkisi DRC kullanilmayan matriks
calismalar1 ile de gosterilmeye calisilmistir. Segilen matriksteki (hayvan karacigeri)
toplam mangan diizeyi 1,8 + 0,08 mg kg™ olarak belirlenirken; manganin karacigerde
% 90’dan fazlasimin yiiksek molekiiler yapilar ile, yaklasik % 7’ sinin de disiik
molekiiler yapilar ile iliskili oldugu belirtilmistir.
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Quintana ve ark. (2006) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada farkli olarak CE-ICP-
MS calismasina ilaveten SEC-ICP-MS calismasi da  yapilmistir. Once boyut
karakterizasyonu yapilmis ve toplanan fraksiyonlarin tayinine yonelik olarak CE-ICP-
MS kullanilmistir. Belirlenen Mn tiirleri baskin olarak Mn-enzim bilesikleridir. Tipik
Mn tastyicist Mn-albumin iken; Mn-transferrin, SEC ayrimi sirasinda pargalanmaktadir.
Bu da ilgili tiriin kararli yapida olmamasindan kaynaklanmaktadir. Bu calismada
toplam metal tayini ICP-OES ile yapilirken; kullanilan DRC sisteminin “‘sinyal/giiriiltii”

oranina etkisi ile girisim giderimindeki roll belirtilmektedir.

Michalke (2004) tarafindan yapilan ¢alismada mangan tiirlendirmesinde CE-ICP-MS
kombinasyonu ele alinmistir. Calismada biyolojik fonksiyonu olan, karacigerde biriken
ve asirisinin baskin olarak beyine tagindigi belirtilen Mn tiirleri karaciger ekstraktlarinda
incelenmistir; Teknigin kullanimindaki amag, tiirlerin hizli ve degisime ugramadan
tayinlerini saglamaktir. Herhangi bir durgun faz ile etkilesimin olmadig1 ve boylece de
tir kararliligina katkida bulunan CE, bu anlamda oldukca 6nemli bir teknik olarak ele
alinmistir. Manganin albumin veya transferin ile olusturdugu kararsiz kompleksler
kuvvetli anyon degistirici (SAX) ayrimi sirasinda kolayca pargalandiklari i¢cin CE
kombinasyonu &nemli goriilmekledir. Inorganik mangan, Mn-arginaz, Mn-transferrin,
Mn-sitrat olabilecegi belirtilen tiirler ilgili standartlarin elektrofreogramlart ile

karsilastirilarak tespit edilmistir.

Gomez-Ariza ve ark. (2007) tarafindan Mn, Ni, Zn ve Cu elementlerine iliskin molekiil
dagilim desenlerinden yararlanilarak yiiksek protein igerikli ve 6nemli bir gida katki
maddesi olan ¢am fistig1 matriksinde incelemeler yapilmistir. Bu amagla boyut eleme
kromatografisinin (SEC), kesiksiz olarak ultraviyole spektrometresi (UV) ve ICP-MS

ile birlestirilmesinden yararlanilmustir.

Dou ve ark. (2009) tarafindan yapilan caligmada yapraklardaki toplam manganin
yaklasik % 55-75 inin ¢oziiniir fraksiyonda oldugu, % 18’ inin de hiicre duvarinda, ¢ok
az miktarda Mn’in ise hiicresel organeller ve hiicre membran fraksiyonunda oldugu

belirtilmistir.
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Cevre orneklerinde tasinim ve biyoyararlilik kimyasal forma baglhdir (Krasnodebska-
Ostrega ve ark. 2009) Elementler toprak, ¢okeller ve atiklarda kompleks, degisebilir
anyon, organik bagli, oksitleri-karbonatlar1 veya fosfatlar1 seklinde ¢okebilen yapida ya
da kristal yapisinda farkli fizikokimyasal formlarda bulunabileceginden ¢evre
orneklerinden metalurjik atiklarda Krasnodebska-Ostrega ve ark. (2009) tarafindan
ardigik ekstraksiyon yontemleri ile Mn dahil pek ¢ok element i¢in degerlendirilmeler

yapilmustir.
2.10.2. Bakir

Bakir biyolojik sistemler ve yasayan organizmalarda en az otuz Onemli enzim igin
kofaktor olarak gorev yapan lizumlu bir eser elementtir; ayn1 zamanda hayvan, bitki ve
mikroorganizmalarda bulunan 6nemli bir biyoelementtir. Cogu biyolojik sistemlere,
derisim diizeyine bagl olarak hem yararli hem de toksik etki gosterebilmektedir. En
fazla tolere edilebilir giinliik alimmi viicut agirhig bazinda 0,5 mg kg™t dir.
Biyosistemlerde iki karakteristik formda bulunur; bunlar Cu (1) ve Cu (Il) oksidasyon
basamaklar1 olup ylikseltgenme-indirgenme islemlerinde yer alirlar. Dikkate deger bir
fonksiyonu da demir metabolizmasindaki etkisidir (Abbasi ve ark. 2010). Bakir ayrica
karbonhidrat ve lipid metabolizmalarinda da 6nemlidir (Xiang ve ark. 2010). Mevsim,
toprak kalitesi, cografya, su kaynagi ve giibre kullanim1 gibi faktorler gidadaki nihai
bakir igeriklerini etkilemektedir. Gida, igme suyu ve bakir igeren takviyeler bakirin
temel kaynaklaridir. Metalin solunum yolu ile veya deri ilizerinden alimi ihmal
edilebilir. Gidalardaki dogal bakir icerikleri degistiginden diyetteki bakir icerigi de
biiyiik 6l¢iide degisir. (de Romana ve ark. 2011).

Sinirlar ile ilgili baska kaynaklara gore; yetiskin insanlarda giinliik bakir alimi 0,6 ile
1,6 mg arasinda degigsmektedir (Tapiero ve ark. 2003). Genellikle 1,5-2 mg bakir alimi
zaruri olup en azindan 40 ng mL™' diizeyi pek ¢ok yasayan organizmada normal
metabolik faaliyetler icin gereklidir. Avrupa komisyonunca igme sularinda bakir i¢in 2
pg mL™" limit 6nerilmistir. Farkli standartlarda bu deger biraz daha az olabilmektedir
(1,3 pg mL™" Amerika Birlesik Devletleri; 1,0 pg mL™' Kanada gibi) (Xiang ve ark.
2010). Giinliik tavsiye edilen alim1 1 mg iken 1-3 mg aras1 giivenli seviye olarak kabul

edilir (Ruzik 2012). Bu nedenlerle gida 6rneklerindeki diisiik bakir diizeylerinin dahi
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kontrol edilmesi artan bir 6neme sahiptir. Bu amaca yonelik olarak da oldukca hassas,

basit, hizl1 ve ucuz metotlar gereklidir (Xiang ve ark. 2010).

Bakir i¢in birincil kaynaklar tohumlar, tahillar, findik, fasulye, kabuklu deniz iiriinleri

ve karacigerdir. insanlarda normal sinirlarda alimda % 55-75’i gidalardan absorbe

edilmektedir (Ruzik 2012).

Bakir liizumlu olmakla birlikte; bu elementin yiiksek miktarlar1 zararh da
olabilmektedir. Bitkide ¢ok diisiik diizeylerde gerekli olmakla birlikte; ylksek
duzeylerde toksik etki gosterebilir. Yiiksek diizeylerde, bitkide, hiicre membranina
baglanabilir ve hiicre duvarindaki tasinim siirecini engelleyebilir (Durukan ve ark.
2011). Boylece fitokimyasal islemleri olumsuz etkileyebildigi belirtilmistir. Bakir pek
cok endustride 6nemli bir elementtir; diger taraftan yiliksek diizeyde bakir alimi kusma,
bulanti, ishal, karaciger veya bobrek hasari ve hatta 6liime bile neden olabilmektedir

(Durukan ve ark. 2011).

Cesitli  orneklerdeki bakir seviyeleri de diisik oldugundan, gida ve biyolojik
orneklerdeki bakir duzeylerinin belirlenmesinde hassas ve segici teknikler gereklidir.
(Abbasi ve ark. 2010). Eser element analzinde kullanilacak teknigin duyarliligi yiiksek
olmahidir. Girisimlerden uzak ve en az diizeyde reakif kullanimi ile basit bir 6rnek
hazirlama basamagi icermeli, hizli element tayinine de imkan vermelidir (Silvestre ve
ark. 2000). ICP-MS yiiksek duyarliligi ile bir 6n deristirme basamagina gerek kalmadan
tayine imkan verir. Boylece bu basamak ile ilgili problemler de giderilmis olur (Ciceri

ve ark. 2008).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Caliymada Kkullanilan analitik cihazlar ve parcalari

3.1.1.1. Indiiktif eslesmis plazma-kiitle spektrometresi

ICP-MS analizlerinde PerkinElmer marka ELAN 9000 model ve yazilim programi
sirimd 3,4 olan ICP-MS (PerkinElmer SCIEX) kullanilmistir. Cihazda PerkinElmer
marka S10 model otomatik 6rnek verici ile tiirlendirme c¢alismalarina imkan veren
Chromera yazilimi kullanilmistir. Chromera yazilimin stirtimii, 1.2.254.0’dir. ICP-MS
cihazina; scott, siklonik (cyclonic), ryton karsi akis, diisik akis ve meinhard tipi
sislestiri sistemleri ve pargalar1 takilabilmektedir. Cihaza ayrica; 2°C ve -5°C’ de
calisabilen PC3 model (Elemental Scientific) peltier sogutmali siklonik sislestirici

odasi aparati da takilabilmektedir. Kullanilan cihaz, Ek-1’de gosterilmistir.

3.1.1.2. Yiiksek basing¢ sivi kromatografisi

Caligsmada, PerkinElmer marka Series 200 model ytiksek basing sivi kromatografi cihazi
kullanilmistir. Cihaz; Series 200 kolon firini, Series 200 pompa, Series 225 otomatik
ornek verici ve Series 200 EP foto diyod serili dedektorden olusmaktadir. Ayrica
cthaza; 150 mm wuzunlugunda, 4,6 mm i¢ ¢cap ve 5 pum film kalinligma sahip
PerkinElmer marka Brownlee Analytical DB Aq C18 kolonu baglanmistir. Kullanilan

cihaz Ek-1’de gosterilmistir.

3.1.1.3. HPLC-ICP-MS arayuzu icin gevirici valf

Ikili teknikte, Rheodyne marka, alt1 kanall1 ve iki pozisyonlu (PerkinElmer N8122251)
cevirici valf kullanilarak HPLC-ICP-MS analizleri yapilmistir.
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3.1.1.4. Alevli atomik absorpsiyon spektrometresi *

Mangan ve bakir analizlerinde karsilastirma teknigi olarak Varian marka, AA240FS

model atomik absorpsiyon spektrometresi kullanilmistir.

3.1.1.5. Gaz kromatografisi*

Findik Orneklerinin yag asitleri bilesimi analizlerinde Shimadzu marka, GC-17 A
model, alev iyonlasma dedektdriine sahip gaz kromatografisi kullanilmigtir. Cihaza; 30
m uzunlugunda, 0,25 mm i¢ ¢ap ve 0,25 pum film kalinligina sahip DB-WAX analitik
kolonu baglanarak kullanilmistir.

3.1.2. Calismada kullanilan temel laboratuar cihazlar:

3.1.2.1. Su banyosu

Biyoyararlilik caligmalarinda, Clifton marka NE1-22 model su banyosu kullanilmis

olup; su banyosu sicaklig1 37 °C’ye ayarlanmistir.

3.1.2.2. pH-Metre

Fraksiyonlama ve biyoyararlilik ¢aligmalarinda, IQ Scientific Instruments marka

Minilab 1Q125 model pH-metre kullanilmustir.

3.1.2.3. Ultrasonik karistirici

Ornek hazirlama basamaklarinda, ELMA marka LC-30H model ultrasonik karistirici

kullanilmistir. Bu karistirict i¢in ultrasonik frekans 35 kHz ve gii¢ 240 W degerindedir.

! [gili analitik cihazlar ile ilgili deneysel islemler; Tiibitak Bursa Test ve Analiz Laboratuvari’nda hizmet
alim kapsaminda, uygulamali olarak gerceklestirilmistir.
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3.1.2.4. Etuv

Ornek hazirlama basamaklarinda, Termo Scientific marka Heraeus model etiiv? ve Nive

marka EN 500 model etiiv kullanilmistir.

3.1.2.5. Terazi

Deneysel islemler sirasinda, + 0,0001 g duyarlikli Gec Avery marka analitik terazi ile +

0,001 g duyarlikli Sartorius BP310S" kullanilmustir.

3.1.2.6. Santriftj aleti

Fraksiyonlama ve biyoyararlilik calismalarinda, MSE MISTRAC marka 2000 model
santrifiij cihazi kullanilmigtir. Cihaz, deneysel ayirmalar sirasinda 4000 “devir/dakika”

hizda ¢alistirilmistir.

3.1.2.7. Soxhlet ekstraksiyon sistemi®

Orneklerdeki yag igeriklerinin ekstraksiyonunda alti hazneli Gerhardt soxhlet

ekstraksiyon sisteminden yararlanilmistir.

3.1.2.8. Vorteks cihaz'
Findik orneklerinin yag asitleri metil esterlerinin hazirlanmasinda, VELP Scientifica

marka ZX Classic model vorteks karistiric1 kullanilmistir.

3.1.2.9. Kiil firmm*

Makro bilesen analizlerinde, Nabertherm marka L3-12/S27 model kil firmi

kullanilmuastir.

! flgili analitik cihazlar ile ilgili deneysel islemler; Tiibitak Bursa Test ve Analiz Laboratuvari’nda hizmet
alimi1 kapsaminda, uygulamali olarak gerceklestirilmistir.
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3.1.2.10 Kjeldahl aparat:*

Toplam azot ve protein analizlerinde, Foss marka Tecator 2006 model Kjeldahl ilkesine

dayanan aparat kullanilmstir.

3.1.2.11. Otomatik destilasyon unitesi'

Toplam azot ve protein analizlerinde, Foss marka Kjeltec 2200 model otomatik

destilasyon tinitesi kullanilmistir.

3.1.2.12. Diyet lif/ham seliiloz tayin cihaz"

Diyet lif ve ham seliloz tayinlerinde Velp Scientifica marka Fiwe model ekstraktor

kullanilmastir.

3.1.2.13. Doner vakumlu buharlastmml

Orneklerden organik ¢dzgen uzaklastirilmasi amaci ile Buchi marka R-3000 model,

doner vakumlu buharlastirict kullanilmistir.

3.1.2.14. Mikrodalga parcalama sistemi*

Orneklerin ¢oziiniirlestirilerek homojenlestirilmesi amaci ile Milestone marka MLS

1200 mega model mikrodalga par¢alama sisteminden yararlanilmistir.

3.1.2.15. Liyofilizator (dondurarak kurutma cihazi)*

Ispanak oOrnekleri ile 1spanak ve un sertifikali referans malzemelerinin (SRM)

kurutulmasinda Labconco FreeZone 1 liyofilizasyon cihazi kullanilmastir.

! [gili analitik cihazlar ile ilgili deneysel islemler; Tiibitak Bursa Test ve Analiz Laboratuvari’nda hizmet
alim kapsaminda, uygulamali olarak gerceklestirilmistir.
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3.1.2.16. Saf su cihaz

Calismalarda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasinda Human firmasinin Zeneer Power |
model ve Scholar UV tip ultra saf su diizenegi (Human Corporation) kullanilmistir. Su
kalitesi ise 18,3 MQ.cm’ dir.

3.1.2.17. Kati faz ekstraksiyon sistemi

Kati faz ekstraksiyon caligmalar1 i¢in Agilent marka ayni anda on iki ekstraksiyon
yapilabilen vakum manifoldu kullanilmistir. Sisteme KNF marka ve N 022 AN.18
model vakum pompasi1 baglanmstir.

3.1.2.18. Siizme diizenegi

Stizme iglemleri i¢in Sartorius marka 16307 model, cam ve vakumda siizme saglayan
aparat kullanilmistir. Sisteme KNF marka ve N 022 AN.18 model vakum pompasi
baglanarak kullanilmigtir.

3.1.2.19. Manyetik karistiricili 1sitici

Ornek hazirlama islemleri sirasinda, Chiltern Scientific marka HS31 model manyetik

karistiricili 1sitict kullanilmistir.

3.1.3. Cahismada kullamlan kimyasallar, sarf malzemeler, numuneler ve ¢ozeltiler
3.1.3.1. Analitik safliktaki kimyasallar ve sarf malzemeler

e 1000 pg mL™ Mn (11) stok ¢ozeltisi, % 3 (v/v) HNOjs icinde, sertifika konsantrasyonu:

1,006 + 5 pg/mL ve sertifika yogunlugu 1,020 g mL™ (20 + 1°C’de) (Inorganic

Ventures)
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e 1000 pg mL™ Cu (11) stok ¢dzeltisi, % 3 (v/v) HNOj icinde, sertifika konsantrasyonu:
999 + 5 pug/mL ve sertifika yogunlugu 1,016 g mL™? (20 £ 1°C’de) (Inorganic
Ventures)

¢ 1000 pg mL™? indiyum (In) (11) stok cozeltisi, , % 2 (v/v) HNOj; icinde, sertifika
konsantrasyonu: 999 + 5 pug/mL ve sertifika yogunlugu 1,010 g mL™ (20 + 1°C’de)
(Inorganic Ventures)

e [CP-MS multi-element kalibrasyon standart ¢ozeltisi VI, Merck 110580, 30 element
icerikli, % 5 (v/v) HNOj icinde, Certipur® (Merck)*

e PerkinElmer N8125032 “ELAN 6100/Dual detector” ¢ozeltisi (PerkinElmer SCIEX)*

e PerkinEImer N8125030 “ELAN 6100/Setup/Stab/Masscal” ¢ozeltisi (PerkinElmer
SCIEX)!

e PerkinElmer N8125031 “ELAN 6100/Detection Limit” ¢ozeltisi (PerkinElmer
SCIEX)!

e PerkinElmer N8125040 “Smart Tune” ¢ozeltisi (PerkinElmer SCIEX)*

e Amonyak, Merck 105432, (NH3, % 25, proanalysi) (Merck)

e Aseton, Merck 100020, (CH3COCHj3, LC saflikta, LiChrosolv) (Merck)

e Dietil Eter, Merck 100921, ((C2Hs),O0, EMSURE® ACS, ISO, Reag. Ph Eur (Merck)

e Etanol, Sigma-Aldrich 34870, (CH3;CH,OH, CHROMASOLV®, HPLC saflikta
(Sigma-Aldrich)

e Hidrojen peroksit, Merk 107209, (%30, EMSURE® ISO) (Merck)

e Hidrojen peroksit, suprapur, Merk 107298, (H,O, %30, 1L.=1,11 kg) (Merck)

e Hidroklorik asit, suprapur, Merck 100318, (HCI, %30, 1L=1,15 kg) (Merck)

e izobdtil metil keton, Merck 820820, (CsH1,0, EMPLURA®) (Merck)

¢ Kloroform, Merck 102444, (CHCI; LC saflikta, LiChrosolv) (Merck)

e Metanol, Merck 106007, (CH3OH, LC saflikta, LiChrosolv) (Merck)

e Metanol, Merck 106035, (LC-MS saflikta, LiChrosolv) (Merck)

e n-hekzan, Merck 104391, (CH3(CH2)4CHs, LC saflikta, LiChrosolv) (Merck)

e Nitrik asit, suprapur, Merk 100441, (HNO3, % 65, 1L=1,39 kg) (Merck)

! Tlgili ¢bzeltiler, ICP-MS cihazinin analize hazirlanmasi igin kullanilmistir.
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e 1-oktanol (n-oktanol), Merck 100991, (CgH150, EMPLURA) (Merck)

e Stlfrik Asit, Merck 100731, (H,SO4, 95-97%, d=1,84 g cm™ (20 °C), EMSURE®
ISO) (Merck)

o Aktif Karbon (toz form, AOX Batch, PPTRE0049 ( Euroglass, UK)

¢ Mangan (V) oksit, Merck 805958 (MnQ,) (Merck)

e Mangan (Ill) asetat dihidrat, Aldrich 215880, (CsHoMnOg-2H,0, % 97) (Sigma-
Aldrich)

e Sodyum hidrojen karbonat, Carlo Erba 478537 (NaHCO3) (Carlo Erba RPE)

e Pepsin, Sigma P7000 (Sigma-Aldrich)

e Pankretain, Sigma P1750 (Sigma-Aldrich)

e Safra Tuzlar, Sigma B8631 (Sigma-Aldrich)

e Yiiksek saflikta Argon gazi (%99,999 saflikta), (Orsez (Bursa-Turkiye))

e Saf Oksijen gazi (Habas-Turkiye)

o Azot gazi, %99,995 saflikta, (Orsez (Bursa-Turkiye))

e 1000 mg L™ Mn (11) stok ¢ozeltisi, Merck 119789, HNOs icinde Mn(NO3), (Merck)*

« 1000 mg L™ Cu (11) stok ¢ozeltisi, Merck 119786, HNOj3 icinde Cu(NOs),, (Merck)*

e Asetik asit, Sigma 27225 (CH3CO,H, %98,5-100,5 (Sigma-Aldrich)*

e Ascton, Merck 100014, LC saflikta, LiChrosolv (Merck)*

e Borik asit, J.T. Baker — 0501 (H3BO3) (J.T.Baker)*

e Carez | ¢ozeltisi, 102050, Bursa teknik Kimya test kitleri ve ayarli ¢ozeltileri, Bursa®

e Carez II ¢ozeltisi, 102060, Bursa teknik Kimya test kitleri ve ayarli ¢ozeltileri, Bursa!

« Dietil eter, Sigma 31700 (Sigma-Aldrich)*

¢ Di-sodyum hidrojen fosfat, Merck 106586 (Na,HPQ,, susuz, EMSURE® ACS,Reag.
Ph Eur) (Merck)*

e Etanol, Merck, 100983, (EMSURE® ACS, ISO, Reag. Ph Eur (Merck)*

e FAME. kanisim C4-C24 standardi, Supelco 18919-1AMP (Supelco, Sigma-
Aldrich)*

e Fenolftalein, Carlo Erba 451154 (Carlo Erba Reagents)®

! Ilgili kimyasallar; Tiibitak Bursa Test ve Analiz Laboratuvari’nda hizmet alimi1 kapsaminda uygulamali
olarak gerceklestirilen deneysel ¢alismalarda, kurumun deposundan alinarak kullanilmistir.
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« Hidrojen peroksit ¢ozeltisi, Sigma-Aldrich 18304, % 34,5-36,5 (Sigma-Aldrich)*

e Hidroklorik asit, Merck 100317 (dumanli, %37, d=1,19 g cm’ (20 °C), EMSURE®
ACS,ISO,Reag. Ph Eur) (Merck)*

e izooktan, Labscan C21C11X, 2,2,4-trimetil pentan, HPLC saflikta (Labscan)l

« Kjeldahl tableti, Foss 15270003 Kjeltabs S-3.5 (Foss)*

e Kuvartz kum, Merck 107536 (Kuvartz ince graniillii, yikanmis ve kalsine edilmis)
(Merck)!

o Luff ¢ozeltisi, 111030, Bursa teknik Kimya test kitleri ve ayarli ¢ozeltileri, Bursa'

e Metanol, Sigma 34885 (Sigma-Aldrich)*

e Nisasta, Merck 101252 (Merck)*

e Nitrik Asit, Sigma-Aldrich 07006, % 64-66 (Sigma-Aldrich)*

e 2-oktanol, Merck 820925 (CH3(CH,)sCH(OH)CHa, sentez saflikta) (Merck)?

e Potasyum hidroksit, Merck 105033 (KOH, EMSURE®) (Merck)*

e Potasyum iyodiir, Merck 105043 (KI, EMSURE® ISO,Reag. Ph Eur) (Merck)*

e Potasyum iyodiir, Sigma 03124 (%99,0-100,5) (Sigma-Aldrich)*

e Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat, Merck 106349 (NaH,PO4.H,O, EMPROVE®)
(Merck)*

e Sodyum hidrojen stilfat monohidrat, Merck 106350 (NaHSO..H,0) (Merck)*

e Sodyum hidroksit, Sigma 06203 (NaOH, %98-100,5) (Sigma-Aldrich)*

e Sodyum tiyosiilfat ¢zeltisi, Merck 109950 0,1 mol L™ (0,1 N) Titrisol® (Merck)*

e Siilfurik asit, Merck 100731 (% 95-97, d=1,84 g cm™, EMSURE® ISO) (Merck)*

« Toplam Diyet Lif Analiz Kiti, TDF100A (Sigma-Aldrich)*

3.1.3.2. Sertifikal Referans Malzemeler
e NIST 1570a 1spanak yapraklart (NIST (National Institute of Standards and

Technology)
e NIST 1567a bugday unu (NIST)

! Ilgili kimyasallar; Tiibitak Bursa Test ve Analiz Laboratuvari’nda hizmet alinu kapsaminda uygulamali
olarak gerceklestirilen deneysel ¢alismalarda, kurumun deposundan alinarak kullanilmistir.
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e LGC7162 ¢ilek yapraklar1 (LGC Standards)*
o NCS ZC73014 cay (National Analysis Center for Iron and Steel)*
e IAEA-359 lahana (International Atomic Energy Agency)*

3.1.3.3. Diger sarf malzemeler

¢ 2 ml hacminde ve 9 mm genislikte screw cap seffaf vial (PerkinElmer N9306201)

¢ 9 mm geniglikte PTFE tek yarikli ve silikon septumlu seffaf vial kapag1 (PerkinElmer
N9306203)

¢ 20 ml hacminde, vida kapakli seffaf vial (Supelco, Sigma Aldrich)

¢ 40 mL hacminde, vida kapakli seffaf vial (Supelco, Sigma Aldrich)

e Double Rings 103 (12,5 cm) marka ve model mavi bant siizge¢ kagidi

e Millipore 0,45 um siringa tipi tek kullanimlik hidrofilik PVDF filtre(Millex-HV,
Millipore)

e AIM marka 0,22 um ve 25 mm siringa tipi tek kullanimlik hidrofilik PVDF filtre

¢ 0,22 um PVDF, Hidrofilik, 100 mm, Durapore membran filtre (Millipore)

¢ 0,45 um PVDF, Hidrofobik, 90 mm, Durapore membran filtre (Millipore)

¢ 0,5-10 pL hacim aralifinda calisilabilen Eppendorf mikropipet ve pipet uglari

e 10-100 pL hacim araliginda ¢alisilabilen Eppendorf mikropipet ve pipet uglari

e 100-1000 pL hacim araliginda ¢alisilabilen Eppendorf mikropipet ve pipet uglari

e 500-5000 pL hacim araliginda ¢alisilabilen Eppendorf mikropipet ve pipet uglari

¢ 15 mL hacminde vida kapakli polipropilen santrifiij tiipii (falkon tiip) (steril ve steril
olmayan)

¢ 50 mL hacminde vida kapakli polipropilen santrifiij tiipii (falkon tiip) (steril ve steril
olmayan)

e Kapakli, 100 mL hacimli polipropilen saklama kaplar1

¢ Porselen havan ve tokmagi

e Kalayci pamugu, kaynama tagsi, kaba stizge¢ kagidi

! flgili Sertifikali Referans Malzemeler; Tiibitak Bursa Test ve Analiz Laboratuvari’nda hizmet alimi
kapsaminda uygulamali olarak gerceklestirilen deneysel ¢aligmalarda, kurumun deposundan
temin edilerek kullanilmistir.
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e Gooch krozeleri
o Agilent marka SampliQ SCX kartus tipi kuvvetli katyon degistirici kolonlar (siilfonik
asit-modifiye divinil benzen yapili 30 mg polimerik dolgu maddeli ve 3 mL Kkartus

hacimlidir)
3.1.3.4. Numuneler

Biri Karadeniz bélgesinden (Giresun) temin edilmis, digeri yine Karadeniz bolgesi
kaynakli olup paketlenmis, satisa sunulan ve sonuncusu da i¢ pazardan ve pazari
yansitmasi i¢in degisik yerlerden elde edilerek esit kiitlede karistirilan ii¢ farkli i¢ findik
Ornegi ayri ayrt ve homojen olarak ogiitilmiistiir. Ispanak i¢in ki mevsiminde birer
hafta ara ile pazardan (Bursa) elde edilen 1spanak orneklerinin yapraklar1 alinarak
dondurarak kurutma isleminden sonra kullanilmistir. Bugday unu ornekleri igin
marketten (Bursa) elde edilen, etiketinde I¢ Anadolu kaynakli oldugu belirtilen ve
paketlenmis ti¢ farkli numune ayr1 ayr1 homojenize edilerek deney numuneleri olarak
kullanilmistir. Yagmur suyu 6rnekleri olarak Bursa’da Subat-Mart 2013 tarih araliginda

farkli zamanlarda ayni bolgeden toplanan yagmur sular1 kullanilmistir.

3.1.3.5. Deneysel islemlerde kullanilacak cozeltilerin hazirlanmasi

3.1.3.5.1. ICP-MS calismalari ve 6rnek hazirlamada kullamilmak iizere yaklasik

0,1 N, 1 N ve 2 N nitrik asit ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Yaklasik 0,1 N nitrik asit ¢ozeltisi, 1 mL (1,39 g) nitrik asit (suprapur) alinarak balon
jojede 100 mL’ye ultra saf su ile tamamlanarak hazirlanmistir. (¢6zelti derisimi 0,1434
N’ dir). 10 mL nitrik asit balon jojede 100 mL’ye tamamlanarak da yaklagik 1 N nitrik
asit ¢cozeltisi hazirlanmistir. Ayni sekilde 20 mL nitrik asit, 100 mL’ ye tamamlanarak 2

N nitrik asit ¢6zeltisi hazirlanmistir.
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3.1.3.5.2. Biyoyararhlik ¢calismalar icin gerekli ¢ozeltilerin hazirlanmasi

3.1.3.5.2.1. Yaklasik 0,1 N HCI ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Suprapur HCI ¢ozeltisinden 1058 pL alinarak balon jojede 100 mL’ye ultra saf su ile

seyreltilerek hazirlanmistir.

3.1.3.5.2.2. Yaklasik 0,1 N NaHCO3 ¢ozeltisinin hazirlanmasi

NaHCO; katisindan 0,4573 gram alinarak bir miktar suda coziildiikten sonra balon
jojede 50 mL’ye ultra saf su ile seyreltilerek hazirlanmistir (0,1089 N NaHCO3 ¢ozeltisi
hazirlanmistir)

3.1.3.5.2.3. Pepsin ¢ozeltisinin hazirlanmasi

0,4069 g pepsin, 10 mL 0,1 M HCI c¢ozeltisinde c¢oziinerek pepsin enzim ¢ozeltisi

hazirlanmistir.

3.1.3.5.2.4. Pakreatin cozeltisinin hazirlanmasi

0,4584 ¢ safra tuzu ve 0,0751 g pankreatin, 37,5 mL yaklasik 0,1 N NaHCOs;

¢oOzeltisinde c¢oziilerek pankreatin/safra tuzlar1 enzim ¢ozeltisi hazirlanmistir.

3.1.3.5.3. Orneklerdeki temel bilesenlerin analizleri icin gerekli cozeltilerin

hazirlanmasi

3.1.3.5.3.1. Ham seltloz tayini igin gerekli sulfirik asit ve sodyum hidroksit

¢ozeltilerinin hazirlanmasi
Yaklasik % 1,25 (m/v) siilfiirik asit ve sodyum hidroksit ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

icin; 12,5 g NaOH bir miktar suda c¢ozildiikten sonra balon jojde 1 L’ye

tamamlanmustir. Siilfiirik asitten ise yogunluk degeri olan 1,84 g mL™ kullanilarak
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hesaplama yapildiginda % 1,25 (m/v) igin derisik asitten yaklasik 6,79 mL siilfurik asit
(derisik asit yaklasik % 100°lik kabul edildiginde) alinarak balon jojede 1 L’ye

tamamlanarak hacimde kiitlece yiizdesi 1,25 olan ¢ozeltiler hazirlanmastir.

3.1.3.5.3.2. Protein tayini i¢in gerekli ¢cozeltilerin hazirlanmasi

% 4’liik borik asit igin 4 g borik asit bir miktar suda ¢ozildikten sonra saf su ile balon
jojede 100 mL’ye tamamlanmistir. 0,02 N HCI ise derisik HCI” den (% 37’lik d=1,19 g

cm™®) 1,68 mL alinarak balon jojede 1000 mL’ye saf su ile tamamlanarak hazirlanmustr.

3.1.3.5.3.3. Seker tayini icin gerekli ¢ozeltilerin hazirlanmasi

% 20’lik (m/v) potasyum iyodiir (KI) veya potasyum hidroksit (KOH) cozeltileri icin 20
g KI (veya KOH) saf suda ¢6zilerek son hacmi 100 mL’ye tamamlanmigtir. Nisasta
cozeltisi de ayni sekilde 1 g nisasta alinarak son hacmi 100 mL olacak sekilde
hazirlanmistir. %1°lik fenolftalein indikator ¢ozeltisi icin benzer yaklasim ile 1 gram
fenolftalein alinip ¢oziilerek etil alkolde ve balon jojede 100 mL’ye tamamlanmustir.
Yaklasik % 25 siilfiirik asit (m/v) i¢in; 25 gram siilfiirik asitin hacim olarak karsiligi
yogunluk degerinden (1,84 g mL'l) belirlenmis; derisik asitten 13,59 mL alinarak
(derisik asit yaklasik %100°liik kabul edildiginde) balon jojede 100 mL’ye tamamlanip

hacimde kitlece yiizdesi yaklasik % 25 olan ¢ozelti hazirlanmistir.

3.1.3.5.3.4. Diyet lif tayini icin gerekli cozeltilerin hazirlanmasi

Cozeltiler AOAC 985.29 standardina gore hazirlanmistir. Yaklasik % 78 etanol ¢ozeltisi
icin 207 mL su 1 L balon jojeye konur ve % 95 lik etil alkol ile 1 L’ye seyreltilir. 1
hacim su 4 hacim etil alkol ile kanstirildiginda da yaklasik ayni ylizdede ¢ozelti
hazirlanmis olur. Standartta 6nerilen fosfat tamponu (0,08M yaklasik pH=6; 1,400 g
susuz disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) ve (veya 1,753g dihidrati) 9,68 g sodyum
dihidrojen fosfat mono hidrat (NaH,PO4H,0) (veya 10,94 g dihidrati) 700 mL suda
¢ozilir, 1 L’ye tamamlanir ve yaklasik pH degeri ayarlanir. Yaklasik 0,275M NaOH
¢ozeltisi igin 11 g NaOH ACS (Amerikan Chemical Society) katis1 yaklasik 700 mL saf
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suda ¢oziilerek 1 L’ ye tamamlanir. 0,325 M HCI ¢ozeltisi ise 1 M HCI ¢ozeltisinden
325 mL almip 1 L’ye tamamlanarak hazirlanir (AOAC 985.29)'. 1M HCI cozeltisi
hazirlamak i¢in de % 37’lik d=1,19 g cm™ olan hidroklorik asitten 82,99 mL alinarak

balon jojede saf su ile 1000 mL’ ye tamamlanur.

3.1.3.5.4. Yag asidi metil esterleri olusturmak icin metanolik potasyum hidroksit

¢ozeltisinin hazirlanmasi

Mgili ¢ozelti 100 mL metanol ve 13,1 g KOH kullanilarak hazirlanmistir.

3.1.3.5.5. Kat1 faz ekstraksiyonu icin gerekli ¢cozeltilerin hazirlanmasi

3.1.3.5.5.1. Metanolde % 0,1 (v/v) formik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

100 pL formik asit alinarak metanol ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Cozelti, kat1 faz

kartus kolonlarin sartlandirilmasi i¢in kullanilmastir.

3.1.3.5.5.2. Suda % 2 (v/v) formik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

2 mL formik asit alinarak ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Cozelti, kat1 faz

kartus kolonlarin sartlandirilmasi i¢in kullanilmistir.
3.1.3.5.5.3. Suda % 0,5 (v/v) amonyak ¢ozeltisinin hazirlanmasi

2 mL amonyak ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlanarak kati faz kartus kolondan
elisyon icin kullanilan ¢6zelti hazirlanmistir. Eliisyon igin literatiirde Onerilen ¢ozelti

(Anonim 2010) ICP-MS sartlarina gére uyarlanarak kullanilmistir.

1 AOAC 985.29: Total Dietary Fibre in Foods Enzymatic-Gravimetric Method” unu gore hazirlanmigtir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin analize hazirlanmasi

3.2.1.1. Ispanak orneklerinin liyofilizasyon islemine tabi tutulmasi

Ispanak yapraklar1 koklerden ve saplardan ayiklanarak makro kirliliklerin
uzaklastirilmasi i¢in once ¢esme suyu ile daha sonra da ultra saf su ile birka¢ kez
yikanmustir. Yapraklar el yardimi ile kiigiik parcalara ayrilmis; en az 24 saat siire ile
kapakli cam viallerde —20 °C’de derin dondurucuda tutulmustur ve daha sonra —45 °C
ve 0,057 mBar sartlarinda liyofilizasyon islemine tabi tutulmustur. Kurutulan 6rnekler
porselen havanda ogiitillerek homojenize edilmis ve kapakli polipropilen kaplarda
muhafaza edilmistir. Bugday unu 6rnekleri homojenize edilmis; i¢ findik 6rnekleri ise
once porselen havanda ogiitiilerek belirli tanecik boyutuna getirildikten sonra
homojenize edilmis ve her iki 6rnek de ispanak Ornekleri gibi kapakli polipropilen

kaplarda muhafaza edilmistir.

3.2.1.2. Orneklerinin mikrodalga parcalama yontemi ile AAS analizine

hazirlanmasi

Numunelerin mikrodalga par¢alama ve sonrasinda AAS ile analizi DS/EN 14084
standardi® temel alinarak ve bazi degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir. Bu amag ile
homojenize edilmis oOrneklerden 0,5’er g alimmig; 6 mL HNOs ve 1 mL H,0O;
kullanilarak pargalanmistir. Pargalanan ornekler oda sicakligina sogutulduktan sonra
polipropilen santriflij tliplerine alinarak 25 mL hacim degerine seyreltilmislerdir.
Sertifikali referans malzemeler, standart katmali 6rnekler veya ¢ozgen kor 6rmekleri de
ayni sekilde hazirlanmistir. Standart katma islemi matrikslere pargalama islemi 6ncesi

0,1 mg L™ Mn ve Cu standard: eklenerek gergeklestirilmistir.

! “DS/EN 14084: Foodstuffs - Determination of trace elements - Determination of lead, cadmium, zinc,
copper and iron by atomic absorption spectrometry (AAS) after microwave digestion” (TS EN 14084:
Gidalar - Eser elementlerin tayini - Mikrodalga ile pargalama isleminden sonra kursun, kadmiyum,
¢inko, bakir ve demirin atomik absorpsiyon spektrometri (AAS) ile tayini)
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Uygun standart c¢ozeltiler ile kalibrasyon egrisi cizildikten sonra Ornekteki metal

derigiminin belirlenmesi i¢in asagidaki esitlikten yararlanilmistir.

w=[(a-b)/m].v (3.2.1.2)
w: 6rnekteki mg kg™ olarak metal miktari

a: mg L™ olarak drnekteki metal derisimi

b: mg L™ olarak ¢6zgen kor 6rnegindeki metal derigimi

v: Ornek hacmi, mL

m: 6rnek miktari, g

Belirleme ve tayin limiti belirlenirken de standart sapmalar temel alinmistir. DS/EN

14084, bu amag ile EN 13804 standardina yonlendirmektedir’.
3.2.1.3. Orneklerinin ICP-MS analizine hazirlanmasi

ICP-MS analizinde kullanilacak tiim deneysel malzemeler %10 (v/v) nitrik asit
¢ozeltisinde tutulmus, sonra ultra saf su ile birka¢ kez yikanip etiivde kurutulmustur.
Mangan ve bakir standart ¢ozeltileri, stok gozeltilerden gunlik olarak seyreltilerek
hazirlanmis ve kalibrasyon ¢ozeltileri elde edilmistir. Indiyum i¢ standart ¢ozeltisi tiim
ornekler ve standartlara son derisim 10 g L olacak sekilde eklenmistir. Kalibrasyon
egrileri 0,5 ve 40 ng L™ arasinda sekiz noktali olacak sekilde hazirlanmustir. Standartlar
da dahil tim ¢ozeltiler 0,45 um PVDF filtrelerden siiziilmiis ve analiz edilinceye kadar
+4 °C’de buzdolabinda saklanmistir. Mikrodalga pargalama islemine tabi tutulan
ornekler uygun seyreltme islemleri yapildiktan sonra ICP-MS cihaz1 ile de analiz
edilmistir. TUm 6rnekler, standart malzemeler veya kor 6rnekler en az ii¢ tekrarli olarak

calisilmis ve analiz edilmistir.

! “EN 13804: Foodstuff - Determination of trace elements - Performance criteria, general considerations
and sample prepatration” (TS EN 13804: Gidalar - Eser elementlerin tayini - Performans 6l¢utleri,
genel hususlar ve numune hazirlama)
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3.2.2. ICP-MS i¢in kalibrasyon c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

1000 mg kg*1 stok mangan, bakir ve indiyum c¢ozeltileri kullanilarak kalibrasyon
egrileri olusturulmustur. Stok ¢ozeltiden 1 mg kg'1 ara stok c¢ozeltisi hazirlanmis ve bu
ara stok cozeltileri de seyreltilerek 0,5-1,0-3-5-10-20-40-80 ug kg * mangan ve bakir
¢ozeltileri hazirlanmistir. Indiyum ise gerekli olan tiim hallerde ve tiim ¢ozeltilere 10 pg

kgf1 olacak sekilde i¢ standart olarak eklenmistir.
3.2.3. Fraksiyonlama ¢alismalar icin 6rneklerin hazirlanmasi

Ispanak 6rneklerinden yaklasik 0,01 gram; un 6rneklerinden yaklasik 0,5 gram ve findik
orneklerinden 0,1-0,5 gram alinarak farkli ¢6zgenler ile ekstraksiyon islemlerine tabi

tutulmustur. Tiim 6rnekler en az ii¢ tekrarli olarak ¢alisilmistir.
3.2.4. Ispanak, un ve findik orneklerindeki temel bilesenlerin belirlenmesi
3.2.4.1. Ispanak, un ve findik érneklerindeki nem iceriginin belirlenmesi

Orneklerdeki nem icerigi ISO 771:1977, TS 3075 ve EN 1SO 712% standartlar1 temel
alinarak ve bu standartlardan asagida ozetlendigi sekilde uyarlanarak belirlenmistir.
Yontemde Ornekler sabit kiitleye ulasilincaya dek, 105 + 2 °C’de etiivde kurutulmustur.
Bu amag ile homojen hale getirilmis 1spanak i¢in yaklasik 5 g, findik i¢in yaklasik 10 g
ve un ic¢in yaklasik 5 g oOrnekler alinarak etiivde en az iki saat tutulmustur. Findik
ornekleri i¢in bu siire alt1 saat olarak uygulanmistir. Desikatdrde sogutulan Ornekler
tartilarak tekrar etiivde tutulmus; sabit tartima gelince bu tartim degerleri alinarak
hesaplama asagidaki formiile gore yapilmustir. Ornekler tiger tekrarli olarak calisilarak

her biri i¢in hesaplama asagidaki formiile gore yapilmis ve ortalama belirlenmistir.

U=Nem yizdesi=((m;-m,)/(m;-m0))*100 (3.2.4.1)

1«ISO 771:1977: Oilseed residues; Determination of moisture and volatile matter content” (TS ISO 771:
Yagli tohum kalintilar1 - Rutubet ve ugucu madde igerigi tayini); TS 3075: I¢ findik; “EN ISO 712:
Cereals and cereal products - Determination of moisture content -Reference method” (TS EN ISO 712:
Tahil ve tahil iiriinleri-Rutubet muhtevasi tayini- Referans yontem)
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U=06rnekteki nem (veya ugucu madde) yuzdesi
mo= Kaplarin kiitlesi, (g)
m;=Kap+numune kutlesi, kurutmadan 6nce (g)

my=Kap+numune kutlesi, kurutmadan sonra (g)
3.2.4.2. Ispanak, un ve findik érneklerindeki ham seliiloz iceriginin belirlenmesi

Orneklerdeki ham seliiloz icerigi I1SO 5498:1981% standardi temel almarak ve bu
standarttan asagida Ozetlendigi sekilde uyarlanarak belirlenmistir. Yontem, homojen
hale getirilen ve gerekirse 6n kurutma yapilan ve yagi uzaklastirilan 6rneklerin standart
derisimde Once siilfiirik asit sonra da sodyum hidroksit kaynatilmasi, kurutulmasi ve
kalintinin kiitlesinin belirlenmesine dayanir. Bu amac¢ ile homojen hale getirilmis
1spanak, un ve findik 6rneklerinden yaklasik birer gram alinarak uygun cam krozeye
yerlestirilmis ve krozeler tartilmistir. Yaklagsik 1 g kadar kuvartz kum da krozelere
alimmistir. Krozeler sicak ekstraktore (Fibertec cihazina) yerlestirilerek 150 mL %
1,25°1ik (m/v) siilfiirik asit ¢6zeltisi ilave edilmisir. Képurmeyi 6nlemek icin 2—4 damla
aras1 2-oktanol eklenmis ve siilfiirik asit ile kaynama basladiktan sonra 30 dakika sure
ile sicak ekstraksiyon uygulanmistir. Ornekler 3x30 mL sicak su ile yikanmis ve
kalinttya 150 mL % 1,25’lik (m/v) sodyum hidroksit cozeltisi ilave edilerek ilk
basamakta siilfiirik asit igin yapilan iglemler tekrarlanmistir. Aym sekilde yikama
islemleri de bittikten sonra; krozeler, 130 £ 2 °C’ye sitilmis etiivde en az U¢ saat
tutulmus, desikatorde oda sicakligina sogutulup sabit tartima getirildikten sonra 525 +
25 °C’de en az ii¢ saatlik kiil etme islemi uygulanmustir. Ornekler iiger tekrarli olarak
calistlmis ve her biri icin hesaplama asagidaki formiile gore yapilarak ortalama

alinmustir.

% Ham seltloz= (m;-m,) x(100/m,) (3.24.2)

1<ISO 5498:1981: “Agricultural food products-Determination of crude fibre content-General method”
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mo= test edilen numune ktlesi (g)

m; = Etivde 130 °C’de sabit tartima getirilen cam kroze + kuvartz kum + numune
kitlesi ()

m, = 525°C’de kiil firiindan ¢iktiktan sonra sabit tartima getirilen cam kroze + kuvartz

kum + kalint1 kiitlesi (g)

Findik Orneklerinde yaklasik beser gram numune alinarak dietil eter ile soxhlet
ekstraksiyonu sonrasi yagi uzaklastirilmistir (bkz. Boliim 3.2.4.5). Kalan posa miktari
(yagsiz kisim), alinan numune miktarina boliinerek diizeltme faktorii elde edilmis ve
yukaridaki formiile gore (bkz. 3.2.4.2) bulunan ortalama ham selilloz miktari, bu

diizeltme faktoriine boliinerek de diizeltilmis ham seliiloz miktar1 elde edilmistir.

3.2.4.3. Ispanak, un ve findik érneklerindeki kiil iceriginin belirlenmesi

Orneklerdeki kiil icerigi ISO 5984:2002 ve EN ISO 2171, TS 021:1971! standartlar
temel alinarak ve asagida Ozetlendigi sekilde matrikslere uyarlanarak belirlenmistir.
Yontem oOrneklerin kiil firminda yakilmasi ve kalintinin kiitlesinin belirlenmesine
dayanir. Bu amag ile homojen hale getirilmis 1spanak ve un yaklasik 5 g, findik icin
yaklasik 3 g Ornekler alinarak 550 °C’de en az alt1 saat tutulmus; kalint1 beyaz ya da
beyaza yakin renk alincaya dek islem siirdiiriilmistiir. Daha sonra érnekler desikatorde
sogutularak tartilmistir. Ornekler iiger tekrarli olarak calisilmis ve ortalama almmistir.

Hesaplama agagidaki formiile gore yapilmistir:

W=K{il yiizdesi=[(m;-m)/(m1-mg)] x 100 (3.24.3)
mo= Bos kabin kiitlesi (dara) (g)
m;= numune kiitlesi + kabin kiitlesi (g)

my=Killendirme islemi sonrasi numune kiitlesi + kabin kiitlesi (g)

L “ISO 5984:2002: Animal feeding stuffs-Determination of crude ash” (TS ISO 5984: Hayvan yemleri-
Ham kiil tayini); TS EN ISO 2171 Tahullar, baklagiller ve yan iiriinleri- Yakilarak kiil veriminin tayini;
TS 921: 1971: Yagl tohum kiispelerinde toplam kiil tayini
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3.2.4.4. Ispanak, un ve findik 6rneklerindeki protein i¢eriginin belirlenmesi

Orneklerdeki protein icerigi ISO 1871:1975 standardi temel alimarak ve matrikslere
uyarlanarak belirlenmistir. YO0ntem 0Ozetle; organik yapmin siilfiirik asit ile
pargalanmasi, destilasyonu ve serbest amonyagin titre edilmesine dayanir. Bu amag ile
homojen hale getirilmis 1spanak 6rneklerinden yaklasik 2 g, un ve findik 6rneklerinden
ise yaklasik 0,3’ er gram 250 mL’lik Kjeldahl tiiplerine alinarak 15 mL derisik siilfiirik
asit ve ikiser tane katalizor (kjeldahl tableti Cu/3,5)eklenmistir. Ornekler; 100, 200 ve
300 °C’de onar dakika ve son olarak da 420 °C’de 1 saat sure ile yakma unitesinde
yakilmigtir. Orneklerin rengi yesilimsi sar1 olunca yakma islemine son verilerek oda
sicakligina sogutulmus ve soguyan Ornekler Foss Kjeltec 2200 damitma {initesine
yerlestirilerek buhar fazi % 4’liikk borik asit icerisine toplanmistir. Toplama kabindaki
borik asit, 0,02 N HCI ile yesilden gri-mor renge dek titrasyon yapilmistir. Sonuglar
azot cinsinden hesaplanmakta olup; protein ifadesi i¢in faktdr kullanimi gerekliligi de
standartta belirtilmistir. Ornekler {icer tekrarl1 olarak calisilarak ortlama alinmistir. Azot

yiizdesi i¢in agagidaki formiile gére hesaplama yapilmistir:
% Azot=((M-blank)xNx14,007x100)/(mx1000) (3.24.4)

M = Titrasyonda, numune i¢in HCL sarfiyat1 (mL)

Blank = Titrasyonda, ¢dzgen kor 6rnegi (sahit) i¢in HCI sarfiyati (mL)
N= Titrasyonda kullanilan HCI ¢6zeltisinin derisimi (0,02 N)

m= numune kiitlesi (g)

14,007=Azotun atom kutlesi (g/mol)

Azot i¢in bulunan deger 6,25 faktorii ile carpildiginda oOrnekteki protein yiizdesi
belirlenmis olur. AOAC 985.29% metodunda da proteindeki azot yiizdesi bilinmiyor ise

protein miktarinin belirlenmesi i¢in 6,25 faktoriiniin kullanilmasi 6nerilmektedir.

1 1S0 1871:1975: Agricultural food products -General directions for the determination of nitrogen by the
Kjeldahl method
2 AOAC 985.29: Total Dietary Fibre in Foods Enzymatic-Gravimetric Method
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3.2.4.5. Ispanak, un ve findik 6rneklerindeki yag iceriginin belirlenmesi

Orneklerdeki yag icerigi TS 765:1971" temel alinarak belirlenmistir. Dietil eter ile
ekstraksiyon sonucu yagin eldesi prensibine dayanan bu metot, un ve 1spanak
orneklerine de uyarlanarak kullanilmistir. Bu amag ile homojenize edilmis 6rneklerden
1spanak icin 10 g, findik i¢in 3 g ve un i¢in 5 g 6rnekler alinarak ekstraksiyon kartusuna
aktarilmistir. Kartusun agiz kismi pamuk tikag (kalayci pamugu) ile kapatilarak daha
Once etiivde kurutularak sabit tarttima getirilen ve igine yeterli miktarda dietil eter ve
ayrica kaynama tas1 konulan ekstraksiyon balonu ile birlikte alt1 saat siire ile soxhlet
sisteminde ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ilgili islem igin sifon sayis1 “1 sifon/2dk”
seklindedir. Ekstraksiyon sonunda ortamdaki dietil eter 60 °C’de doéner vakumlu
buharlastiricida uzaklastirilmis ve ekstraksiyon balonu etiivde 105 °C’de 4-5 saat
kurutularak sabit tartima getirilip tartilmistir. Ornekler iiger tekrarli olarak ¢alisilmis ve

her biri i¢in hesaplama asagidaki formiile gore yapilarak ortalama belirlenmistir.

% Dietil eter ekstrakti = [(my-((m3+mp)-my))/m;] x 100 (3.2.4.5)

m; = Numunenin kutlesi (g)
m, = Ekstraksiyon balonunun en son basamakta (105 °C sonrasi) tartilan kiitlest,
(dara+numune kdtlesi) (g)

mo= Ekstraksiyon balonunun kutlesi (dara) (g)

m; bulunurken Sabit tartima getirilmis balonun kiitlesi + kalint1 kiitlesi (g)- Sabit

tartima getirilmis balonun kiitlesi (g) esitligi kullanilmistir.

LTS 765: Yagh tohum kiispelerinde dietil eter ile ekstrakte edilebilen yagm tayini
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3.2.4.5.1. Kloroform:metanol karisim ile findik orneklerinin yag iceriklerinin

belirlenmesi

Findik Orneklerinden ikiser gram alinarak 3x15 mL 2:1 (v/v) kloroform:metanol
karisimi ile otuzar dakika ultrasonik ekstraksiyon uygulanarak orneklerden yag
uzaklagtinnlmistir. Her defasinda santrifiigat atilarak o6rneklere 15 mL ¢dzgen eklemesi
yapilmistir. Elde edilen son 6rnek mavi bant siizge¢ kagidindan siiziilerek acik havada
bir giin siire ile kurutulmus, kalint1 tartilmis ve kiitle azalmasindan yag yilizdesi

belirlenmistir. Islem bes tekrarli deneme seklinde gergeklestirilmistir.
3.2.4.5.2. Findik orneklerinin yag asitleri bilesimin belirlenmesi

Findik o6rneklerinde yag igeriginin belirlenmesinden sonra (bkz. bolum 3.2.4.5) elde
edilen kalintidaki yag asitleri TS 4664 EN I1SO 5508 standardi temel alimip gerekli
sekilde uyarlanarak gaz kromatografisi ile analiz edilmistir. Yag asitleri metil
esterlerinin hazirlanmasinda ise TS 4504 EN ISO 55097 standardindan yararlanilarak

metanollli potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile transesterlesme islemi uygulanmustir.

Findik 6rnekleri alt1 saat siire ile dietil eter ile soxhlet ekstraksiyonuna tabi tutulduktan
sonra olusan yag oOrneklerinden 0,1 g Ornek alinip, 4 mL izooktan eklenerek
vortekslendikten sonra 0,8 mL metanolli KOH c¢ozelisi ilave edilip deney tipl
kapatilarak 30 s siire ile hizlica calkalanmistir. Daha sonra yaklasik 1 g sodyum
hidrojen sulfat monohidrat ¢ozeltiye ilave edilerek yine siddetli bir sekilde ¢alkalanmig
ve metil esterleri igceren izooktanl {ist faz bagka bir viale alinmistir. Yag asidi metil
esterlerinin gaz kromatografisi ile analizinde Supelco F.AM.E. karisim C4-C24

standard1 cihaza enjekte edilerek yag asitleri metil esterleri % olarak dogrulanmistir.

1 TS 4504 EN ISO 5509: Hayvansal ve bitkisel kati ve sivi yaglar- Yag asitleri metil esterlerinin
hazirlanmasi,

2 TS 4664 EN ISO 5508: Hayvansal ve bitkisel kat1 ve sivi yaglar-Yag asitleri metil esterlerinin gaz
kromatografisiyle analizi
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Bu islemden kalitatif analizde yararlanilirken; kantitatif analiz icin standarda gore
Ornegin kromatogrami iizerinde numuneyi meydana getiren bilesenlerin tiimiiniin
goriildiigli varsayilarak pikler altinda kalan toplam alan bilesenlerin %100’ {ine karsilik

gelecek sekilde goz Oniine alinmis ve hesaplama asagidaki formiile gore yapilmistir:

Metil Esteri Kiitlece Yiizdesi=(ilgili metil esteri pik alani/toplam pik alani)x 100
(3.2.45.2)

3.2.4.6. Ispanak, un ve findik 6rneklerindeki seker iceriginin Luff-Schoorl yontemi
ile belirlenmesi

Orneklerdeki seker igerigi Tirk Gida Kodeksi Teblig No: 2002/26°ya’ gore Luff
Schoorl yontemi temel alinarak ve matrikslere gerekli uyarlamalar yapilarak
belirlenmistir (Anonim 2002a). Yontemin prensibi, ornekteki indirgen sekerin, belirli
kosullarda kaynama noktasina kadar Cu (Il) ¢0zeltisi ile 1sitilmasi, Cu (II) iyonlarinin
bir kismmin Cu (I) iyonlarina indirgemesi ve ¢Ozeltide kalan Cu (Il) iyonlarinin

iyodimetrik olarak tayini esasina dayanir (Anonim 2002b)

Ispanak, findik ve un 6rneklerinden yaklasik 5 g alinarak Gzerlerine bir miktar saf su
ilave edilmis, 5 mL Carez | ve 5 mL Carez Il ¢ozeltilerinden eklenerek iyice karigtirtlip
200 mL’ye saf su ile tamamlanmistir. C6kmenin gergeklesmesi i¢in 1015 dk bekletilen
ornekler kaba siizge¢ kagidindan siiziilmiistiir. Siiziintiiden 25 mL alinarak (zerine 50
mL su eklenmistir. Su banyosuna konulan 6rneklere, sicaklik 67—70 °C’ ye ulastiginda
5 mL derigik hidroklorik asit eklenerek 5 dk daha bekletilmistir. Sogutulan ¢ozeltiye bir
damla fenolftalein indikatorii eklenerek % 30’luk KOH ¢ozeltisi ile hafif pembe renk
gdzlenene kadar nétralize edilmistir. Orneklere birkag damla asetik asit eklenerek
pembe renk giderilip 100 mL’ye tamamlanmustir. Ornekten 25 mL alinip (izerine 25 mL

Luff cozeltisi ve birkag tane kaynama tas1 konularak geri sogutucuya baglanmistir.

! Tiirk Gida Kodeksi Insan Tiiketimine Sunulan Sekerlerin Analiz Y6ntemleri Tebligi (Teblig No: 2002/
26) temel alinmustir. Ornek hazirlama ve hesaplama basamaklari Tiibitak Bursa Test ve Analiz
LAboratuvari’nda hizmet alim1 kapsaminda uygulandig sekli ile belirtilmistir.
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Ornekler 10 dakika kaynatilarak hizli bir sekilde su altinda sogutulup tizerlerine 10 mL
% 20 lik potasyum iyodiir ¢cozeltisi eklenmistir. Orneklere ¢ok yavas bir sekilde 25 mL
% 25’lik H,SO4 ve sonra 2 mL nisasta indikator ¢ozeltisi eklenip; 0,1 N tiyosulfat
cozeltisi ile renk maviden krem rengine doniinceye kadar titre edilmistir. Harcanan
tiyosulfat c¢ozeltisi hacmi kaydedilip ayni islemler ornek ¢ozeltisi yerine 25 mL su
alimarak geri sogutucu basamagindan itibaren kor ornege de (sahit) uygulanmis ve
harcanan tiyosiilfat ¢ozeltisi kaydedilmistir (Anonim 2012b) Her numune icin iki
paralet test ve her test i¢in de iki paralel titrasyon yapilmistir. Toplam dort titrasyon
sonucunun ortalamasi alimmistir. Seyrelmelerdeki hacim degerleri géz oniine alinarak
(200—25—100—25 mL degerleri) titre edilen numune faktorii belirlenmistir. Bunun

icin hesaplama asagidaki gibi yapilmistir:

Titre edilen numune faktéri = [25xnumune kitlesi (g)/200] x [25 (geri sogutucudan
alinan 6rnek)/100] (3.2.4.6.1)

Sahit ve numune sarfiyatlar1 arasindaki farka gore Cizelge 3.2.4.6.1° deki tablodan mg

olarak invert seker miktari belirlenmistir.

Cizelge 3.2.4.6.1. Luff Scroll yontemi i¢in harcanan tiyosiilfat hacmine karsi mg olarak
invert seker degeri (Anonim 2012b)

0,1 N Sodyum tiyosiilfat ¢dzeltisinin mL sayis1
V* 0 1° 2 3 4 5 6 7 8 9
miligram invert seker
0,00 024 048 0,72 09 120 144 168 192 216
240 264 288 312 336 360 384 408 432 456
480 504 528 552 576 600 624 648 6,72 6,96
720 745 770 795 820 845 870 895 920 945
9,70 995 10,20 10,45 10,70 10,95 11,20 1145 11,70 11,95
12,20 12,45 12,70 12,95 13,20 13,45 13,70 13,95 14,20 14,45
14,70 14,95 15,20 15,45 15,70 15,95 16,20 16,45 16,70 16,95
17,20 17,46 17,72 17,98 18,24 18,50 18,76 19,02 19,28 19,54
19,80 20,06 20,32 20,58 20,84 21,10 21,36 21,62 21,88 22,14
22,40 22,66 2292 23,18 23,44 23,70 23,96 24,22 24,48 24,74
10 25,00 25,26 2552 25,78 26,04 26,30 26,56 26,82 27,08 27,34
11 27,60 27,87 28,14 28,41 28,68 28,95 29,22 29,49 29,76 30,03
12 30,30 30,57 30,84 31,11 31,38 31,65 31,92 32,19 32,46 32,73

Qo
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Cizelge 3.2.4.6.1. Luff-Schoorl yontemi i¢in harcanan tiyosiilfat hacmine kars1 mg
olarak invert seker degeri (devam)®

0,1 N Sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisinin mL sayis1
\Y 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
miligram invert seker

13 33,00 33,27 33,54 33,81 34,08 34,35 34,62 34,89 3516 35,43
14 35,70 35,98 36,26 36,54 36,82 37,10 37,38 37,66 37,94 38,22
15 38,50 38,78 39,06 39,34 39,62 39,90 40,18 40,46 40,74 41,02
16 41,30 41,59 41,88 42,17 42,46 42,75 43,04 43,33 43,62 4391
17 4420 44,49 44,78 45,07 4536 45,65 4594 46,23 46,52 46,81
18 47,10 47,39 47,68 47,97 48,26 48,55 48,84 49,13 49,42 49,71
19 50,00 50,30 50,60 50,90 51,20 51,50 51,80 52,10 52,40 52,70
20 53,00 53,30 53,60 53,90 54,20 5450 54,80 55,10 55,40 55,70
21 56,00 56,31 56,62 56,93 57,24 57,55 57,86 58,17 58,48 58,79

V*= Harcanan 0,1 N tiyosulfat ¢ozeltisinin hacmi mL
%> = Tablo okumasina érnek: * 1 mL + ° 0,1 mL=toplam 1,1 mL igin mg invert seker degeri
2,64’ tiir.

Seker miktar1 i¢in hesaplama asagidaki formiile gore yapilmaistir:

Toplam seker (2/100 g) = [(100xtablodan okunan deger')/ titre edilen numune
faktoru]/1000 (3.2.4.6.2)

3.2.4.7. Ispanak, un ve findik o6rneklerindeki diyet lif iceriginin belirlenmesi

Orneklerdeki diyet lif AOAC 985.29° standardi temel alinarak ve matrikslere
uyarlanarak belirlenmistir. Kullanilacak krozeler 525°C de bir saat 1sitilip; sogutulmus
ve iclerine 0,5 g kuvartz kum eklenip 130 °C’de sabit tartima getirilmistir. Sogutularak
desikatorde bekletilmis ve numuneler tartilmistir (wi= (kuvartz + kroze) kutlesi).
(Numune % 10’ dan fazla yag iceriyor ise yagi uzaklastirilip kiitle kayb1 not edilmelidir.
Buradan elde edilecek diizeltme dizeltme faktori 6nemlidir. Findik Ornekleri igin

uygulanmuistir).

! Tablodan okunan degerin belirlenisi, bkz. Cizelge 3.2.4.6.1 agiklamalarinda bulunmaktadir.
2 “AOAC 985.29: Total Dietary Fibre in Foods Enzymatic-Gravimetric Method”

76



Dért paralel test yapilmustir. ikisi protein; ikisi kiil tayini igin kullamilmistir. Yaklasik 1
g homojenize edilmis ve 6giitiilmiis numune tartilarak erlene almmustir. Once 50 mL
fosfat tamponu eklenerek pH degeri 6,0+0,2 degerine ayarlanmistir. Daha sonra 0,1 mL
a-amilaz eklenmistir. Karistirilarak iizeri aliminyum folyo ile kapatilan ornekler
kaynayan sicak su banyosuna (100 °C) yerlestirilip 5 dk araliklarla karigtirilmistir.
Erlenlerin i¢ sicakligi 95 °C’ye gelince yarim saat tutulup oda sicakligina sogutulmus ve
pH 7,5 + 0,2’ye 10 mL 0,275 M NaOH c¢ozeltisi ile ayarlanmistir. Orneklere fosfat
tamponunda, kullanmadan hemen 6nce hazirlanmis 50 mg mL™* derisimde hazirlanmis
proteaz ¢ozeltisinden 0,1 mL eklenip aluminyum folyo ile tzeri tekrar kapatilarak 60 °C
su banyosunda i¢ sicaklik 60 °C olunca yarim saat daha tutulmustur. Oda sicakligina
sogutulan Orneklerin pH degeri 4-4,6’ya, 10 mL 0,325 M HCI ile ayarlanmstir.
Orneklere 0,1 mL amiloglukozidaz eklenip aliiminyum folyo ile tizerleri kapatilarak 60
°C su banyosunda bir saat tutulmustur. 200 mL ve 60 °C’de 6n 1sitilmis % 95°1ik etanol
cozeltisi eklenerek bir gece oda sicakliginda ¢Okmenin tamamlanmasi igin
bekletilmistir. Uygun Gooch krozelerinden 3 kez 20 mL % 78 etanol, 2 kez 10 mL % 95
etanol ve 2 kez 10 mL aseton ile yikanmigtir. 105 °C’ de etiivde bir gece kurutulup
desikatorde sogutularak kalintt + kuvartz kum + kroze kutlesi (w;) yaklasik 0,1 mg
degerinde sabit tartima getirilip belirlenmistir. Iki drnekte Kjeldahl protein analizi
yapilmigtir (bkz. BOlum 3.2.4.4). Protein miktarin1 belirlemek i¢in azot igerigi 6,25
faktorii ile carpilmustir. Iki 6rnek ise 525 °C’de 5 saat tutulmus ve desikatdrde
sogutularak sabit tartimi tartimi alinip kiil miktar1 belirlenmistir (bkz. Bolim 3.2.4.3)
(kalinti + kuvartz + kroze kitlesi = ws). Ozetle 130, 105 ve 525 °C sonrasi
kroze+numune kiitleleri siras1 ile w1, W, ve w3 olarak kaydedilerek hesaplama asagidaki

formiile gore yapilmistir:

% toplam diyet lif (TDF) = [((w2 - w1) - (w3 - wy))-ortalama protein ktlesi] / numune
kitlesi]x100 (3.24.7)

3.2.5. Yag asitleri metil esterlerinin GC ile analizi

Findik oOrneklerinin yag asitleri bilesimini belirlemek icin yararlanilan GC sartlar

Cizelge 3.2.5.1° de verilmistir.
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Cizelge 3.2.5.1. GC ¢aligsma sartlar1

Deneysel parametreler  Deger

Kolon sicakligi 210 °C, izotermal
Akis hizi 1 mL dk™

Split orani 1/20

FID sicakligi 250 °C

Enjektor sicakligi 250 °C
Enjeksiyon hacmi 1L

En diisiik tayin sinir1 %0,1

Kullanilan gazlar Hidrojen jeneratorii tarafindan tiretilen hidrojen gazi ile
Yiiksek saflikta helyum gazi ve yliksek saflikta kuru hava
(Linde Gaz A.S’den temin edilmistir.)

3.2.6. AAS ile metal analizleri

Mikrodalga ile parcalanan drneklerin Mn ve Cu igerikleri AAS ile analiz edilmistir.
Mikrodalga parcalama programi ve AAS sartlari sirast ile Cizelge 3.2.6.1 ve Cizelge
3.2.6.2°de verilmistir. AAS analizinde ayrica, Cizelge 3.2.6.3’de gosterilen sertifikali
referans malzemelerden (SRM) de yararlanilmistir. SRM sertifika degerleri ilgili
cizelgede goriildiigii gibidir. Orneklere uygulanan pargalama islemleri SRM’lere de
uygulanarak mangan ve bakir igerikleri sertifikada verilen degerler ile karsilastiriimistir.
Orneklere ayrica; 0,1 mg L olacak sekilde Mn ve Cu standardi da eklenerek yiizde geri

kazanim degerleri incelenmistr.

Cizelge 3.2.6.1. Mikrodalga programi

Zaman Basing (Bar)
(dk)
2 250
2 0
6 250
5 400
5 600

78



Cizelge 3.2.6.2. AAS caligma sartlari

Siit
Akim Dal(%?rk:;) w aralig Lamba yul’f; Iei/ligi ailziszh\izl
(mm)
T
Mn 10mA  279.5nm 02  BGC-Ds 7mm 2,0 L dk
hava-asetlllen
Cu 6mA  3248nm 05  BGCD, 7mm 1,8 L dk

hava-asetilen

*BGC-Dy=zemin duzeltme-déteryum

Cizelge 3.2.6.3. Sertifikali referans malzemeler ve Mn, Cu elementlerinin sertifika

degerleri
Bakir (mg kg™) Mangan (mg kg™)
Lahana 5,67 0,25 319+12
IAEA-359, Cabbage (%95 giiven araligl) (%95 giiven araligi)
Cilek Yaprag 10 (homojen degil) 171+ 10
(LGC 7162), Strawberry Leaves
Cay 18,6 £0,7 500 + 20
NCS zZC73014, Tea
Ispanak Yapragi 12,2+ 0,6 759+19
NIST 15704, Spinach leaves
Bugday Unu 2,1+0,.2 9,4+0,9

NIST 1567a, Wheat Flour

3.2.7. ICP-MS ile metal analizleri

3.2.7.1. AAS ile karsilastirma analizleri

AAS i¢in mikrodalga sisteminde hazirlanan ve analiz edilen ornekler kalibrasyon

egrisine uygun seyreltilerek ICP-MS cihazi ile de analiz edilmistir. ICP-MS sartlari

Cizelge 3.2.7.1.1°de belirtildigi gibidir.
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Cizelge 3.2.7.1.1. ICP-MS ¢alisma sartlari

Deneysel parametreler Deger

RF gl¢ 1000 W
Plazma argon akis hizi 17,0 Ldk*
Sislestirici gaz akis hizi 0,85 L dk™
Yardime1 gaz akis hizi 1,2 L dk*
Sislestirici Ryton kars1 akis
Sprey odasi (piiskiirtme haznesi)  Scott

Sampler ve skimmer koniler

Ni, i¢ ¢ap: 1,1 mm
Ni, i¢ ¢cap: 0,9 mm

Ornek alma hiz1 1,5 mL dk*
Okuma/tekrar 1

Tekrar sayisi 3
Goriintiilleme zamani, ms 50

Tarama modu

Dedektér modu

Peak hopping
Dual

>>Mn (% 100,0000), ®*Cu (% 69,2),
Cu (% 30,8)

Olcilen izotoplar

3.2.7.2. Acik sistem yas yakma ile toplam metal analizleri

Acik sistem yas yakmanin etkinligini arastirmak i¢in oncelikle mikrodalga parcalama
isleminde kullanilan ¢6zgen miktarlari temel alinarak yas yakma islemi yapilmistir.
0,5%er gram tartilan 6rnekler 6 mL nitrik asit ve 1 mL hidrojen peroksit ile 100 mL
hacimli, agz1 saat cami ile kapatilmis cam beherlerde ve 1sitict lizerinde parcalama
islemine tabi tutulmustur. Parcalan ornekler sogutulmus ve polipropilen santrifiij
tiiptinde 50 mL’ ye saf su ile tamamlanmistir. PVDF filtreden siiziilen 6rnekler
seyreltilerek ICP-MS ile analiz edilmistir. Orneklere uygulanan islemler ayn1 sekilde

SRM’lere de uygulanmais; ayrica standart katma analizleri de yapilmistir.
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3.2.7.2.1. Acik sistem yas yakma isleminin optimizasyonu

Acik sistem yas yakma isleminin optimizasyonu ic¢in merkezi kompozit dizayndan
(CCD) yararlanilmistir (Brereton 2007). Her bir matriks ile 6n denemeler yapilarak
1spanak ve un i¢in kiitle, nitrik asit hacmi ve peroksit hacminin etkili parametreler
olduguna karar verilmistir. Findik matriksi yagli oldugu i¢in yag bilesenlerinin tam
parcalamasina yonelik olarak siilfiirik asitten yararlanilmis ve ilgili parametreler findik
miktari, nitrik asit hacmi ve siilfiirik asit hacmi olarak sec¢ilmistir. Peroksit miktar1 6n
caligsmalar sonrasi 2,0 mL degerinde sabit tutulmustur. Parcalamada etkili faktorlerin
optimizasyonu igin ikinci dereceden ii¢ faktorliic CCD kullanilmistir. Deney sayist
N=2"+2k+1 (k=faktor sayis1) formiiliine gore hesaplanmistir (Brereton 2007, Erdemir
ve ark. 2013). Ispanak ve un Ornekleri i¢in optimizasyon g¢aligmalarinda mangan ve
bakir elementlerine iliskin okunan sinyaller temel alinmistir. Findik 6rnekleri igin pg L™
olarak belirlenen metal diizeyleri temel alinarak optimizasyon gerceklestirilmigtir. Tim

hesaplamalar Microsoft Office Excel 2003 programu ile gerceklestirilmistir.
y= b1X1 + b2X2 + b3X3 + b11X12 + b22X22+ b33X32 + b12X1X2 + b13X1X3 +b23X2X3 (32721)

Ikinci dereceden polinom denkleminin Xx;, X, ve X3’ e gore tiirevleri almip sifira
esitlendiginde belirtilen degiskenlerin teorik degerleri bulunmus; gercek degerlerin
belirlenmesi igin ayr1 ayr1 X1=(X1(gercek)-0 degeri(orta deger))/(0 degeri ile +1 arasindaki
fark), X2=( Xagercek)-0 degeri)/(0 degeri ile +1 arasindaki fark) ve x3=( Xa(gercek)-O0
deger1)/(0 degeri ile =1 arasindaki fark) denklemlerinden yararlanilmistir (Erdemir ve

ark. 2013).

Cizelge 3.2.7.2.1.1, Cizelge 3.2.7.2.1.2 ve Cizelge 3.2.7.2.1.3’de her {i¢ matriks i¢in de
kodlanmis faktorler ve seviyeleri ile gergcek degerlerin yer aldigi deneysel dizayn
matriksleri gosterilmistir. On altinct deneme, on besinci denemenin tekrari

niteligindedir.
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Cizelge 3.2.7.2.1.1. Ispanak matriksi i¢in merkezi kompozit dizayn*

* (a-kodlanmig degerler ve b-gercek degerler)

Cizelge 3.2.7.2.1.1.(a) Kodlanmis faktorler ve seviyeleri

-1,68 -1 0 +1 +1,68
X, (HNO, (mL)) 2,5 3 4 5 55
X, (H,0, (mL)) 0,3 0,5 1 1,5 1,7
X, (Kiitle (g)) 0,3 0,5 0,75 1 1,2

Cizelge 3.2.7.2.1.1.(b) Ispanak matriksi igin deneysel dizayn matriksi

Deney Kodlanmis Degerler Gercek Degerler

X1 X2 X3 X1 X2 X3

1 +1 +1 +1 5 15 1

2 +1 +1 -1 5 15 05
3 +1 -1 +1 5 05 1

4 +1 -1 -1 5 05 05
5 -1 +1 +1 3 15 1

6 -1 +1 -1 3 15 05
7 -1 -1 +1 3 05 1

8 -1 -1 -1 3 05 05
9 +1,68 0 0 55 1 0,75
10 -168 0 0 25 1 0,75
11 0 +1,68 0 4 1,7 0,75
12 0 -168 0 4 0,3 0,75
13 0 0 +1,68 4 1 1,2
14 0 0 -168 4 1 0,3
15 0 0 0 4 1 0,75
16 0 0 0 4 1 0,75
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Cizelge 3.2.7.2.1.2. Un matriksi icin merkezi kompozit dizayn (a-kodlanmis degerler ve

b-gercek degerler)

Cizelge 3.2.7.2.1.2.(a) Kodlanmis faktorler ve seviyeleri

-1,68 0 +1  +1,68
x, (HNO_ (mL)) 25 4 5 55
X, (H,0, (mL)) 0,3 1 15 17
X, (Kutle (g)) 0,28 04 05 052

Cizelge 3.2.7.2.1.2. (b) Un matriksi icin deneysel dizayn matriksi

Deney Kodlanmis Degerler

X1

+1
+1
+1
+1
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X2
+1
+1
-1
-1
+1
+1

X3
+1
-1
+1
-1
+1
-1
+1

+1,68
-1,68

Gergek Degerler
X1 X2 X3
5 15 05
5 15 03
5 05 05
5 05 03
3 15 05
3 15 03
3 05 05
3 05 03
55 1 0,4
25 1 0,4
4 1,7 04
4 03 04
4 1 0,52
4 1 0,28
4 1 0,4
4 1 0,4
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Cizelge 3.2.7.2.1.3. Findik matriksi i¢in merkezi kompozit dizayn (a-kodlanmis
degerler ve b-gercek degerler)

Cizelge 3.2.7.2.1.3.(a) Kodlanmuis faktorler ve seviyeleri
-1,68 -1 0 +1 +1,68
X, (HNO, (mL)) 55 6,0 7,0 8,0 8,5

x,(H,80, (ML) 10 15 20 25 30
x, (Kitle (g)) 0l 015 012 025 0,30

Cizelge 3.2.7.2.1.3. (b) Findik matriksi i¢in deneysel dizayn matriksi

Deney Kodlanmis Degerler Gercek Degerler

X1 X2 X3 X1 X2 X3

1 +1 +1 +1 8 25 0,25
2 +1 +1 -1 8 25 0,15
3 +1 -1 +1 8 15 0,25
4 +1 -1 -1 8 1,5 0,15
5 -1 +1 +1 6 25 0,25
6 -1 +1 -1 6 25 0,15
7 -1 -1 +1 6 15 0,25
8 -1 -1 -1 6 15 0,15
9 +1,68 0 0 85 2 0,12
10 -168 0 0 55 2 0,12
11 0 +1,68 0 7 3 0,12
12 0 -168 0 7 1 0,12
13 0 0 +1,68 7 2 0,3

14 0 0 -168 7 2 0,1

15 0 0 0 7 2 0,12
16 0 0 0 7 2 0,12
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3.2.7.2.2. Optimum kosullarda Mn, Cu analizleri; SRM analizi ve yiizde geri

kazanim ¢aliymalar

Merkezi kompozit dizayna gore elde edilen optimum parcalama kosullarinda 6rnek ve
standart referans malzemeler analize hazirlanmis; ayrica yiizde geri kazanim ¢aligmalari

yapilmustir.

3.2.7.3. Seyreltik nitrik asit ve ultrasonik ekstraksiyonun etkinlig¢inin arastirilmasi

Nitrik asit ¢ozeltisi ile dogrudan parcalanmada ultrasonik ekstraksiyonun etkinligi
arastirtlmistir. Bu amagla Orneklerden kapakli viallere belirli miktarlarda (1spanak
ornekleri icin yaklasik 0,01 g, un ornekleri icin yaklasik 0,5 g ve findik 6rnekleri i¢in
yaklagik 0,1’er g) alinmistir. Daha sonra 15’er mL yaklastk 0,1 N nitrik asit
cozeltisinde, 1spanak ornekleri icin birer saat; un ve findik 6rnekleri igin 1,5 saat sure
ultrasonik banyoda ekstraksiyon uygulanmistir. Ornekler siiziilmiis ve kalibrasyon

egrisine uygun diizeyde seyreltilerek analiz edilmistir.

3.2.7.4. Matrikslerin yagsiz kisminin eldesi ve metal analizi

Yag ylizdesinin belirlenmesinde matrikslerden dietil eter ile yagin uzaklagtirilmasindan
sonra geriye kalan kisimlar alinarak kuru kisim olarak degerlendirilmistir. Bu
kisimlarda, optimum kosullarda belirlenen sartlarda veya mikrodalga sartlarinda
parcalama islemi yapilmis; boylece kuru kisima ve yagl kisima gegen metal miktarlar

incelenmistir.

3.2.7.5. Ispanak, un ve findik orneklerinde c¢ozgen ekstraksiyonuna dayalh

fraksiyonlama ¢alismalan

Ispanak, un ve findik 6rneklerine her biri 15 mL olan su, aseton, kloroform, dietil eter,
etanol, n-hekzan, metanol, kloroform/metanol (2:1, v/v veya 1:2 v/v) veya 0,1 N nitrik
asit ile ayrt ayrn ve ultrasonik banyoda ekstraksiyon islemi uygulanmistir.

Ekstraksiyonlar 22 veya 40 mL kapakli cam viallerde gergeklestirilmistir. lgili
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ekstraksiyon siiresi 1spanak ornekleri i¢in 1 saat; un ve findik 6rnekleri i¢in 1,5 saat
uygulanmistir. Ekstraktlar mavi bant slizge¢ kagidindan siiziilmiis ve kuruluga dek
ucurulmustur. Cozgenlerin  kuruluga dek ugurulmasinda genellikle azot gazi
kullanilmistir. Kalintilar 1spanak i¢in 15°er mL, un i¢in 7,5’ar mL ve findik i¢in 10’ar
mL yaklasik 0,1 N nitrik asit ¢ozeltisinde ¢oziilerek 0,45 veya 0,22 pm siringa tipi
PVDF filtrelerden stiziilmiis ve ICP-MS ile analiz edilmistir. Cozgen kor ornekleri de
ayni sekillerde hazirlanmistir. Bir ¢6zgen i¢in tiim islemler en az ii¢ veya dort kez (un

ornekleri i¢in) tekrarlanmistir. Ekstraksiyona yonelik analitik sema Sekil 3.2.7.5.1°de

[ Ispanak j

Il

[ T |

. Aseton veya Etanol
[Toplam Elememj [ Fraksiyonlama j [ ile ooktiirme j

Bitki Yapisi Bioyararhlik

B

Gastrointestinal
(pepsin + pankreatin)

Kloroform
Klasik Metanol
Cozgen karigim
Ekstraksiyonu
Pankreatin

Aktif
karbon

gorulmektedir.

Pepsin

Sekil 3.2.7.5.1. Fraksiyonlama analiz semas1*

*Literatiir kaynaklarina 6rnekler: Aktif karbon adsorpsiyonu (biyoyararlilik ¢aligmalari; Kowalewska
ve ark. 2005)

Aseton ekstraksiyonu (glikolipid ekstraksiyonu veya protein ¢oktlirme; Rouser ve ark. 1967, Karadjova
ve ark. 2002)

Etanol ekstraksiyonu (polisakkarit ¢oktirme; Karadjova ve ark. 2002)

Hekzan ekstraksiyonu (serbest lipid; Eller ve King 1996)

Kloroform:metanol (2:1, v/v) ekstraksiyonu (toplam lipid; Folch ve ark. 1957, Ferraz ve ark. 2004)
Kloroform, eter ekstraksiyonu (nétral lipid; Ferraz ve ark. 2004)

Metanol ekstraksiyonu (polar lipid; Akoh ve Min 2002)

n-oktanol ekstraksiyonu (biyoyararlilik ¢aligmalar1; Yasar ve Giiger 2004, Shun-xing ve ark. 2005)
Pepsin ve/veya pankreatin ekstraksiyonu (biyoyararlilik ¢aligmalari; Liu ve ark. 2004)
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3.2.7.6. “in-vitro” mide ve bagirsak sindirim simiilasyon islemleri ile biyoyararhhk

calismalan

Biyoyararlilik ¢alismalar1 i¢in gerekli ¢ozeltilerin hazirlanmasi (bkz. sayfa 63) ve in-
vitro biyoyararlilik ¢alismalart Liu ve ark. 2004’den uyarlanarak yapilmistir. Mide
enzimleri ile pargalama isleminin simiilasyonu 1spanak icin 0,01 g liyofilize 6rneklere 1
mL pepsin ¢ozeltisinin eklenmesi ile baglatilmistir. 15 mL ultra saf su eklenen
orneklerin pH degeri 0,1 N HCl ile 1,9 degerine ayarlanmistir. Ornekler daha sonra 37
°C su banyosunda 1 saat siire ile inkiibe edilmistir. Bagirsak enzimleri ile pargalama
isleminin simiilasyonu i¢in safra tuzlarindan ve pankreatin enziminden yararlanilmistir.
0,01 g liyofilize orneklere 2,5 mL pankreatin/safra tuzlari ¢ozeltisi eklenmis ve 15 mL
ultra saf su eklenen orneklerin pH degeri 0,1 N HCI veya 0,1 N NaHCO; ile 6,9
degerine ayarlanmistir. Ornekler 37 °C su banyosunda 2 saat siire ile inkiibe edilmistir.
Enzim iceren cozeltiler santrifiijlenerek, santrifiigatlar1 0,45um PVDF tipi siringa

filtreden siiziilmiistiir.

Ardigik mide ve bagirsak sindirim isleminin simiilasyonu i¢in 6nce pepsin ile pargalama
islemi yukarida belirtildigi gibi uygulanmis, 3 mL pepsin ekstraktina 4,5 mL ultra saf su
eklenerek pH ayarlanmasindan sonra 2,5 mL pankreatin/safra tuzlart ¢ozeltisi
eklenmistir. Ornekler 37 °C su banyosunda 2 saat siire ile inkiibe edilmis ve
santriftigatlar 0,45um PVDF tipi siringa filtreden siiziilmiistiir. Tiim islemler icin de en

az ug tekrarl ¢6zgen kor 6rnekleri hazirlanmustir.

3.2.7.7. Biyoyararhlk degerlendirmeleri icin n-oktanol ekstraksiyonu ¢alismalar:

n-oktanol ekstraksiyonu Yasar ve Giiger 2004’den uyarlanarak calisiimistir. Ornek
miktarlart in-vitro biyoyararlilik ¢alismasinda belirtildigi gibi alinarak 15 mL n-oktanol
ile ultrasonik banyoda bir saat sire ile ekstraksiyon uygulanmustir. Orneklere ti¢ kez
5’er mL yaklasik 0,1 N nitrik asit eklenerek geri sivi-sivi ekstraksiyon islemi
uygulanmigstir. Ekstraksiyon isleminin etkinligini degerlendirmek icin ise iki seviyede

standart katmal1 6rnekler hazirlanarak yiizde geri kazanim degerleri belirlenmistir.
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3.2.7.8. Aktif karbon ile adsorpsiyon ¢alismalari

Kowalewska ve ark. (2005) tarafindan Onerilen metot, matriksler icin gerekli
degisiklikler yapilarak kullanilmistir. Yaklasik 0,01 g liyofilize 6rneklere 50 mL ultra
saf su, 2,5 mL metil izobutil keton ve 0,5 g toz aktif karbon eklenmistir. Orneklere,
ultrasonik banyoda bir saat siire ile ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Ornekler mavi
bant siizge¢ kagidindan siizlilmiis ve 60 °C’de kurutulduktan sonra 10 mL yaklasik 1 N
nitrik asit ¢ozeltisi ile metal fraksiyonlar1 geri alimmustir. Ornekler on kat seyreltilerek
ICP-MS ile analiz edilmistir.

3.2.7.9. AAS ve ICP-MS’de metot validasyon parametrelerinin belirlenmesi

Enstrimantal belirleme ve nicel tayin limitleri, ¢6zgen korii (blank) degerine yakin ve
cozgen korl sinyalinden belirli glven seviyesinde (k=3, % 99,86 giiven araligi)
farklandirilabilen en kiigiik derisime dayali olarak belirlenmistir (Corley 2003). Ilgili
derisim biriminin standart sapmasinin {i¢ ve on kati alinarak ayrica 6rnek kiitlesi ve
seyreltme faktorii de kullanilarak metot belirleme ve nicel tayin limitleri hesaplanmistir.
ICP-MS ig¢in giin i¢i ve gilinler aras1 tekrarlanabilirlik degerleri ilgili standardin
tekrarlanabilir ve tekrar elde edilebilir sinyalinin standart sapmasina gore belirlenirken;

metodun dogrulugu da sertifikali referans malzemeler ile incelenmistir.

3.2.7.10. Kat1 faz ekstraksiyon calismalari

Her {i¢ 6rnek matriksi i¢in asagida anlatilan islemler uygulanmistir: Yaklasik 0,01°er
gram 1spanak; 0,5’er gram un ve yag dietil eter ile uzaklastirilmis 0,05’er gram findik
orneklerinden alinarak 15 mL ultra saf su ile 1,5 saat ultrasonik banyoda ekstraksiyon
islemi uygulanmistir. Ornekler, 0,22 pum PVDF filtreden siiziilerek kati faz
ekstraksiyonuna hazir hale getirilmistir (ayn1 6rneklerden 10 kat seyreltilip ICP-MS ile
Mn ve Cu diizeyleri de tayin edilmistir; ayrica bir miktar 6rnek de viale alinarak HPLC-
ICP-MS ile analizi gergeklestirilmistir). Kat1 faz kartus kolonlar 6énce 3 mL, metanolde
% 0,1 formik asit ile; sonra 3 mL, suda % 2 formik asit ile sartlandirilmis ve kati faz

ekstraksiyonu i¢in hazirlanan Orneklerden iicer mL, kartus kolonlara yiiklenerek
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kolonlarin kurumasi saglanmistir. Son basamakta 6rnekler 4 mL, suda % 2 amonyak
cozeltisi ile kolondan geri alinmistir. Hazirlanan 6rneklere 10 mL ultra saf su eklenerek
seyreltilip; ICP-MS ile analizi gergeklestirilmistir. Ekstraksiyonun etkinliginin
arastirilmasi igin sartlandirma islemi sonrasi olusan formik asit atiklari atildiktan sonra
4 mL o6rnek yiiklenmesi sirasinda atiga gecen siiziintiiden dogrudan seyreltme sonrasi
metal tayini yapilmis; ayrica kolonlara uygun derisimde ve Ornekler gibi suda
hazirlanmis Mn ve Cu stok ¢ozeltileri de yiiklenerek kolonda ne kadar tutulabildigine

bakilmustir.

3.2.7.11. Yagmur suyunda mangan ve bakir tiirlendirme analizleri

4 mL yagmur suyu 6rnegi alinarak 2 mL derisik nitrik asit ve 1 mL hidrojen peroksit ile
acik sistem yas yakma islemine tabi tutulmustur. Ornekler polipropilen santrifiij
tplerinde 25 mL’ye ultra saf su ile tamamlanarak analize hazirlanmistir. Bu sekilde
hazirlanan orneklerdeki element diizeyleri ile 0,22 pm membran filtreden dogrudan
stiziilmiis Orneklerdeki element diizeyleri arasindaki fark partikiile mangan ve bakir
olarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede dogrudan analiz edilen yagmur sular1 da
kullanilarak bulunan sonuglar karsilastirilmistir. Ikinci basamakta 0,45 ve 0,22 pum
membran filtrelerden siiziilen 6rneklerden elde edilen metal diizeyleri arasindaki fark ise
kolloidal mangan ve bakir olarak belirlenmistir. Kullanilan en kii¢iik gdzenekli 0,22 um
membran filtreden stzllen 6rneklerdeki metal duzeyleri de ¢6ziinmiis mangan ve bakir
olarak tanimlanmistir (Willey ve ark 2009). Tim islemler ii¢ tekrarli olarak

gergeklestirilmistir.
3.2.7.12. HPLC-ICP-MS ikili teknigine yonelik cahsmalar
HPLC cihazina dedektér olarak ICP-MS cihazi baglanarak HPLC-ICP-MS ikili

tekniginde calismalar yapilmustir. Ikili teknik icin calisma sartlar1 Cizelge 3.2.7.12.1°de

verilmistir.
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Cizelge 3.2.7.12.1. HPLC-ICP-MS cihazi ¢alisma sartlari

HPLC SARTLARI
HPLC Perkin Elmer Series 200
Yazilimi Total chrom nav.6.3.2

Otomatik 6rnek verici  Perkin EImer Series 225

Kolon PerkinElmer Brownlee Analytical DB Ag. C-18 5um,
150 x 4,6 mm

Enjeksiyon hacmi 30 ul

Kolon sicaklig1 26 °C

Hareketli faz 1. haraketli faz olarak su/metanol (100:0, v/v) ile

baslayan su/metanol (95:5, v/v) ye ulagan ve su/metanol
(100:0, v/v) ile biten gradiyent sistem kullanilmistr.
2. hareketli faz olarak %100 ultra saf su kullanilmistir.

Analiz suresi 10 dk
Kromatografik veri Chromera (strtim, 1.2.254.0 (2005))
sistemi

3.2.7.12.1. HPLC-ICP-MS ikili teknigine yonelik piiskiirtme haznesi

karsilastirilmasi

Scott tipi ve siklonik plskulrtme hazneleri (sprey odalari) ayni1 6rnek analizi ve mangan
(II) ¢ozeltisinden elde edilen sinyal siddeti degerine gore karsilastirilmustir. ilgili
aparatlar EK-1’de gosterilmistir.

3.2.7.12.2. HPLC-ICP-MS ikili teknigine yonelik uygun sislestiricinin belirlenmesi
Cihazda; ryton kars1 akis, diisiik akis ve meinhard sislestiriciler kullanilabilmekte olup

bunlar Ek-1’de goriilmektedir. Sislestiricilerin etkinlikleri ayn1 6rnek analizi ile ve

mangan (II) ¢ozeltisinden elde edilen sinyalin siddet degerine gore karsilastiriimistir.
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3.2.7.12.3. HPLC-ICP-MS ikili teknigine yonelik peltier sogutmah siklonik

piuiskiirtme haznesi etkinliginin belirlenmesi

PC3 model peltier sogutmali plskirtme haznesinin etkinligi, metanol fraksiyonlarindan

dogrudan analizler yapilmak sureti ile degerlendirilmistir.

3.2.7.12.4. HPLC-ICP-MS ikili teknigi ile tiirlendirme/fraksiyonlama calismalari

Belirli konsatrasyon araliginda (136-595) pg L™ Mn ve on kat fazla derisimde Cu ile
ultra saf suda hazirlanan mangan ve bakir karisim standartlari analiz edilerek
standartlara ait alikonma zamanlar1 (tg) belirlenmistir. Tek bir derisim igin tekrarli
analizler sonucu mobil faz olarak su se¢ilmis ve bu se¢im, matriks ¢alismalarinda da
tekrar degerlendirilmistir. Ispanak, un ve findik 6rneklerinin su ekstraktlar1 bkz. BOlUm
3.2.3 ve BOlum 3.2.7.5°de anlatildigi gibi hazirlanarak 0,22 pm PVDF tipi siringa
filtreden siiziilmiis ve HPLC sistemine enjekte edilerek ICP-MS dedektdriinde analiz
edilmistir. Yagmur suyu i¢in ise 0,22 pm membran filtereden siiziilen Ornekler
dogrudan viallere almmustir. Ornekler iki farkli mobil fazda, iyon cifti eklenerek-
eklenmeden analiz edilerek mobil faz olarak su kullanimina karar verilmistir. Ayrica
ornekler bazinda fazla farklilik getirmemesi nedeni ile 6zellikle kantitatif caligmalar her
matriksten birer O6rnegin tekrarli analizlerine uygulanmistir (2 numarali i1spanak, 2

numarali un, 3 numarali findik ve tim yagmur sulari analiz edilmistir).
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4. BULGULAR

4.1. Ispanak, Un ve Findik Orneklerindeki Temel Bilesenler

Ispanak, un ve findik 6rneklerindeki temel bilesenler ve miktarlari sirasi ile Cizelge

4.1.1, Cizelge 4.1.2 ve Cizelge 4.1.3’de verilmistir.

Cizelge 4.1.1. Ispanak 6rneklerinin makro bilesenleri ve bunlarin diizeyleri

Ispanak Nem Diyet Lif Ham Seluloz Protein
Ornegi (%) (%) (%) (%)
1 87,7+0,2 3,13%+1,05 1,88 + 0,08 2,29 £ 0,06
2 90,1+0,3 3,30+0,75 1,98 £0,03 2,45 +0,15
3 91,0+£0,3 296%0,28 2,07 £0,02 3,30+£0,15
Ispanak Yag Seker Kl
Ornegi (%) (%) (%)
1 0,12+0,01 0,49+0,08 2,31+£0,09
2 - - 1,37 £ 0,10
3 - - 1,89+£0,13

Cizelge 4.1.2. Un 6rneklerinin makro bilesenleri ve bunlarin diizeyleri

Un Nem Diyet Lif Ham Seliloz Protein
Ornegi (%) (%) (%) (%)
1 119+0,1 3,39+0,70 0,43 + 0,06 11,4+0,1
2 11,40+0,02 3,94+0,64 0,43 + 0,06 9,77+0,14
3 138+0,1 2,28+0,71 0,46 £ 0,02 10,1+0,1
Un Yag Seker Kl
Ornegi (%) (%) (%)
1 0,82+0,10 1,66+0,19 0,53 £0,03
2 1,04 +0,11 - 0,51+0,01
3 1,07 £ 0,07 - 0,55+ 0,01
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Cizelge 4.1.3. Findik 6rneklerinin makro bilesenleri ve bunlarin diizeyleri

Findik Nem Diyet Lif Ham Seliloz Protein
Ornegi (%) (%) (%) (%)
1 203+£0,01 11,90+041 545%0,24 18,2+0,8
2 165+0,02 1048+0,45 597%0,42 18,3+0,2
3 1,89+0,03 10,29+1,05 595+0,40 17,0£0,2
Findik Yag Seker Kl
Ornegi (%) (%) (%)
1 64,6 0,7 2,22+0,24 2,20+ 0,18
2 61,2+0,7 - 2,13+0,17
3 64,7 0,6 2,33 10,07

4.2. Findik Orneklerindeki Yag Asitlerinin Karakterizasyonu

Findik 6rneklerinin yag asiti igeriklerine yonelik sonuglar; Cizelge 4.2.1, Cizelge 4.2.2

ve Cizelge 4.2.3’te verilmistir.

Cizelge 4.2.1. 1 numaral findik &rne@inin metil esterlerine dayali yag asidi bilesimi

Yag asidi Ortalama  Standart Limit Deger °  Limit Deger °
(metil esteri) (%) Sapma (en az) (en ¢ok)
Miristik (C14:0) <0,1

Palmitik (C16:0) 5,02 0,04 3,06 10
Palmitoleik (C16:1) 0,13 0,01 Eser 1,92
Stearik (C18:0) 2,52 0,01 Eser 3,2
Oleik (C18:1) ¢ 84,2 0,1 71,00 91,00
Linoleik (C18:2) 7,95 0,05 2,87 21,42
Linolenik (C18:3) <0,1

Arasidik (C20) 0,11 0,01

Ekosenoik (C20:1) <0,1

Behenik (C22:0) <0,1

Erusik (C22:1) <0,1

TOPLAM 100,00

% : Enjeksiyon sayis1 = 4
®: TS 6581 “yemeklik rafine findik yag: standardi”na gore verilmistir.
¢ : Numunede en fazla bulunan yag asidi
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Cizelge 4.2.2. 2 numarali findik 6rneginin metil esterlerine dayali yag asidi bilesimi ?

Yag asidi Ortalama Standart Limit Deger°  Limit Deger °
(metil esteri) (%) Sapma (en az) (en ¢ok)
Miristik (C14:0) <0,1

Palmitik (C16:0) 5,03 0,02 3,06 10
Palmitoleik (C16:1) 0,13 0,01 Eser 1,92

Stearik (C18:0) 2,45 0,01 Eser 3,2

Oleik (C18:1) ° 83,9 0,1 71 91

Linoleik (C18:2) 8,29 0,03 2,87 21,42
Linolenik (C18:3) <0,1

Aragidik (C20) 0,11 0,01

Ekosenoik (C20:1) <0,1
Behenik (C22:0) <0,1
Erusik (C22:1) <0,1
TOPLAM 100,00

% : Enjeksiyon sayis1 = 4
®. TS 6581 “yemeklik rafine findik yag: standardi”na gore verilmistir.
¢ : Numunede en fazla bulunan yag asidi

Cizelge 4.2.3. 3 numarali findik rneginin metil esterlerine dayali yag asidi bilesimi

Yag asidi Ortalama Standart Limit Deger °  Limit Deger °
(metil esteri) (%) Sapma (en az) (en ¢ok)
Miristik (C14:0) <0,1

Palmitik (C16:0) 5,04 0,01 3,06 10
Palmitoleik (C16:1) 0,14 0,01 eser 1,92

Stearik (C18:0) 2,20 0,01 eser 3,2

Oleik (C18:1) ° 84,1 0,1 71 91

Linoleik (C18:2) 8,34 0,01 2,87 21,42
Linolenik (C18:3) 0,11 0,01

Arasidik (C20) 0,10 0,01

Ekosenoik (C20:1) <0,1
Behenik (C22:0) <0,1
Erusik (C22:1) <0,1
TOPLAM 100,00

% : Enjeksiyon sayis1 = 4
P TS 6581 “yemeklik rafine findik yag: standardi”na gore verilmistir.
¢ : Numunede en fazla bulunan yag asidi
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4.3. Findikta Yag Iceriginin Standart Metot ve Kloroform:Metanol Ekstraksiyonu

ile Karsilastirilmasi

Findikta, literatiirde belirtilen (Gomez-Ariza ve ark. 2006, Gomez-Ariza ve ark.
2007) kloroform:metanol (2:1, v/v) ekstraksiyonu ile bulunan sonug ve standart metot
(TS 765/1971° den yararlanilan soxhlet ekstraksiyonu metodu, bkz. Cizelge 4.1.1.,
Cizelge 4.1.2 ve Cizelge 4.1.3) ile bulunan sonu¢ birinci findik 6rnegi agisindan

kiyaslandiginda; Cizelge 4.3.1°deki sonuglara ulasilmistir.

Cizelge 4.3.1. Findikta, iki farkli metot ile bulunan yag yiizdelerinin karsilastiriimasi

Yag Yag
Findik (%) (%)
(Soxhlet ekstraksiyonu)  (Kloroform:metanol
ekstraksiyonu)
1 numaral1 6rnek 64,6 £0,7 61,8 +5,6

4.4. AAS ile Metal Analizleri
4.4.1. AAS ile baz1 metot validasyon parametrelerinin belirlenmesi

AAS metot validasyon parametreleri olarak kullanilan faktorler ve degerleri bundan
sonraki kisimda o6zetlenmektedir. Cizelge 4.4.1.1’de metot belirleme ve nicel tayin

limitleri gorulmektedir.

Cizelge 4.4.1.1. AAS analizleri i¢in bazi metot validasyon parametreleri ve degerleri

Parametre Cu Mn
LOD?kér (¢6zgen)(mg L) 0,01 0,01
LOQ" kér (mg L™) 0,04 0,03
MLOD® (mg kg™ 0,64 0,44
MLOQ® (mg kg™) 2,13 1,48

% Belirleme limiti

® Nicel tayin limiti

Z : Metot belirleme limiti

: Metot nicel tayin limiti
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4.4.2. AAS’ de standart cozeltiler ile elde edilen kalibrasyon egrileri

Cu ve Mn icin standart ¢ozeltiler kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi grafikleri ve
okunan absorbanslar Cizelge 4.4.2.1, Sekil 4.4.2.1; Cizelge 4.4.2.2 ve Sekil 4.4.2.2°de

verilmigtir.

Cizelge 4.4.2.1. AAS’de Cu analizinde standart ¢ozeltiler ile elde edilen absorbans
degerleri

Derisim (mg L™) Absorbans

0 0,001
0,1 0,007
0,2 0,016
0,5 0,042
1 0,085
15 0,128
2 0,170
0,18 -
0,16 -
0,14 1 y = 0,0853x - 0,0004
. 2127 R? = 0,9999
§ 0,1 1
5 0,08
2 0,06 A
0,04
0,02
0 . . . . s
0,02 4 0,5 1 1,5 2 2,5
Derisim (mg L")

Sekil 4.4.2.1. AAS’de Cu i¢in standart c¢ozeltiler ile elde edilen kalibrasyon egrisi
grafigi

Cizelge 4.4.2.2. AAS’de Mn analizinde standart ¢ozeltiler ile elde edilen absorbans
degerleri

Derisim (mg L™) Absorbans

0 0,003
0,1 0,010
0,5 0,051
1 0,094
1,5 0,148
2 0,193
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0,2500 -
0,2000 | y=0,096x+0,0016
R?=0,999
1%}
< 01500
Qo
<]
3
20,1000
0,0500
0,0000 . ; : . )
0 05 1 15 2 25
Derigim (mg L")

Sekil 4.4.2.2. AAS’de Mn icin standart ¢ozeltiler ile elde edilen kalibrasyon egrisi
grafigi

4.4.3. AAS ile ylzde geri kazamim ¢alismalar:
4.4.3.1. Kalibrasyon egrileri

Yiizde geri kazanim c¢alismalarinda yeni standart cozeltilere karsi belirlenen
absorbanslar ve kalibrasyon egrisi grafikleri Cizelge 4.4.3.1.1, Sekil 4.4.3.1.1, Cizelge
4.4.3.1.2 ve Sekil 4.4.3.1.2°de goriilmektedir.

Cizelge 4.4.3.1.1. AAS’de Cu analizinde geri kazanim c¢alismalar1 igin standart
cozeltiler ile elde edilen absorbans degerleri

Derisim (mg L™) Absorbans

0,2 0,034
0,5 0,061
1 0,123
15 0,179
2 0,240
0,2 0,034
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0,3000 -
0,2500 - y=0,1153x+ 0,0076
R?=0,9987
» 0,2000 -
5
S 0,1500 -
< 0,1000
0,0500 -
0,0000 T T T T 1
0 0,5 1 15 2 25
Derigim (mg L")
Sekil 4.4.3.1.1. AAS’de ylizde geri kazanim ¢alismalarinda Cu igin standart ¢ozeltiler

ile elde edilen kalibrasyon egrisi grafigi

Cizelge 4.4.3.1.2. AAS’de Mn analizinde geri kazanim ¢alismalari igin standart
cozeltiler ile elde edilen absorbans degerleri

Derisim (ppm) Absorbans
0,1 0,020
0,2 0,038
0,5 0,092
1,0 0,182
15 0,261
2 0,346
0,4000 -
0,3500 4 y= 0,12712x+ 0,0055
R“=0,9995
0,3000 -
20,2500 A
g 0,2000 -
§ 0,1500 4
0,1000 4
0,0500 -
0,0000 i i ' ' '
0 05 1 15 2 25
Derigim (mg L")
Sekil 4.4.3.1.2. AAS’de ylizde geri kazanim c¢alismalarinda Mn igin standart ¢ozeltiler

ile elde edilen kalibrasyon egrisi grafigi
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4.4.3.2. Yiizde geri kazanim ¢alismalari

Matrikslere mikrodalga parcalama islemi éncesi 0,1 mg L™ (5 mg kg?) Mn ve Cu
standartlar1 katildiginda AAS analizi sonucu belirlenen yiizde geri kazanim degerleri

Cizelge 4.4.3.2.1°de verilmistir.

Cizelge 4.4.3.2.1. AAS ile analizlerde matriksler icin ylizde geri kazanim sonuglari

Ornekler % Geri kazanim, Mn % Geri kazanim, Cu
1 numarali Ispanak 96,63 92,81
2 numarali Ispanak 82,70 100,00
3 numarali Ispanak 100,00 117,50
1 numarali Un 98,40 102,90
2 numarali Un 103,20 93,40
3 numarali Un 93,20 101,30
1 numarali Findik 100,00 104,20
2 numarali Findik 94,70 89,70
3 numarali Findik 102,40 100,0

4.4.4. AAS’ de sertifikal referans malzeme ile yapilan calisma sonuclari

Metotta dogruluk calismalar1 kapsaminda analiz edilen bes farkli SRM igin elde edilen
sonuglar ve sertifika degerleri standart sapmalar1 ile birlikte Cizelge 4.4.4.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.4.4.1. AAS ile dogruluk calismalar1 kapsaminda analiz edilen SRM’ lerde
belirlenen Mn ve Cu duzeyleri

SRM Olciilen Olciilen Mangan Bakir
Mangan Bakir (Sertifika Degeri)  (Sertifika Degeri)
(mgkg”)  (mgkg™) (mg kg™) (mg kg™)

Ispanak 66,7 £ 1,7 12,2+0,3 759+19 12,2+0,6

Yapragi

Bugday 8,8+£0,2 2,101 9,4+£0,9 2,1+£0,2

Unu

Cay 508,0+£0,1 18,6 £0,1 500 + 20 18,6 £0,7

Cilek 185,20 + 0,11 - 171,0+10,0 Homojen degil

Lahana - 5,65 + 0,04 31,9+12 5,67 + 0,25
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4.45. AAS ile metal analizleri

Mikrodalga parcalama yontemi ile analize hazirlanan 1spanak, un ve findik 6rneklerinde

belirlenen mangan ve bakir diizeyleri Cizelge 4.4.5.1°de verilmistir.

Cizelge 4.4.5.1. Matrikslerde AAS analizleri sonucu bulunan element duizeyleri

Numunedeki Standart Numunedeki Standart

Mangan Bakar

(mgkg") ™ (mgkg?)  PM
1 numarali Ispanak 36,3 0,3 11,7 0,3
2 numarali Ispanak 43,3 0,9 14,2 0,6
3 numarali Ispanak 50,4 0,1 16,3 0,6
1 numarali Un 7,5 0,2 2,0 0,1
2 numarali Un 7,7 0,1 2,6 0,3
3 numarali Un 11,1 0,9 2,6 0,6
1 numarali Findik 74,6 1,0 14,2 0,8
2 numarali Findik 85,8 2,8 21,3 1,3
3 numarali Findik 65,5 10,9 18,3 0,5

4.5. ICP-MS ile Metal Analizleri
4.5.1. AAS ile analiz edilen 6rneklerin ICP-MS ile karsilastirilmasi

AAS ile analiz edilen ve mikrodalga parcalama ile hazirlanan 6rnekler kalibrasyon
egrilerine uygun diizeyde seyreltilerek ICP-MS ile analiz edildiginde mangan ve bakir
diizeylerine iligkin bulunan sonuglar Cizelge 4.5.1.1°de verilmistir. Ayrica verim tayini
i¢in; 1spanak, un ve findik 6rneklerine 0,1 mg L olacak sekilde Mn ve Cu eklenmistir.
ICP-MS ile bulunan degerlerden hesaplanan yilizde geri kazanim degerleri de yine

Cizelge 4.5.1.1°de gortilmektedir.
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Cizelge 4.5.1.1. Matrikslerde mikrodalga parcalama sonrasi ICP-MS ile belirlenen
metal diizeyleri, 6rneklere eklenen Mn ve Cu i¢in bulunan yiizde geri kazanim degerleri

% Geri % Geri

Mangan  Standart Bakir Standart
kazamim, kazanim,

(mgkg") sapma  (mgkg')  sapma

Mn Cu

1 numarah 37,9 0,8 10,8 0,2 96,5 92,7
1spanak

2 numarals 445 1,0 9.4 0.3 99,5 96,2
1spanak

3 nymarali 53,2 14 9,7 0.2 98,2 96,5
1spanak

1 numarali un 7,7 0,1 2,0 0,1 103,8 103,3
2 numarali un 5,1 0,1 1,8 0,1 103,9 99,4
3 numarali un 8,4 0,4 2,2 0,1 87,4 08,7
1 numarali findik 79,9 1,3 13,7 0,5 100,3 103,7
2 numarali findik 95,5 1,9 16 1,6 96,5 96,7
3 numarali findik 76,7 9,3 14,2 0,6 95,3 97,8

4.5.2. Mikrodalga parcalama ile acik sistem yas yakmanin karsilastirilmasi

Matriksler igin acik sistem yas yakma ve mikrodalga parcalamali 6rnek hazirlama
yontemlerinin  etkinliklerinin  mangan ve bakir elementel diizeyleri agisindan
karsilagtiritlmasi1 kapsaminda agik sistem yas yakma sonrast ICP-MS ile belirlenen Mn
ve Cu duzeyleri Cizelge 4.5.2.1°de verilmistir. Mikrodalga pargalamali 6rnek hazirlama
sonrast AAS ile belirlenen element diizeyleri bkz. Cizelge 4.4.5.1 ve AAS’de calisilan
ayni Ornekler i¢in ICP-MS ile belirlenen element diizeyleri ise bkz. Cizelge 4.5.1.1° de

verilmistir.

Cizelge 4.5.2.1. Agik sistem yas yakmali 6rnek hazirlama sonras1 ICP-MS ile mangan
ve bakir analizi sonuglari

Mangan  Standart Bakir Standart

Ornekler

(mgkg') sapma (mgkg') sapma
1 numarali Ispanak 31,0 1,1 9,9 0,6
2 numarali Ispanak 42,1 0,8 10,6 1,3
3 numarali Ispanak 52,6 4.2 12,5 3,3
1 numarali Un 8,7 1,6 2,9 1,0
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Cizelge 4.5.2.1. Acik sistem yas yakmali 6rnek hazirlama sonrasi ICP-MS ile mangan
ve bakir analizi sonuglart (devam)

Mangan  Standart Bakiar Standart

Ornekler

(mgkg?) sapma  (mgkg')  sapma
2 numarali Un 6,3 0,5 2,2 0,3
3 numarali Un 8,8 1,0 2,11 0,1
1 numarali Findik 84,2 11,6 12,4 0,1
2 numarali Findik 88,0 1,2 14,1 0,1
3 numarali Findik 74,6 6,1 13,5 2,1

4.5.3. Merkezi kompozit dizayn yontemi ile optimizasyon ¢alismalar:

Merkezi kompozit dizayn (CCD) ile optimizasyona iliskin kodlanmis degerler, gergek
degerler, ICP-MS cihazinda ilgili metaller i¢in elde edilen sinyaller veya metal
dizeyleri ve polinom denklemler icin hesaplanan katsayilar Cizelge 4.5.3.1, Cizelge
4.5.3.2 ve Cizelge 4.5.3.3’de verilmistir. Katsayilarin 6énemli olup olmadigi; Microsoft
Office Excel ile optimum sartlarin belirlenmesinden sonraki matematiksel islemlere
dayandirilmistir. Ispanak ve un ornekleri i¢in optimizasyon g¢aligmalarinda temel alinan
mangan ve bakir elementlerine iliskin okunan sinyaller ile findik rnekleri igin pg L™

olarak belirlenen metal diizeyleri de 1ilgili ¢izelgelerde gosterilmistir.
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Cizelge 4.5.3.1. Ispanak matriksi icin 2*3+star merkezi kompozit dizayn (N=16)

Deney Kodlanmis Degerler Gergek Degerler Cevap (sinyal)
x10° x10° x10°

X1 X2 X3 X1 X2 X3 %cu ®Cu *Mn
1 +1 +1 +1 5 1,5 1 297 138 1,76
2 +1 +1 -1 5 15 05 1,83 086 1,40
3 +1 -1 +1 5 0,5 1 2,76 1,30 1,54
4 +1 -1 -1 5 05 05 166 0,77 1,34
5 -1 +1 +1 3 15 1 3,11 1,46 1,52
6 -1 +1 -1 3 15 05 186 087 1,33
7 -1 -1 +1 3 0,5 1 299 141 162
8 -1 -1 -1 3 05 05 1,74 082 1,25
9 +1,68 0 0 5,5 1 0,75 1,10 052 0,81
10 -1,68 0 0 2,5 1 075 235 111 1,62
11 0 +1,68 0 4 1,7 0,75 2,78 1,31 1,88
12 0 -1,68 0 4 03 075 308 144 155
13 0 0 +1,68 4 1 1,2 0,02 0,01 0,02
14 0 0 -1,68 4 1 0,3 1,43 0,67 0,99
15 0 0 0 4 1 0,75 3,02 142 1,67
16 0 0 0 4 1 0,75 285 133 154
Faktor Katsayi
X1 -77963,903
Xo 59098,467
X3 -37521,308
X1 480929,612
Xo° 659590,974
X3 229643,132
X1 Xo 37895,181
X1 X3 - 1630,409
XoX3 - 2246,174
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Cizelge 4.5.3.2. Un matriksi icin 273+star merkezi kompozit dizayn (N=16)

Deney Kodlanmis Degerler Gergek Degerler Cevap (sinyal)
x10° x10° x10°

X1 X2 X3 X1 X2 X3 %cu ®Cu *Mn
1 +1 +1 +1 5 15 05 051 024 5,25
2 +1 +1 -1 5 15 0,3 0,32 0,15 2,90
3 +1 -1 +1 5 05 05 054 0,26 4,53
4 +1 -1 -1 5 05 03 0,28 0,13 2,19
5 -1 +1 +1 3 15 05 050 0,24 3,76
6 -1 +1 -1 3 15 0,3 020 0,10 151
7 -1 -1 +1 3 05 05 0,50 0,24 4,06
8 -1 -1 -1 3 05 03 031 0,15 2,26
9 +1,68 0 0 5,5 1 0,4 043 0,20 3,66
10 -1,68 0 0 2,5 1 0,4 041 0,19 3,27
11 0 +1,68 0 4 1,7 0,4 0,45 0,22 3,47
12 0 -1,68 0 4 03 04 044 021 3,23
13 0 0 +1,68 4 1 0,52 059 0,28 4,77
14 0 0 -1,68 4 1 0,28 033 0,16 2,52
15 0 0 0 4 1 0,4 0,47 0,23 3,73
16 0 0 0 4 1 0,4 048 0,23 3,83
Faktor Katsayi
X1 288614,1663
Xo 56313,67738
X3 918654,1884
X1 1147674,401
X5 1106790,35
X3 1211868,453
X1 Xo 308210,2852
X1 X3 57624,57768
XoX3 79722,82257

104



Cizelge 4.5.3.3. Findik matriksi i¢in 2”3+star merkezi kompozit dizayn (N=16)

Deney Kodlanmis Degerler  Gergek Cevap Faktor Katsayi
Degerler (metalmiktari)
o)
X1 X2 X3 X1 X2 X3 Mn
1 +1 +1 +1 8 25 0,25 69,45 X1 -4,061
2 +1 +1 -1 8 25 0,15 43,06 X2 4,666
3 +1 -1 +1 8 15 0,25 69,90 X3 10,034
4 +1 -1 -1 8 15 0,15 63,61 X1° 19,666
5 -1 +1 +1 6 25 0,25 39,84 Xo* 19,026
6 -1 +1 -1 6 25 015 43,23 X3 17,728
7 -1 -1 +1 6 15 0,25 68,99 X1 Xo 0,396
8 -1 -1 -1 6 15 0,15 38,25 X1 X3 0,665
9 +1,68 0 0 85 2 0,12 58,08 XoX3 -1,753
10 -1,68 0 0 55 2 0,12 58,25
11 0 +1,68 0 7 3 0,12 50,85
12 0 -1,68 0 7 1 0,12 61,88
13 0 0 +168 7 2 03 7558
14 0 0 -168 7 2 01 2981
15 0 0 0 7 2 012 4045
16 0 0 0 7 2 012 56,11

Ispanak, un ve findik ornekleri i¢in Cizelge 4.5.3.1, Cizelge 4.5.3.2. ve Cizelge
4.5.3.3’te verilen deneysel dizayn yontemlerine gore belirlenen optimum kosullar

Cizelge 4.5.3.4°de verilmistir.

Cizelge 4.5.3.4. Matrisler i¢in optimum agik sistem yas yakma kosullari

Matriks HNO; H,0, H,SO, Kdtle
(mb)  (mbL) (mb)  (9)
Un 3,89 1,00 - 0,3625
Ispanak 4,08 0,97 - 0,7705 (yas ornek)
Findik 6,90 2 (sabit) 2,06 0,1862

4.5.3.1. Optimum kosullarda ICP-MS ile metal diizeylerinin belirlenmesi

Merkezi kompozit dizayn yontemi ile belirlenen optimum kosullardaki metal duzeyleri

Cizelge 4.5.3.1.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.5.3.1.1. Optimum kosullarda agik sistem yas yakma ile belirlenen metal
duzeyleri

Ornekler (I\m/lgni?;?) Standart Sapma (mBgalI::;r'l) Standart Sapma
1 numarali Ispanak 33,0 2,0 13,5 1,6
2 numarali Ispanak 43,6 3,8 15,5 3,8
3 numarali Ispanak 52,2 49 7,2 0,4
1 numarali Un 7,5 0,9 1,9 0,3
2 numarali Un 45 0,2 15 0,2
3 numarali Un 8,0 0,6 2,0 0,1
1 numarali Findik 60,4 3,5 11,7 5,0
2 numarali Findik 67,0 3,8 10,8 1,3
3 numarali Findik 50,1 3,5 8,1 0,4

4.5.4. Serifikal referans malzemelerin acik sistem yas yakmal 6rnek hazirlama
sonras1 ICP-MS ile analizleri

AAS ile karsilagtirma amaci ile mikrodalga sartlarinda (6 mL HNO3 ve 1 mL H,0; ile)
acik sistem Ornek hazirlama yapildiginda SRM igin elde edilen sonuglar Cizelge

4.5.4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.5.4.1. Acik sistem yas yakma sonrasi ICP-MS ile SRM analizleri

SRM Mangan Bakir

4y Standart Sapma 4y Standart Sapma
(mg kg™) (mg kg™)
Ispanak Yapragi 76,9 2,1 12,1 1,2
Bugday Unu 12,2 3,4 3,01 0,5
Cay 507 22,5 21,6 0,6
Cilek 166,3 3,5 - -
Lahana 32,6 2,0 6,6 0,3

4.5.5. 0,1 N nitrik asit ile ultrasonik banyoda dogrudan parcalama yontemi ile

toplam metal analizleri

Fraksiyonlama c¢aligmalarinda kalintidan yiizde metal geri kazanimini belirtecek olan;
ayrica matrikslerin dogrudan parcalanabilme oOzelliklerini de yansitacak olan yaklasik
0,1 N nitrik asit ile ultrasonik banyoda ekstraksiyona iliskin sonuglar Cizelge 4.5.5.1°de

verilmistir.
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Cizelge 4.5.5.1. Nitrik asite gecen metal miktarlari

Mangan  Standart Bakir Standart
(mgkg?!) sapma (mgkg!)  sapma
1 numarali 1spanak 30,6 1,3 10,6 0,1
2 numaral1 1spanak 41,1 2,0 10,2 0,4
3 numarali 1spanak 47,5 2,0 9,2 0,3
1 numarali un 1,4 0,4 2,0 0,7
2 numarali un 1,8 0,5 1,4 0,4
3 numarali un 6,2 2,4 33 1,6
1 numaral1 findik 449 0,9 14,5 0,3
2 numarali findik 44 4 3,3 11,5 49
3 numaral1 findik 447 2,3 7,6 2,2

4.5.6. Matrikslerin kuru kisimlarinda (yag: alinan é6rneklerde) metal analizleri

TS 765:1971 temel alinarak uygulanan dietil eter ile soxhlet ekstraksiyonu sonucu yagi
uzaklagtirilan Orneklerin kuru kisimlarindaki metal diizeyini belirlemek amaci ile
ornekler mikrodalga pargalama sartlarinda fakat agik sistem yas yakma ile pargalanarak
analize hazirlanmigtir. Ornekler ICP-MS ile analiz edildiginde Cizelge 4.5.6.1°deki

sonuglara ulasilmstir.

Cizelge 4.5.6.1. Ispanak, un ve findik matriksleri i¢in yagi uzaklastirilan 6rneklerdeki

metal dlzeyleri

Mangan  Standart Bakir Standart
(mgkg?) sapma (mgkg?) sapma

1 numarali 1spanak * 13,7 2,5 5,2 1,0

1 numarali un 4,6 0,3 19 0,2

2 numarali un 6,5 1,0 15 0,1

3 numarali un 9,2 2,3 24 0,2

1 numarali findik 49,0 4.8 13,7 4,2

2 numaral findik 43,0 8,9 10,0 0,9

3 numaral1 findik 65,6 10,2 13,6 1,0

* Yag icerigi diisiik oldugundan sadece bir numarali 1spanakta bu islem uygulanmaigstir.
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4.5.7. Fraksiyonlama Sonuglari

Fraksiyonlama sonras1 farkli ¢ozgenlere gecen metal miktarlart her {i¢ matriks icin de
calisilmigtir. Organik ¢dzgeni ucurulan ve yaklagik 0,1 N nitrik asitte ¢oziilen kalintilar
ICP-MS ile mangan ve bakir diizeyleri agisindan analiz edilmistir. Ispanak matriksi i¢in
mangan ve bakir diizeyleri Cizelge 4.5.7.1.1 ve Cizelge 4.5.7.1.2°de verilmistir. Un i¢in
ilgili sonuclar Cizelge 4.5.7.2.1, Cizelge 4.5.7.2.2 ve Cizelge 4.5.7.2.3’de ve findik
matriksi i¢in de sonuglar Cizelge 4.5.7.3.1 ve Cizelge 4.5.7.3.2’de goriilmektedir. Tim

matriks analizlerinde aksi belirtilmedik¢e bakir i¢in %3Cu izotopu Olclilmiistiir.

4.5.7.1. Ispanak ornekleri icin fraksiyonlama ¢alismalari

Cizelge 4.5.7.1.1. Ug farkl1 1spanak drneginden organik ¢dzgenlere gecen mangan

duzeyleri*
Ispanak Su Kloroform  Kloroform:  Dietil eter Etanol
metanol
(2:1 (viv))
1 2425+0,61 1,04+028 252+010 0,84+0,16 6,79+2,51
2 30,10+2,43 131+046 138+0,24 0,64+0,14 597 +3,29
3 3302+181 131+065 1,73+0,10 0,77+0,18 7,72+2,73
Ispanak Aseton Aseton ile Etanol ile n-hekzan Metanol
coken cOken
kalint1 kalint1
1 0,87+0,02 32,13+8,12 36,99+6,68 1,38+0,28 6,89+0,23
2 2,34+0,87 30,08+5,04 3835+9,34 1,11+0,41 4,18+0,79
3 147+0,28 28,11+1,88 27,08+2,75 1,23+0,28 4,40+0,50

* Ortalama + standart sapma, (N=3) ve kuru kiitle tizerinden mg kg™ olarak sonug

verilmistir.
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Cizelge 4.5.7.1.2. Ug farkl1 1spanak 6rneginden organik ¢cdzgenlere gecen bakir

duzeyleri*
Ispanak Su Kloroform  Kloroform:  Dietil eter Etanol
metanol
(2:1 (viv))
1 6,40+0,32 0,37+0,10 351+0,87 0,46%+0,20 2,98 +0,65
2 521+052 0,34+£005 317+055 0,61+0,16 1,91+0,68
3 6,52+0,64 0,24+0,07 388+0,65 0,60+0,20 2,46+0,50
Ispanak Aseton Aseton ile Etanol ile n-hekzan Metanol
coken coken
kalint1 kalint1
1 092+0,33 476+141 506+121 051+0,10 6,86+0,44
2 1,06+050 621+112 685+064 0,63+0,20 6,25+0,79
3 195+0,24 730+052 693+043 045+0,02 6,48+0,48

* Ortalama + standart sapma, (N=3) ve kuru kiitle Gizerinden mg kg™' olarak sonug

verilmistir; 3Cu izotopu kullanilmistir.

4.5.7.2. Un Ornekleri icin fraksiyonlama calismalari

Cizelge 4.5.7.2.1. Ug farkli un &rneginden organik ¢dzgenlere gegen mangan diizeyleri*

Un Su Kloroform: Kloroform: Dietil eter
metanol metanol
(2:1 (viv)) (1:2 (viv))
1 442 +0,72 0,094 +0,009 0,122+0,018 0,04+0,01
2 2,86+ 0,40 0,083 +0,009 0,076 +0,044 0,05+0,01
3 5,04 + 0,32 0,088 +0,024 0,126 +0,046 0,07 +0,02
Un Aseton n-hekzan Metanol
1 0,005+0,001 0,044 +0,002 0,195+ 0,038
2 0,008 +£0,003 0,042+0,005 0,115+0,016
3 0,009 +0,004 0,076 +£0,005 0,129 + 0,002

* Ortalama + standart sapma, (N=3) ve yas Kiitle iizerinden mg kg’ olarak sonuc

verilmistir.
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Cizelge 4.5.7.2.2. Ug farkli un 6rneginden organik ¢ozgenlere gegen bakir (*° Cu)

duzeyleri*
un Su Kloroform: Kloroform: Dietil eter
metanol metanol
(2:1 (viv)) (1:2 (viv))
1 0,29 £ 0,07 0,024 £+ 0,013 0,232+0,056 0,017 + 0,005
2 0,40 £ 0,02 0,039 +0,021 0,100+0,016 0,003 + 0,001
3 0,32+ 0,06 0,026 +0,010 0,110+0,038 0,003 + 0,002
Un Aseton n-hekzan Metanol
1 0,006 £0,001 0,006 +0,002 0,370+0,093
2 0,040 £0,012 0,010+ 0,002 0,262 + 0,065
3 0,009 £0,005 0,008 +0,003 0,283+ 0,050

* Ortalama * standart sapma, (N=3) ve yas kiitle tzerinden mg kg™' olarak sonug

verilmistir.

Cizelge 4.5.7.2.3. Ug farkli un érneginden organik ¢ézgenlere gegen bakar (*3 Cu)

dizeyleri*
uUn Su Kloroform: Kloroform: Dietil eter
metanol metanol
(2:1 (vIv)) (1:2 (vIv))
1 0,29 +0,08 0,026 +0,014 0,230+0,057 0,017 +£0,004
2 0,44 +0,02 0,040 +£+0,020 0,100+0,017 0, 004 + 0,001
3 0,31 +0,06 0,025+0,009 0,110+0,036 0, 004 + 0,002
Un Aseton n-hekzan Metanol
1 0,006 +0,001 0,006 = 0,002 0,366 + 0,094
2 0,040 £0,012 0,009 £ 0,002 0,260 + 0,065
3 0,010 £0,004 0,007 £0,002 0,275+ 0,049

* Ortalama + standart sapma, (N=3) ve yas KUtle izerinden mg kg™ olarak sonug verilmistir.
Seyreltme islemi sonrast ICP-MS analizinde girisim etkisi olup olmadigini gérmek igin unda
her iki bakir izotopuna ait sonuglar verilmistir.
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4.5.7.3. Findik 6rnekleri icin fraksiyonlama ¢alismalar

Cizelge 4.5.7.3.1. Ug farkli findik &rneginden organik ¢dzgenlere gecen mangan
duzeyleri*

Findik Su 2N HNO; Dietil eter n-hekzan Metanol
1 10,89+262 51,03+0,86 0,78+0,15 0,36+0,03 0,15+ 0,05
2 13,38+0,02 4513+235 0,79+0,24 0,67+0,02 0,23+0,01
3 733+0,32 4739+265 0,67+0,05 0,40+0,02 0,42+0,04

* Ortalama * standart sapma, (N=3) ve yas kiitle tzerinden mg kg™' olarak sonug
verilmistir.

Cizelge 4.5.7.3.2. Ug farkli findik érneginden organik ¢ozgenlere gegen bakar (** Cu)
duzeyleri*

Findik Su 2N HNO3 Dietil eter n-hekzan Metanol
1 6,64+1,19 7,80+0,50 0,07+0,03 0,10+0,05 0,51+0,05
2 11,19+1,06 9,78 +0,90 0,04+0,02 0,08+0,02 0,26+0,05
3 6,64 +0,09 9,53+0,79 0,04+0,03 0,05+0,03 0,32+0,06

*Ortalama + standart sapma, (N=3) ve kuru Kkiitle Gizerinden mg kg™' olarak sonug
verilmistir. Seyreltme islemi sonras1 ICP-MS analizinde ®*Cu ve ®Cu diizeyleri yaklasik
ayn1 bulundugundan sadece bir izotopa ait sonuglar verilmistir.

4.5.8. Biyoyararhlik calismalar

Biyoyararlilik ¢aligmalar: farkli yontemlere dayanilarak yapilmis ve sonuglar birbirleri
ile kiyaslanmistir. Ispanak drneklerinin pepsin ve pankreatin enzimleri ile ayr1 ayr1 veya
ardistk (mide ve bunu takiben bagirsakta) parcalanmalar1 sonucu serbest kalan, n-
oktanol ile ekstrakte edilebilen veya aktif karbon Uzerine adsorbe edilebilen element
miktarlart mangan ve bakir i¢in ayr1 ayn Cizelge 4.5.8.1.1 ve 4.5.8.1.2°de
goriilmektedir. Ilgili matriks icin hem mangan hem de bakir diizeyinde biyoyararlilik
degerlendirilmesi ise Cizelge 4.5.8.1.3 ve Cizelge 4.5.8.1.4°de verilmistir. Un 6rnekleri
igcin benzer sekilde elde edilen sonuglar Cizelge 4.5.8.2,1, Cizelge 4.5.8.2.2, Cizelge
4.5.8.2.3, Cizelge 4.5.8.2.4, Cizelge 4.5.8.2.5 ve Cizelge 4.5.8.2.6’da verilmistir. Findik
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ornekleri icin elde edilen sonuglara dayanan tablolar ise Cizelge 4.5.8.3.1, Cizelge
4.5.8.3.2, Cizelge 4.5.8.3.3 ve Cizelge 4.5.8.3.4’de gosterilmistir. TUm matriks
analizlerinde aksi belirtilmedikge bakir i¢in ®*Cu izotopu $l¢iilmiis; pankreatin enzimine

dayali ve ardigik biyoyararlilik ¢aligmalari i¢in ®Cu izotopu degerlendirilmistir.
4.5.8.1. Ispanak icin biyoyararhhk ¢alismalar:

Cizelge 4.5.8.1.1. Ispanak oOrneklerinin enzim c¢ozeltileri, su, n-oktanol ile ekstrakte
edilebilen veya aktif karbona adsorbe edilebilen fraksiyonlarindaki mangan diizeyleri*

Ispanak Pepsin Su Pankreatin

mg kg~ % mg kg’ % mg kg~ %

1 23,86+2,41 66,23 2425+0,61 63,98 10,65+0,80 28,10
28,715+0,46 64,61 30,10+243 67,64 17,26+2,17 38,80
3 33,85+0,20 63,63 33,02+181 62,07 28,11+1,37 52,84

N

Pepsin+Pankreatin
(Gastrointestinal) n-oktanol Aktif karbon
Ispanak
mg kg~ % mg kg™’ % mg kg™ %

1 11,25+2,13 29,68 3,53+0,27 931 10,58 +2,01 27,92
14,16 +0,32 31,82 516+136 1159 17,34+0,89 38,97
3 1482+1,11 2785 984+033 1850 2157+210 40,54

N

* Ortalama + standart sapma, (N=3) ve kuru kiitle iizerinden mg kg™ olarak sonug
verilmistir.
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Cizelge 4.5.8.1.2. Ispanak oOrneklerinin enzim c¢ozeltileri, su, n-oktanol ile ekstrakte
edilebilen veya aktif karbona adsorbe edilebilen fraksiyonlarindaki bakir diizeyleri*

Ispanak Pepsin Su Pankreatin

mg kg~ % mg kg~ % mg kg~ %

1 8,92+030 826 640+032 593 7,66+0,37 70,9
7,51+017 799 521+052 554 7,42+0,10 78,9
3 793+0,24 81,7 652+064 67,2 6,60+0,25 68,0

N

Pepsin+Pankreatin
(Gastrointestinal) n-oktanol Aktif karbon
Ispanak
mg kg™’ % mg kg~ % mg kg™ %

1 535+0,30 495 1,75%+0,14 16,2 7,59+0,44 70,3
539+0,39 573 252+034 268 599+0,72 63,7
3 519+0,23 535 213+031 332 7,68+0,60 79,2

N

* Ortalama + standart sapma, (N=3) ve kuru kiitle iizerinden mg kg™ olarak sonug
verilmistir.
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Cizelge 4.5.8.1.3. Ispanaktaki manganin biyoyararliligi*

Ispanak  Biyoyararlilik ® n-oktanol ile Pankreatin ile n-oktanol ile
(%) ekstrakte ekstrakte ekstrakte
edilebilen edilebilen edilebilen
miktar ° mangan miktari  mangan miktari
(%) (mg kg™) (Diizeltilmis) ©
(mg kg ")
1 46,39 14,56 10,65 £ 0,80 10,71+ 0,81
2 47,04 17,14 17,26 £ 2,17 11,48 £ 3,02
3 44,88 29,80 28,11 +£1,37 28,12 £ 0,94
Aktif karbona Suda
adsorbe ¢Oziinen Toplam miktar
edilebilen mangan miktari (mg kg™)
Ispanak mangan miktari ° (mgkg™)
(%)
1 43,63 24,25+ 0,61 379+0,8
2 57,61 30,10+ 2,43 445+1,0
3 65,32 33,02+1,81 532+14

* Ortalama + standart sapma, (N=3) ve kuru Kuitle iizerinden mg kg™' olarak sonug verilmistir
% in-vitro pepsin+pankreatin ile (gastrointestinal olarak) sindirilebilen element igeriginin suya
gecen element diizeyine orani ile elde edilmistir.
®: n-oktanol ile ekstrakte edilebilen element diizeyinin suya gecen element diizeyine oran ile

elde edilmistir.

¢ Pxdiizeltme faktorii ile elde edilmistir.
9. Aktif karbon tarafindan adsorbe edilen element diizeyinin suya gegen element diizeyine orani

ile elde edilmistir.
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Cizelge 4.5.8.1.4. Ispanaktaki bakirin biyoyararliligi*

Ispanak Biyoyararlilik ® n-oktanol ile Pepsin+pankreatin ile
(%) ekstrakte ekstrakte
edilebilen edilebilen
miktar ° bakir miktari
(%) (mg kg ")
1 83,6 16,2 5,35+ 0,30
2 103,4 26,8 5,39+£0,39
3 79,6 33,2 519+0,23
n-oktanol ile Aktif karbona Toplam miktar
Ispanak  ekstrakte edilebilen adsorbe (mg kg ™)
bakir miktari edilebilen
(Diizeltilmis) © bakir miktar1 ®
(mgkg ') (%)
1 5,35+0,43 70,3 10,8 +0,2
2 4,96 + 0,67 63,7 9,4+0,3
3 5,66 £ 0,82 79,2 9,7+0,2

* Ortalama + standart sapma, (N=3) ve kuru Ktle iizerinden mg kg™' olarak sonug verilmistir
#: in-vitro pepsint+pankreatin ile (gastrointestinal olarak) sindirilebilen element igeriginin suya
gecen element diizeyine orani ile elde edilmistir.

®: n-oktanol ile ekstrakte edilebilen element diizeyinin suya gecen element diizeyine oran ile
elde edilmistir.

©: Pxdiizeltme faktorii ile elde edilmistir.

9 Aktif karbon tarafindan adsorbe edilen element diizeyinin suya gegen element diizeyine oram
ile elde edilmistir.
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4.5.8.2. Un i¢in biyoyararhhik ¢alismalari

Cizelge 4.5.8.2.1. Un orneklerinin enzim c¢ozeltileri, su, n-oktanol ile ekstrakte
edilebilen veya aktif karbona adsorbe edilebilen fraksiyonlarindaki mangan diizeyleri*

Un Pepsin Su Pankreatin
mg kg™’ % mg kg’ % mg kg™’ %
1 760+030 98,7 442+0,72 574 2,75%0,26 35,7
2 487+022 955 286+040 56,1 2,21+0,60 43,3
3 513 +0,82 61,1 504+032 600 245+0,84 29,2
Pepsin+Pankreatin
(Gastrointestinal) n-oktanol Aktif karbon
Un
mg kg™’ % mg kg™’ % mg kg™’ %
1 6,19+0,36 80,4 0,34+0,06 4.4 1,61+0,42 20,9
2 442 +0,15 86,7 0,18+0,06 3,5 0,77 £0,30 15,1
3 396+019 47,1 0,42+0,08 5,0 1,29+0,14 15,3

* Ortalama + standart sapma, (N=3) ve yas kiitle izerinden mg kg ™' olarak sonuc
verilmigtir.
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Cizelge 4.5.8.2.2. Un drneklerinin enzim ¢ozeltileri, su, n-oktanol ile ekstrakte
edilebilen veya aktif karbona adsorbe edilebilen fraksiyonlarindaki bakir (*°Cu)

dizeyleri
Un Pepsin Su Pankreatin
mg kg™’ % mg kg~ % mg kg™’ %
147+061 66,8 029+£007 132 2,07+0,28 94,1
1
2 1,72+£0,20 955 040+£0,02 222 1,70+0,90 94,4
3 134+042 610 032+006 145 2,18+0,69 99,1
Pepsin+Pankreatin
(Gastrointestinal) n-oktanol Aktif karbon
Un
mg kg™’ % mg kg™ % mg kg™
1 162+0,29 736 0,08+003 3,6 <LOD"
2 155+0,17 861 010+002 55 <LOD
3 209+0,14 950 0,14+004 64 <LOD

?: Ortalama * standart sapma, (N=3) ve yas kiitle iizerinden mg kg ™' olarak sonuc

verilmigtir.

°: Belirleme limitinden kiguiktir.
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Cizelge 4.5.8.2.3. Un orneklerinin enzim c¢ozeltileri, su, n-oktanol ile ekstrakte
edilebilen veya aktif karbona adsorbe edilebilen fraksiyonlarmdaki bakir (**Cu)

duzeyleri®
Un Pepsin Su Pankreatin
mg kg™’ % mg kg~ % mg kg™’ %
1 1,46+060 664 029+008 132 2,05+0,29 93,2
2 1,71+0,19 950 0,44+0,02 244 167094 92,8
3 134+044 610 031+006 141 212+0,67 96,4
Pepsin+Pankreatin
(Gastrointestinal) n-oktanol Aktif karbon
Un
mg kg™’ % mg kg™ % mg kg™
1 1,72+031 782 008+003 36  <LOD"
2 164+0,17 911 010+002 55 <LOD
3 2,19+0,13 995 0,14+004 64 <LOD

?: Ortalama * standart sapma, (N=3) ve yas kiitle iizerinden mg kg ™' olarak sonuc

verilmigtir

°: Belirleme limitinden kiiguiktir.
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Cizelge 4.5.8.2.4. Undaki manganin biyoyararliligi*

Un Biyoyararlilik ® n-oktanol ile Pepsin+pankreatin ile
(%) ekstrakte ekstrakte
edilebilen edilebilen
miktar ° mangan miktari
(%) (mg kg ")
1 16,1 7,7 6,19 £ 0,36
2 14,3 6,3 4,42 +0,15
3 8,9 8,3 3,96 £ 0,19
n-oktanol ile Aktif karbona
ekstrakte edilebilen adsorbe Toplam miktar
Un mangan miktari edilebilen (mg kg ™)
(Diizeltilmis) © mangan miktari d
(mgkg™) (%)
1 0,66 + 0,12 20,9 7,7+£0,1
2 0,52 £ 0,17 15,1 51+£0.1
3 1,36 + 0,27 15,3 8,4+04

* Ortalama + standart sapma, (N=3) ve yas Ktle tizerinden mg kg™ olarak sonug verilmistir

#: in-vitro pepsin+pankreatin ile (gastrointestinal olarak) sindirilebilen element igeriginin suya
gecen element diizeyine orani ile elde edilmistir.
®: n-oktanol ile ekstrakte edilebilen element diizeyinin suya gecen element diizeyine oran ile
elde edilmistir.
©: Pxdiizeltme faktorii ile elde edilmistir.
9 Aktif karbon tarafindan adsorbe element diizeyinin suya gegen element diizeyine oran ile
elde edilmistir.
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Cizelge 4.5.8.2.5. Undaki bakirin (**Cu) biyoyararhligr*

Un Biyoyararlilik ® n-oktanol ile Pepsin+pankreatin ile
(%) ekstrakte ekstrakte
edilebilen edilebilen

miktar ° bakir miktari
(%) (mg kg ")
1 124 27,6 1,62 £0,29
2 45,0 25,0 1,55+0,17
3 74,0 43,7 2,09 0,14
n-oktanol ile

ekstrakte edilebilen
bakir miktar

(Diizeltilmis) ° Toplam m_ilktar
Un (mg kg™") (mg kg )
1 0,11+ 0,04 2,2+0,1
2 0,36 + 0,09 1,8+£0,1
3 0,33 +0,09 22+0,1

* Ortalama + standart sapma, (N=3) ve yas Kitle iizerinden mg kg™ olarak sonug verilmistir

% in-vitro pepsin+pankreatin ile (gastrointestinal olarak) sindirilebilen element igeriginin suya
gecen element diizeyine orani ile elde edilmistir.

®: n-oktanol ile ekstrakte edilebilen element diizeyinin suya gegen element diizeyine oran ile
elde edilmistir.

©: Pxdiizeltme faktorii ile elde edilmistir.
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Cizelge 4.5.8.2.6. Undaki bakirin (**Cu) biyoyararhiligr*

Un Biyoyararlilik n-oktanol ile Pepsin+pankreatin ile
(%) ekstrakte ekstrakte
edilebilen edilebilen

miktar ° bakir miktari
(%) (mg kg ")
1 127 27,6 1,72+ 0,31
2 43,2 22,7 1,64 £0,17
3 83,9 45,2 2,25+0,13
n-oktanol ile

ekstrakte edilebilen
bakir miktari

(Diizeltilmis) ©

Toplam miktar

-1
Un (mg kg™") (mg kg )
1 0,11+ 0,04 2,2+0,1
2 0,36 £ 0,09 18+0,1
3 0,33+0,10 2,2+0,1

* Ortalama + standart sapma, (N=3) ve yas Ktle tizerinden mg kg™ olarak sonug verilmistir

#: in-vitro pepsint+pankreatin ile (gastrointestinal olarak) sindirilebilen element igeriginin suya
gecen element diizeyine orani ile elde edilmistir.

®: n-oktanol ile ekstrakte edilebilen element diizeyinin suya gegen element diizeyine orani ile
elde edilmistir.

¢ Pxdiizeltme faktorii ile elde edilmistir.
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4.5.8.3. Findik icin biyoyararhhk calismalar:

Cizelge 4.5.8.3.1. Findik orneklerinin enzim ¢ozeltileri, su, n-oktanol ile ekstrakte
edilebilen veya aktif karbona adsorbe edilebilen fraksiyonlarindaki mangan diizeyleri*

Findik Pepsin Su Pankreatin
mg kg™’ % mg kg™’ % mg kg™’ %
1 4757+0,42 595 10,89+262 136 30,804,550 38,5
2 44,79+3,15 46,9 13,38+0,02 140 2586+3,01 27,1
3 65,68+4,06 856 7,33+0,32 96  26,13+2,12 34,1
Pepsin+Pankreatin
(Gastrointestinal) n-oktanol Aktif karbon
Findik
mg kg™’ % mg kg™’ % mg kg™’ %
1 46,03+225 576 1,11+043 1,4  27,33+£0,50 34,2
2 30,55+3,00 320 154+0,86 16  21,73+2,30 22,8
3 47,60+481 62,1 125+0.21 16  21,65+3,05 28,2

* Ortalama + standart sapma, (N=3) ve yas kiitle izerinden mg kg ™' olarak sonuc

verilmigtir.
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Cizelge 4.5.8.3.2. Findik orneklerinin enzim ¢ozeltileri, su, n-oktanol ile ekstrakte
edilebilen veya aktif karbona adsorbe edilebilen fraksiyonlarindaki bakir diizeyleri*

Findik Pepsin Su Pankreatin
mg kg~ % mg kg~ % mg kg~ %
1 586+132 428 6,64+1,19 48,5 5,28 £ 0,92 38,5
2 6,62+105 414 11,19+1,06 69,9 6,54 + 0,61 40,9
3 9,13+£0,86 64,3 6,64 +0,09 46,8 5,39£0,93 38,0
Pepsin+Pankreatin
(Gastrointestinal) n-oktanol Aktif karbon
Findik
mg kg™’ % mg kg~ % mg kg™ %
1 3,19+064 233 0,13+0,01 0,9 0,020 + 0,004 0,1
2 264+150 165 0,16+0,02 1,0 0,01 £ 0,005 0,1
3 436+251 30,7 0,21+0,04 15 0,01 £ 0,008 0,1

* Ortalama # standart sapma, (N=3) ve yas kiitle iizerinden mg kg™ olarak sonug

verilmistir.
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Cizelge 4.5.8.3.3. Findiktaki manganin biyoyararliligi*

Findik  Biyoyararlilik ? n-oktanol ile Pankreatin ile n-oktanol ile
(%) ekstrakte ekstrakte ekstrakte
edilebilen edilebilen edilebilen
miktar ° mangan miktar1  mangan miktar1
(%) (mg kg ™) (Diizeltilmis) ©
(mgkg ")
1 57,6 1,4 30,80 £ 4,50 0,35+0,14
2 32,0 1,6 25,86 + 3,01 0,75+ 0,42
3 62,1 1,6 26,13 +2,12 0,46 + 0,08
Aktif karbona
adsorbe Suda Toplam miktar
Findik edilebilen coziinen (mg kg ™)
mangan miktari d mangan miktari
(%) (mgkg ')
1 34,2 10,89 +2,62 79,9+1.3
2 22,8 13,38+0,02 955%19
3 28,2 7,33+0,32 76,7+9,3

* Ortalama + standart sapma, (N=3) ve yas Kiitle iizerinden mg kg™ olarak sonug verilmistir
% in-vitro pepsin+pankreatin ile (gastrointestinal olarak) sindirilebilen element igeriginin

toplam element diizeyine orani ile elde edilmistir.
®: n-oktanol ile ekstrakte edilebilen element diizeyinin toplam element diizeyine oran ile

elde edilmistir.

©: Pxdiizeltme faktorii ile elde edilmistir.
9. Aktif karbon tarafindan adsorbe edilen element diizeyinin toplam element diizeyine orani ile

elde edilmistir.
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Cizelge 4.5.8.3.4. Findiktaki bakirin biyoyararliligi*

Findik Biyoyararlilik ® n-oktanol ile Pepsin+pankreatin ile
(%) ekstrakte ekstrakte
edilebilen edilebilen
miktar ° bakir miktari
(%) (mg kg ")
1 48,0 2,0 3,19 £ 0,64
2 23,6 1,4 2,64 £ 1,50
3 65,7 3,2 4,36 + 2,51
n-oktanol ile Aktif karbona
ekstrakte edilebilen adsorbe Toplam miktar
Findik bakir miktari edilebilen (mg kg ™)
(Diizeltilmis) © bakir miktari
(mgkg™) (%)
1 0,029 + 0,002 0,1 13,7+0,5
2 0,032 + 0,004 0,1 16,0+ 1,6
3 0,023 + 0,004 0,1 14,2 £ 0,6

* Ortalama + standart sapma, (N=3) ve yas Ktle tizerinden mg kg™ olarak sonug verilmistir

#: in-vitro pepsint+pankreatin ile (gastrointestinal olarak) sindirilebilen element igeriginin suya
gecen element diizeyine orani ile elde edilmistir.

®: n-oktanol ile ekstrakte edilebilen element diizeyinin suya gegen element diizeyine orani ile
elde edilmistir.

©: Pxdiizeltme faktorii ile elde edilmistir.

9. Aktif karbon tarafindan adsorbe edilen element diizeyinin suya gegen element diizeyine oram
ile elde edilmistir.
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4.5.9. ICP-MS ile metot duyarhlik parametrelerinin belirlenmesi

Ispanak matriksi i¢in ilgili parametreler Cizelge 4.5.9.1, Cizelge 4.5.9.2°de ve dogruluk
caligmalarina yonelik sonuglar ise Cizelge 4.5.9.3 ve Cizelge 4.5.9.4’de ayrintil1 olarak
goriilmektedir. Un ve findik matriksi i¢in validasyona ilave parametreler Cizelge

4.5.9.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5.9.1. Mn i¢in 1spanak matriksinde baz1 metot validasyon parametreleri ve
degerleri

Element Kalibrasyon Korelasyon LOD?®  LOQP" Gunler Gun ici

Grafigi Katsayist  (ugg™?) (ugg') arasi kesinlik ®f
Esitligi (R?) kesinlik® ¢
Mn y=28458x  0,999985 0,046 0,154 3,7 2,4

2> - Mikrodalga parcalamada 0,5 g 6rnek ve 25 mL tamamlama hacmi ile seyreltme faktérii goz
Oniine almarak metot belirleme ve nicel tayin limitleri hesaplanmigtir.

“¢ . Giin i¢i ve giinler aras1 % RSD degerine dayali olarak hesaplanmigtir (N=10)

9 Giinler arasi kesinlik bir haftalik periyotta dlciilen bes farkli ¢ozeltiyi karakterize etmektedir.
" Ayr1 hazirlanmus ve ayni giin Slgiilmiis aym konsantrasyondaki alti farkli mangan ¢ozeltisini
karakterize etmektedir.

Cizelge 4.5.9.2. Cu i¢in 1spanak matriksinde baz1 metot validasyon parametreleri ve
degerleri

Element Kalibrasyon Korelasyon LOD?® LOQ" Gun ici Gunler

Grafigi Katsayist (Mg g?)  (ugg?) kesinlik® arasi

Esitligi (RY) d kesinlik ®f
®Cu  y=15379x  0,999891 0,07 0,233 3,0 4,8
Cu y=7202x  0,999874 0,09 0,300 3,8 6,7

2> - Mikrodalga parcalamada 0,5 g 6rnek ve 25 mL tamamlama hacmi ile seyreltme faktérii goz
Oniine almarak metot belirleme ve nicel tayin limitleri hesaplanmigtir.

“¢ . Giin i¢i ve giinler aras1 % RSD degerine dayali olarak hesaplanmigtir (N=10)

9 Giinler aras: kesinlik bir haftalik periyotta Slgiilen bes farkli ¢ozeltiyi karakterize etmektedir.
. Ayr1 hazirlanmig ve ayni giin 6l¢lilmiis ayn1 konsantrasyondaki dort farkli bakir ¢ozeltisini
karakterize etmektedir.
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Cizelge 4.5.9.3. Mn i¢in sertifikali referans malzeme kullanilarak yapilan dogruluk
caligmalar1*

Sertifika degeri  Olgiilen deger

Element _ _
(mgkg ) (mgkg )

Mn (1spanakta) 759+19 76,9+2,1

Mn (unda) 9,4+ 0,9 12,2+ 3,4

* (NIST 1570a ve NIST 1567a (N=3)) kullanilmistir. Ortalama + standart sapma,
genisletilmis belirsizlik degeri ile verilmistir.

Cizelge 4.5.9.4. Cu igin sertifikali referans malzeme kullanilarak yapilan dogruluk
calismalar1*

Sertifika degeri  Olgiilen deger

Element _ -
(mgkg ) (mg kg )

Cu (1spanakta) 12,2 +0,6 121+1,2

Cu (unda) 2,1+ 0,2 3,01£0,5

* (NIST 1570a ve NIST 1567a (N=3)) kullanilmistir. Ortalama + standart sapma,
genisletilmis belirsizlik degeri ile verilmistir.

Cizelge 4.5.9.5. Mn ve Cu igin un ve findik matriksinde ilave metot validasyon
parametreleri

Element Kalibrasyon Grafigi Esitligi Korelasyon Katsayisi (RZ)
Mn y=38593x 0,999960
%Cu y=7207x 0,999903
%Cu y=15377x 0,999918
LOD® LOQ"
(ng g™) (Mg g™)
Un 0,0006 0,0021
Findik 0,0308 0,1026

2" 5rnek miktar1, toplam hacim ve seyreltme faktorii goz oniine alinarak metot belirleme ve
nicel tayin limitleri hesaplanmisgtir.
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4.5.10. Kati faz ekstraksiyonu sonuclari

Kuvvetli katyon degistirici kati faz ekstraksiyon kartus kolonlari temelde matriksin
analitten ayrilmasi amacl kullanilmigtir. Yontemin etkinligine dair sonuglar Cizelgede
4.5.10.1°de gorilmektedir. Cizelge 4.5.10.2°de ise yilizde geri kazamim degerleri

gorulmektedir.

Cizelge 4.5.10.1. Kat1 faz ekstraksiyonu sonuglari

Suya gegen element diizeyleri (mg kg™)
Ornek Mn Standart ®Cu  Standart ®Cu  Standart
sapma sapma sapma

1 numarali 1spanak 16,60 1,12 5,40 0,72 5,44 0,81
2 numarali 1spanak 19,84 1,46 4.43 0,46 4,36 0,45
3 numarali 1spanak 21,78 0,91 493 0,10 5,03 0,18

1 numarali un 2,09 0,08 0,20 0,07 0,20 0,06
2 numarali un 1,30 0,25 0,19 0,04 0,19 0,04
3 numarali un 2,25 0,28 0,24 0,01 0,24 0,01

1 numaral1 findik 11,29 2,62 15,92 3,38 15,81 3,42
2 numaral findik 51,96 0,59 14,12 1,14 14,03 1,12
3 numaral1 findik 55,51 8,59 17,10 2,25 16,96 2,39
Kati faz ekstraksiyonu sonuglar1 (g L™)

Ornek Mn Standart ®Cu  Standart ®*Cu  Standart
sapma sapma sapma
1 numarali 1spanak 0,21 0,03 0,49 0,10 0,49 0,10

2 numarali 1spanak 0,24 0,06 0,47 0,12 0,47 0,12
3 numarali ispanak 0,33 0,04 0,54 0,02 0,55 0,02

1 numarali un 0,28 0,07 0,20 0,05 0,20 0,05
2 numarali un 0,17 0,06 0,18 0,08 0,18 0,08
3 numarali un 0,40 0,05 0,52 0,02 0,51 0,03

1 numaral1 findik 7,73 0,19 52,0 0,69 52,1 0,66

2 numarali findik 1,26 0,05 9,0 0,29 8,94 0,32
3 numaral1 findik 1,94 0,04 7,6 0,31 7,45 0,39
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Cizelge 4.5.10.2. Kat1 faz ekstraksiyonu igin yiizde geri kazanim sonuglari

Yiizde geri kazanim degerleri (%)
Ornek Mn %Cu %Cu

1 numaral1 1spanak 3,70 5,91 5,83
2 numarali 1spanak 3,35 6,27 6,39
3 numarali 1spanak 5,8 8,98 9,00

1 numarali un 1,25 1,88 1,88
2 numarali un 1,18 1,82 1,77
3 numarali un 1,54 4,04 3,97
1 numaral1 findik 20,75 21,14 21,31
2 numarali findik 2,17 12,23 12,23
3 numaral1 findik 2,96 8,05 7,98

4.5.11. Cevre orneklerinden yagmur suyunda mangan ve bakir

tarlendirme/fraksiyonlama analizleri

Yagmur suyunda yapilan c¢aligmalar sonucu belirlenen, fraksiyonlardaki Mn ve Cu

diizeyleri Cizelge 4.5.11.1°de verilmistir.

Cizelge 4.5.11.1. Yagmur suyunda mangan ve bakir tiirlendirme/fraksiyonlama
sonuglari

?Eta:_g)uzeyle“ 1. yagmur suyu 2. yagmur suyu 3. yagmur suyu
ug

Toplam mangan 0,86 + 0,45 5,03 + 1,00 3,63+ 0,46
(yas yaklgsla)

Toplam >Cu 6,70 + 1,00 3,50 + 0,63 7,03 +0,04
(yas yakma)

Toplam **Cu 6,66 + 0,86 3,50 + 0,59 7,09 +0,10
(yas yakma)

Toplam mangan (direkt 0,45 + 0,01 0,90 + 0,03 1,35+ 0,08
ornek analizi)

Toplam ®Cu 3,08 + 0,06 2,69 + 0,04 4,83+ 0,40
(direkt 6rnek analizi)

Toplam ®*Cu 3,05+ 0,08 2,66 + 0,02 4,62+ 0,05
(direkt 6rnek analizi)

Kolloidal mangan 0,06 + 0,01 0,24 + 0,17 1,33+ 0,89
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Cizelge 4.5.11.1. Yagmur suyunda mangan ve bakir tirlendirme/fraksiyonlama

sonuglari (devam)

metal dlzeyleri

1. yagmur suyu

2. yagmur suyu

3. yagmur suyu

(ug L
Kolloidal ®Cu 0,34 + 0,04 0,58 + 0,14 1,68+ 0,10
Kolloidal ©Cu 0,31+0,13 0,69 + 0,08 1,68 + 0,92
Partikiile mangan 0,10 + 0,45 4,30 1,02 2,98 + 0,46
Partikiile °Cu 3,27 + 1,00 0,14 + 0,07 2,40 + 0,08
Partikiile ®Cu 3,27 + 0,87 0,20 + 0,14 2,51+ 0,92
Céziinmiis Mangan 0,76 + 0,01 0,73+0,21 0,65 + 0,03
Coziinmiis ©Cu 3,43 + 0,04 3,36 + 0,14 4,63 + 0,07
3,39 + 0,09 3,30 + 0,08 4,58 + 0,92

Cozlinmiis cu

4.6. HPLC-ICP-MS ikili Teknigine Dayanan Tiirlendirme Cahsmalar1 Sonuclar

4.6.1. Kalitatif analiz sonuclar

4.6.1.1. Standart cozeltiler ile yapilan ¢calismalar

Hareketli faz olarak su kullanildiginda HPLC-ICP-MS teknigi ile Mn (II), Mn(III) ve
Mn (IV) gozeltilerine ait elde edilen kromatogramlar Sekil 4.6.1.1.1, Sekil 4.6.1.1.2 ve
Sekil 4.6.1.1.3°de verilmistir. Mn ve Cu izotoplar1 i¢in alikonma zamani tg= 2-2,5 dk
arasinda degismektedir. Findik Orneklerinde gézlenen ikinci Mn piki i¢in alikonma

zamanlar1 ise 3-3,5 dk arasinda degigsmektedir.
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w=Mn 55 == Cub2 == Cubd

43,508.80 4

34,088.08

24,577.36

Intensity (cps)

15,066.64

5,555.92
1

M "
-3,954.80
10.00

L L L L L L L L L L L D U O L I e e
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 0.

Time (min)

Sekil 4.6.1.1.1. Mn (1) ve Cu (II) ¢ozeltileri karisimi i¢in HPLC-ICP-MS ile es-zamanli elde
edilen kromatogram*

*(Mn ve Cu stok ¢ozeltilerinden, 278 ppb Mn ve 2,78 ppm Cu karisim halinde
hazirlanarak enjekte edilmistir.)

Kromatogramdaki x ekseni zamam (dk), y ekseni ise sinyal siddetini (cps) temsil
etmektedir.
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o 10 55w Cu 62 e Cu 65

627,677.60

490,873.76—

354,068.92=

Intensity (cps)

217,266.08—

80,462.24

N

ST T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 71
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Time (min)
Sekil 4.6.1.1.2. Mn (I11) ¢Ozeltisi icin HPLC-ICP-MS ile elde edilen kromatogram*

* Mn (III) standart ¢ozeltisi Mangan (III) asetat dihidrat katisindan suda yaklasik 513
g L™ derisimde hazirlanmustir. Mn(111) ¢ozeltisi yaklasik 1,5 mg L™ mangan
degerine kadar analiz edilmis; kromatogramda pik gézlenmemistir.

Kromatogramdaki x ekseni zamani (dk), y ekseni ise sinyal siddetini (cps) temsil
etmektedir.
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wm M0 55w Cu G2 wem Cu G5

62,246.80

48,732,858

35,218.96 4

Intensity (cps)

21,705.04 1

8,191,124

ST T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 711
0.00 2.00 4.00 6.00 £.00 10.00

Time (min)

Sekil 4.6.1.1.3. Mn (1V) ¢oOzeltisi icin HPLC-ICP-MS ile elde edilen kromatogram*

* Mn (IV) standart ¢cozeltisi Mangan (IV) oksit katisindan suda yaklasik 513 pg L*t
derisimde hazirlanmistir. Mn(IV) ¢ozeltisi yaklasik 1,5 mg L™ mangan degerine kadar
analiz edilmis; kromatogramda pik gézlenmemistir.

Kromatogramdaki x ekseni zamani (dk), y ekseni ise sinyal siddetini (cps) temsil
etmektedir.
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4.6.2. Matrikslerden elde edilen kalitatif analiz sonuclar

4.6.2.1. Yagmur suyunda kalitatif analiz sonuclar

Hareketli faz olarak su kullanildiginda HPLC-ICP-MS teknigi ile {i¢ farkli yagmur suyu

icin elde edilen kromatogramlar Sekil 4.6.2.1.1° de verilmistir.

12,17341 4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T TTT
200 4,08 5 8K

Sekil. 4.6.2.1.1. A: 1. yagmur suyu; B: 2. yagmur suyu ve C: 3. yagmur suyu i¢in
HPLC-ICP-MS ile elde edilen kromatogramlar (Kromatogramlardaki x ekseni zamani
(dk), y ekseni ise sinyal siddetini (cps) temsil etmektedir.)
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4.6.2.2. Ispanak ornegi icin kalitatif analiz sonuclar

Hareketli faz olarak su kullanildiginda 2. Ispanak 6rnegi icin elde edilen kromatogram
Sekil 4.6.2.2.1° de belirtilmistir.

e AN 55w Cu G2 wm Cu 65

21,784.00

17,051.20

12,318.40

Intensity (cps)

1
758560 N

2,852.80~

-1,880.00
0.00

rTrrrrrrrrrrrrrrrr0r 17 171 T1Tr1
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00

Time (min}

Sekil 4.6.2.2.1. ikinci 1spanak &rnegi icin HPLC-ICP-MS ile elde edilen kromatogram™

* Kromatogramdaki x ekseni zamani (dk), y ekseni ise sinyal siddetini (cps) temsil
etmektedir.

4.6.2.3. Un ornegi icin kalitatif analiz sonuclari

Hareketli faz olarak su kullanildiginda HPLC-ICP-MS teknigi ile ikinci un 6rnegi i¢in

elde edilen kromatogram Sekil 4.6.2.3.1°de verilmistir.
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w055 wm Cu B2 e Cu 65

33,058.40

26,862.24

18,666.08 -

Intensity (cps)

11,469.92

4,273.76
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00 200 400 6.00 8.00 10.00

Time (min}

Sekil 4.6.2.3.1. ikinci un 6rnegi icin HPLC-ICP-MS ile elde edilen kromatogram *

* Kromatogramdaki x ekseni zamani (dk), y ekseni ise sinyal siddetini (cps) temsil
etmektedir.

4.6.2.4. Findik 6rnegi icin kalitatif analiz sonuclar

Hareketli faz olarak su kullanildiginda HPLC-ICP-MS teknigi ile ii¢iincii findik 6rnegi
icin elde edilen kromatogram Sekil 4.6.2.4.1°de verilmistir.
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v M55 wm CUBZ wem CuB5

15,385.20

12,041.52+

8,697.84

Intensity (cps)
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2,010.48
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0.00 2.00 400 6.00 8.00 10.00
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Sekil 4.6.2.4.1. Ugiincii findik 6rnegi igin HPLC-ICP-MS ile elde edilen kromatogram*

* Kromatogramdaki x ekseni zamani (dk), y ekseni ise sinyal siddetini (cps) temsil
etmektedir.

4.6.2.5. Metanol iceren mobil fazin ayirmaya etkisi
Mobil faz olarak %1-5 arasinda degisen gradiyent eliisyon programlart uygulandiginda
metanol iceren hareketli fazin, kromatograminda iki pik gozlenen {igiincii findik

orneginde ayirmaya etkisine iliskin elde edilen kromatogramlar Sekil 4.6.2.5.1°de

verilmistir.
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67,307.20
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Sekil 4.6.2.5.1. HPLC-ICP-MS sisteminde %1-5 arasinda metanol kullanildiginda
ticlincii findik 6rnegi i¢in elde edilen kromatogramlar

(Kromatogramlardaki x ekseni zamani (dk), y ekseni ise sinyal siddetini (cps) temsil

etmektedir.)
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4.6.3. Matrikslerden elde edilen kantitatif analiz sonuglar

Hareketli faz olarak su kullanildiginda HPLC-ICP-MS ile elde edilen kalibrasyon
egrileri Cizelge 4.6.3.1°de verilmistir. Analiz ile ilgili LOD ve nicel tayin limiti (LOQ)
degerleri, Cizelge 4.6.3.2°’de ve matrikslerde belirlenen tiirlere iliskin miktarlar da

Cizelge 4.6.3.3°de goriilmektedir.

Cizelge 4.6.3.1. HPLC-ICP-MS ile elde edilen kalibrasyon egrileri

Kalibrasyon egrisi olusturmada temel
Kalibrasyon egrisi alinan pik 6zelligi
" Mn, y = 1181x - 13609; R2 = 0,975 Yikseklige gore
” Mn, y =34229x - 5E+6; R2?=0,887 Alana gore
K Cu, y = 47,0x - 13569; R?=0,959* Yikseklige gore
” Cu, y = 389,6x - 1E+6; R2=0,951 Alana gore
K Cu, y = 14,5x - 29251; R?=0,953* Yikseklige gore
” Cu,y=357,7x - 71773; R?=0,971 Alana gore

* Cu ve Mn kalibrasyon egrileri olusturulurken standart konsantrasyonlar;, pg L™

derisiminde alinmistir.

Cizelge 4.6.3.2. HLPC-ICP-MS ¢alismalarinda Mn ve Cu tiirleri i¢in belirleme ve nicel

tayin limitleri

LOD (ugLY)  LOOQ (ug LD

55

Mn 3,6 12,0
" cu 08,9 329,6
" cu 438,1 1460,4
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Cizelge 4.6.3.3. HLPC-ICP-MS calismalarinda matrikslerde Mn ve Cu i¢in belirlenen

turlerin miktarlar

Ornekten
sulu
cozeltiye
gegen Bulunan Mn Bulunan Mn
Matriks (Ornek miktar miktari Standart yluzdesi
numarasi) (Mg L™ (Mg LY sapma (%)
Ispanak (2) 33,40 17,29 7,49 51,79
Un (2) 68,86 41,70 5,79 60,56
Findik (3) 305,47 20,13 4,73 6,59
Findikta baglh
mangan duzeyi 15,77 2,16 5,16
Yagmur suyu (1,2,3) <LOD*
Ornekten
sulu
cozeltiye
gecen Bulunan
miktar ®3Cu miktari
(ug L) (ug L)
Ispanak (2) 7,47 <LOQ**
Un (2) 9,86 <LOQ**
Findik (3) 94,05 <LOQ**
Yagmur suyu (1,2,3) 3,50 <LOQ**

* . Belirleme limiti altindadir.
**: Nicel tayin limitinin altindadir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Mangan (II) bitkiler tarafindan alinabilen tek form olmasina ragmen okzalat veya sitrat
gibi ligandlar ile kompleks halinde ya da protein gibi belirli yapilara bagli halde
bulunabilir; ayrica fotosentez redoks sisteminde 6nemli bir rol oynar. Asir1 mangan
(stres sartlarim1 6rnek olarak verebiliriz) vakuollerde, hiicre duvarlarinda ve kloroplast
tilakoid membraninda birikir, klorofil biyosentezini inhibe ederek yiiksek derisimlerde
de fitotoksik olmaya baslar (Marschner 1989, Millaleo ve ark. 2010, Srivastava ve
Dubey 2011). Bitkilerde ve insanlarda mangan mobilitesini anlamak igin fraksiyonlama
caligmalar1 gereklidir ve buna yonelik analitik stratejiler gelistirilmelidir. Ornegin,
1spanak i¢in gelistirilen ve diger matrikslere de uygulanan fraksiyonlama semasi bkz.
Sekil 3.2.7.5.1° de goriilmektedir. Ispanakta toplam mangan miktar1 38-55 mg kg™
arasinda bulunmustur. Bu miktarlar; ¢esit, toprak karakteristikleri ve ¢evre sartlarina

bagli olabilecektir.

Farkli polaritede ¢ozgenler segilerek fraksiyonlama semast uygulandiginda elde edilen
fraksiyonlardaki mangan diizeyi pg L* diizeyinde oldugundan ICP-MS hassas bir
teknik olarak dnem kazanmaktadir. ICP-MS pek ¢ok avantajina karsin bazi istenmeyen
Ozelliklere de sahiptir. Matriksin yiiksek organik icerigi matriks interferensine/spektral
interferenslere ve/veya poliatomik interferenslere yol acabilir. Bu nedenle farkli
izotoplarin  kullanilmasi veya matematiksel diizeltme saglayan esitlikler Onem
kazanmaktadir. Mangan bagil bollugu % 100 olan tek izotopa sahip oldugu i¢in
plazmadaki ArNH" vb. den kaynaklanan girisimler igin ikinci strateji daha anlamlidir
(Quintana ve ark. 2005, Nardi ve ark. 2009, Amais ve ark. 2011). Tez ¢alismamizda
ilave bir validasyon parametresi olarak matrikslerde ICP-MS ile metal analizlerine
iliskin sonuglar AAS ile de karsilastirilmistir. Ayrica mikrodalga parcalamaya alternatif
olarak 0,1 N nitrik asitte dogrudan par¢alanma ya da acik sistem yas yakma iglemlerinin

etkinlikleri de incelenmis ve karsilastirilmistir.

Ispanaktaki temel bilesen analizleri fraksiyonlama c¢alismalarina 1sik tutacak ilk
basamak olmustur. Ispanaktaki yag ve seker icerikleri sadece ilk 1spanak i¢in incelenmis
ve yeterince kiiglik oldugu belirlenmistir. Manganin bagli oldugu yapilar farkh

polaritede olabileceginden farkli organik c¢ozgenler ile fraksiyonlama c¢aligsmalari
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yapilmustir. Ispanak matriksinde suya gegebilen mangan diizeyi 24-33 mg kg™
duzeyinde olup ylzde olarak % 62—68 arasindadir. Bu da manganin ¢ogunlukla suda
¢Oziiniir oldugunu gostermektedir. Bu fraksiyon serbest Mn(II) den kaynaklanabilecegi
gibi ¢ozlndr fitoselatin kompleklerinden, hidrolizlenebilir lipid, seker, polisakkarit,
protein gibi muhtemel yapilara bagli Mn tiirlerinden de kaynaklanabilecektir
(Marschner 1989, Akoh ve Min 2002, Szpunar ve Lobinski 2003, Prasad 2004). Sicak
ekstraksiyon da uygulanarak pisirme sartlar1 simiile edilmeye c¢alisilmigtir. Kaynama
noktasina yakin sicakliklarda Mn seviyesinin % 8-25 arasinda artabildigi goriilmiistiir.

Bu da bitki membranindan ¢6zeltiye gecisin sicaklikla arttigini gostermistir.

Yag ve lipid kavramlar birbiri yerine kullanilabilse de lipidler dogal olarak var olan,
heterojen ve apolar ¢oziculerde ¢ozilen moleklleri karakterize eder (Eller ve King,
1996). Lipidler bitki hiicre membraninin % 60’in1 olustururken kalan % 40 ise
proteinlerdir. Plazma membranindaki temel lipidler ise fosfolipidler (% 65),
glikolipidler (% 20) ve sterollerden olusur (% 5). Lipidler genellikle fiziksel 6zellik,
polarite, yararlilik veya yapilarina gore siniflandirilirlar. Polarite veya yapilarina gore
notral lipid-polar lipid, serbest veya bagli olarak degerlendirilebilirler (Marschner 1989,
Prasad 2004, Akoh ve Min, 2002). Dolayisi ile lipid degiskenligine bagli olarak
fraksiyonlama c¢aligmalarinda ¢6zgen se¢imi de kritik 6neme sahiptir. Cogu organik
cozgen hiicre duvarini dagitarak lipidlerin ¢dzgene gegmesini saglar; ayrica ultrasonik
banyo da ekstraksiyon etkinligini artirir (Eller ve King 1996, Araujo ve ark 2013).
Literatlire gore disiik lipid iceren Orneklerde ekstraksiyon siiresi ¢ok az bir etkiye

sahiptir (Mandigo ve ark. 1967). Bu stratejiler ¢calisma sirasinda dikkate alinmustir.

Literatiirde farkli lipid tiirlerinin ekstraksiyonu icin kloroform, aseton, metanol,
kloroform:metanol (2:1 (v/v) veya 1:2 (v/v)) gibi farkli organik ¢6zgenler
kullanilabilmektedir. Notral yag, serbest lipidleri belirtir ve bunlar daha az polariteye
sahip ¢ozgenlere alinabilirken bagl lipidler i¢in metanol gibi daha polar ¢zgenler
gerekmektedir. Diyet ile alinan lipidler ¢cogunlukla (> % 95) triagilgliserolden olustugu
icin gidalardan lipid ekstraksiyonunda polar olmayan ¢ozgenler daha etkindir. Yine de
polaritesi diisiik olan ¢dzgenler ile istenmeyen yapilar da lipid ile ekstrakte edilebilir.

Yaygin olarak kullanilan Folch metoduna gore lipidler kloroform ve metanol ile
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ekstrakte edilebilmektedir (Folch ve ark. 1957, Rouser ve ark. 1967; Leray ve Pelletier
1987; Eller ve King 1996, Akoh ve Min 2002, Ferraz ve ark. 2004, Maeda ve ark. 2005;
Bonfils ve ark. 2007, Akoh ve Min. 2008).

Ispanaktaki % 0,12 lik yag igerigi, eter ile ekstrakte edilebilen ham yag1 belirtir ve bu
yaptya bagl olan mangan ise 0,6-0,8 mg kg™ arasindadir. Calismamizda n-hekzan
serbest lipit ve trigliseritler i¢in kullanilmis ve eter ile karsilastirilmistir. n-hekzan
aromatik yapilar1 da ekstrakte edebileceginden miktar1 daha fazla bulunmustur. Toplam
yag da  Folch metoduna goére kloroform:metanol (2:1, v/v) ekstraksiyonu ile
belirlenmistir (Folch ve ark. 1957; Akoh ve Min 2002; Ferraz ve ark. 2004; Emek ve
ark. 2011). Bagli veya serbest lipidlere bagh mangan diizeyleri 1,4-2,5 mg kg™ ve 1,1-
1,4 mg kgt arasindadir. Fraksiyonlama calismalarinda kloroform da nétral veya
kovalent bagli bilesenler; 6zellikle nétral lipidler i¢in kullanilmistir (Ozdemir ve Gucer,
1998; Ferraz ve ark. 2004, Yasar ve Giicer 2004). Kloroforma gegen yapilarin mangan
icerigi 1,0-1,3 mg kg’ arasinda belirlenmistir. Toplam lipidlere, nétral lipidlere veya
serbest lipidlere bagli Cu diizeyleri ise sirasi ile 3,17-3,88 mg kg™, 0,46-0,61 mg kg™
ve 0,45-0,63 mg kg'l arasinda belirlenmistir. Ayrica glikolipid i¢eren yapilar da aseton
ile ekstrakte edilmistir. Metanol polifenol de dahil olmak tizere pek ¢ok polar bileseni
matriskten alabilecektir. Calismada metanol ve etanol de etkinlik agisindan birbirleri ile
kiyaslanmis ve etkinlikleri hemen hemen ayn1 bulunmugtur; fakat standart sapmas1 daha

kiiclik ve kesinligi daha iyi olan metanol ekstrakti temel alinmistir.

Literatirde etanol ve aseton sirasi ile gida matriksinden karbonhidrat ve protein
¢oktiirmelerinde Onerilmistir (Karadjova ve ark. 2002). Bizim elde ettigimiz
sonuglardan ise ikisinin de glikoprotein yapilari ile ilgili olabilecegi go6zlemine
ulagilmigtir. Sadece, etanol ile ¢oken yapidaki element miktar1 daha fazla olarak
belirlenmistir ki bu da 1spanagin daha yiiksek glikolipid veya karbonhidrat icerigi ile
ilgili olabilir. Sonuglar yorumlandiginda, manganin biyiik bir kismi (% 51-97)
glikoproteine baglt olup kalan % 3-7’si lipidlere baghdir. Cu i¢in glikoproteine bagh
diizey ise % 44-75 arasindadir. Ugiincii 1spanakta muhtemelen yapisal bir 6zellikten
dolay1 % 49 civarinda toplam mangan kaybi olmaktadir. Su ekstraktlar1 da bunu

dogrulayici niteliktedir.
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Kullanilan organik ¢dzgenler yeterince secici davranmazlar bu nedenle de tek tek
cOzgenler ile yapilabilecek validasyon ¢alismalar1 fraksiyonlardaki tiirler kesin olarak

aydinlatilmadig siirece anlamh degildir.

Gidalardaki toplam metal diizeyleri biyoyararliliklar ile iligkili degildir. Biyoyararliligi
tespit etmede mide veya bagirsak sartlarinda ne kadar metal ayrildiginin belirlenmesi
onemlidir. Ispanak tilakoid membran1 lipid ve protein igerdiginden in-vitro
gastrointestinal sindirim ¢aligsmalar1 yapilmistir (Emek ve ark. 2011; Moreda-Pineiro ve
ark. 2012). Diger matrikslere de makro bilesen analizinden gorildigi iizere; farkli
diizeyde lipid ve protein igerikleri nedeni ile uygulanmistir. Protein sindirimi midede
baslamaktadir. Zayif bagl proteinlerin gogu burada pargalanmakta (Emek ve ark. 2011);
parcalanan proteinler de bagirsaga iletilmektedir. Safra tuzlari yagli pargalar {izerine
adsorbe olarak protein, emulsifier gibi diger materyalleri lipid yiizeyinden uzaklastiran
bir bio-yiizey aktif madde olarak davranir; yagda ¢6ziinebilen besinlerin ¢éziinme ve
bagirsak mukozasina taginimini kolaylastirir (Maldonado-Valderrama ve ark. 2011).
Boylece safra tuzlari emulsifier etki gostererek (Chun ve ark. 2012) yaglarin pankreatin
ile sindirimine yardimci olmaktadir (Alava ve ark. 2013). Pepsin ve pankretaine ilaveten
n-oktanol de bagirsaktan gecen miktari karakterize eden bir ¢ozgendir ve bu amagla da
uygulanarak bagirsaktan gecen mangan kompleksleri, pankreatin ile parcalanan kisim

ile karsilastirilmistir (Shun-xing ve ark. 2004, Feng-Ying ve ark. 2007).

Aktif karbon da suda veya organik ¢ézgende ¢oziilebilen bagli mangan-bakir tiirlerinin
adsorplanabilme 6zelliklerini arastirmak i¢in uygulanmistir. Suya gegen miktar pepsine
gecen miktara yakin bulunmustur. Bu nedenle suya gecen miktar toplam mangan olarak

ele alinarak biyoyaralik hesaplamalarinda kullanilmistir.

Toplam metal miktar1 (suda ¢oziinen kistm ya da toplam element igerigi temel
alimmustir.) ile pepsin (ya da pepsint+ pankreatin) tarafindan pargalanan miktarlar
arasindaki fark ya da pepsin ve pankretain tarafindan parc¢alanan miktarlar arasindaki
fark, sirasi ile kalintidaki mangani-bakir1 ya da yiiklii ve/veya serbest Mn (II) ya da Cu

(II)’yi karakterize edecektir. Bu miktar biyoyararli olmayan kisimdir. Deneysel
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sonuclarda 1spanak iizerinde kanitlandigi iizere, uygun bir faktorle carpilmadig: siirece
n-oktanol ekstraksiyonu, in-vitro yontemlere alternatif olamamaktadir. Bu faktori
belirlemek icin iki seviyeli standart katma calismalar1 yapilmistir. Belirlenen yiizde geri
kazanimlar Mn i¢in % 32,5, % 45,2 ve % 35,3 iken Cu icin % 32,7, % 50,8 ve % 37,6
olup bu oranlar kompleklesme olasiligin1 gosterecektir. Benzer faktor, n-oktanol
fraksiyonundan elde edilen sonucun Mn igin pankretainden elde edilen sonuca; Cu igin
de pepsintpankreatinden elde edilen sonuca bdliinmesi ile de ¢ikarilmaktadir. Bu
diizeltme faktorleri géz Oniine alinarak biyoyararlhilik karsilagtirilmasi da yapilmastir.
Aktif karbon da pankreatin sivisi ile benzer sonuglar vermektedir. Aktif karbon, adsorbe
olan kompleks yapilar1 ya da aromatik yapilar1 karakterize etmekte olup; biyoyararlilik
calismalarinda alternatif olarak kullanilabilir. Fakat bakir i¢in aktif karbon alternatif bir
yontem olarak kullanilamamaktadir; bu da ilgili metallerin komplekslesme 6zellikleri
arasindaki farka dayandirilabilir. Ispanak i¢in ayrintili olarak yapilan yorumlamalar
diger matriks-metal analizleri i¢in de benzer sekilde aciklanabilir, benzer yorumlamalar
yapilabilir. Ilgili sayisal degerler un icin bkz. Cizelge 4.5.7.2.1-Cizelge 4.5.7.2.3
arasinda goriilmektedir. Un igin hem ®Cu hem de ®Cu analizi yapilmus olup;
fraksiyonlama c¢alismalar1 agisindan aralarinda bir fark goriilmemistir. Temel
bilesenlerdeki farkliliklar nedeni ile 1spanak ve unun fraksiyonlama analizlerinde
sonuglar bazinda farklilik beklenmelidir. Findik i¢in ilgili sayisal degerler de bkz.
Cizelge 4.5.7.3.1 ve Cizelge 4.5.7.3.2° de goriilmektedir.

Ispanak, un ve findik 6rneklerinin makro bilesenleri bkz. Cizelge 4.1.1, Cizelge 4.1.2 ve
Cizelge 4.1.3’ten alinarak kuru bazda ve her matriksin birinci 6rnegi igin yiizdesel
icerikleri de sayisal olarak goriilecek bir sekile doniistiriilmiistir (Sekil 5.1). Matriksin
makro bilesenleri kendine 6zgiidiir. Bu durum, bitki/hiicre yapilar1 ve gida olarak
kullanilan kisimlarmin yapilarima bagimli olarak kimyasal yapitaslarinin farkliligindan
ileri gelmektedir (Marschner 1989, Prasad 2004). Ilk basamakta yapilacak basit bir
yaklasim ile mangan ve bakir tiirleri organik yapiya bagli olmalari durumunda bu makro
bilesenlerden birinin yapisinda olabilecektir. Bunlar disinda eser olarak bulunabilecek
yapilarin varligit da g6z ardi edilmemelidir. Belirli bir makro bilesen agisindan
degerlendirildiginde, 6rnegin yag icerigi incelendiginde, bu icerigin azalma sirasinin

findik, un, 1spanak seklinde oldugu goriilmektedir. Buna gdre mangan ve bakir
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elementlerinin yagli organik yapiya bagli olma olasiliginda findik matriksinde bu oranin
potansiyel olarak en fazla olmasi beklenebilir. Findik 6rneklerinin metil esterlerine
dayali yag asidi kompozisyonu ¢alismasi 6rneklerde baslica oleik, linoleik, palmitik ve
stearik asit oldugunu belirtmektedir. Bu bilesenlere ait degerlerin “yemeklik rafine findik
yag1 standardi1 (TS 6581)” nin belirttigi limit degerlere uygun oldugu goriilmiistiir. Literatiire
gore lipid kompozisyonu membrandan metal taginimini etkileyen 6nemli bir degisken
olabilmektedir (Marschner 1989). Standarda dayali soxhlet ve kloroform:metanol
ekstraksiyonu ile findiktan yag uzaklastirilmasi metotlart uyumlu olup; kloroform
metanol ekstraksiyonunda standart sapma yuksektir. Ispanaktaki yag ve seker icerikleri

sadece ilk 1spanak i¢in incelenmis ve yeterince kiigiik oldugu belirlenmistir.

1 numarali iIspanak 6rneginin makro bilesenleri

o kul; 2,31
Odiyet lif; 3,13 O diyet lif
B ham seliiloz
O protein
W seker ; 0,49 Ovad
yag
Oyag; 0,12 W seker
okl
O protein; 2,29 B ham sellloz; 1,88
1 numarali un 6rneginin makro bilesenleri
o kal; 0,53
B seker ; 1,66 Ddiyet lif; 3,39
Ovyag; 0,82 O diyet lif
B ham sellloz; 0,43 B ham seliloz
O protein
Oyag
W seker
okl

O protein; 11,4

Sekil 5.1. Ispanak, un ve findik matrikslerinde kuru bazdaki makro bilesenler
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1 numarali findik 6rneginin makro bilesenleri

okdal; 2,2

B seker ; 2,22 DO diyet lif, 11,9

B ham selliloz; 5,45 O diyet lif

B ham seliiloz
) O protein

O protein; 18,2 .
Oyag

B seker

O kul

Oyag; 64,6

Sekil 5.1. Ispanak, un ve findik matrikslerinde kuru bazdaki makro bilesenler (devam)

Orneklerdeki metal igeriklerinin belirlenmesi icin mikrodalga yontemi ile standart
olarak uygulanan 6rnek hazirlama islemleri sonrasi AAS ile mangan ve bakir analizleri
yapilmistir. Metodun validasyonuna ait parametreler kalibrasyon egrileri, belirleme ve
nicel tayin limitleri, ylizde geri kazanim ve standart referans malzemeler kullanilarak
incelenmistir. Standart referans malzeme varliginda validasyon calismalar1 agisindan
yiizde geri kazanim ¢aligsmalar1 yapilmasina gerek olmasa da hem findik icin standart
referans malzeme olmadigindan hem de geri kazanim ¢alismalari ilgili metallerin diger
matriks bilenleri ile etkilesimini gostereceginden 6nem arz edecektir. Ornegin;
matrikslerde Mn ve Cu i¢in % 100’ den diisiik veya bazi hallerde de biiyiik yiizde geri
kazanim gorilmesi (ICP-MS sonuglar igin bkz. Cizelge 4.5.1.1 ve AAS sonuglari igin
bkz. Cizelge 4.4.5.1) muhtemel girisim etkileri ile agiklanabilir. Ispanak sertifikali
referans malzemesinde de diisikk dogruluk goriilmesi (66,7 1,7 degeri, bkz. Cizelge
4.4.4.1) Ornek hazirlamada tam pargalanmama veya partikiile tiirlerin olugmasina
(6rnegin kalsiyum fosfat gibi suda c¢oziinmeyen tiirler) dayandirilabilir. Standart
sapmanin kiiclik olmas1 ikinci olasiligi azaltmaktadir. Bu etkinin her {i¢ 1spanak
matriksinde de ayni olmamasi ise matriksin yapisindaki degisikliklere veya Ornegin

analiz igin pargalanmasi isleminin yeterli olmamasina baglanabilir.
Sonug olarak validasyon c¢aligsmalar kalibrasyon metodunun sec¢imi agisindan da 6énem

arz eder ve bu anlamdaki hatalarin giderilmesinde Onemlidir. Sulu standartlar ile

caligmak matriks etkisinin yok oldugunun kabullenilmesi veya gercekten bu etkinin
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gozlenmesi ile gercgeklestirilebilecekken; matriks etkisi varliginda standart katma
metodu ile ¢alismak daha dogru olacaktir. Yine bu metotta da bilesenin hangi kimyasal
formda oldugu da 6nem arz eder. Hangi kalibrasyon metodunun kullanilacag: her iki
kalibrasyon yonteminin efim degerlerinden c¢ikarilabilmektedir. Eger dogru degeri
bilinen standartlar varsa bunlardan elde edilen sonuglar ile 6lgii metodunun sonuglari

karsilagtirilarak sistematik hata varsa belirlenebilir (Skoog ve ark. 1998b).

ICP-MS ve AAS sonuglarina t-testi uygulanmistir (Hadjiioannou ve ark. 1988). Elde
edilen veriler su sekildedir: Ispanak matriksi i¢in t deneysel = 3,164 <t kyramsat = 4,303; un
matriksi i¢in t geneysel = 1,227 < 1 kuramsal = 4,303; findik matriksi i¢in t geneyset = 1,356 <'t
kuramsal = 4,303 olup; % 95 giiven seviyesinde iki metot birbiri ile istatistiksel agidan
uyumludur; bununla birlikte iki findik 6rnegi igin ancak % 99 gliven seviyesinde uyum
gozlenmistir. Benzer sekilde Cu igin de birer ornekle test uygulandiginda uyumlu
sonuclar gozlenmistir. Mikrodalga parcalamada kullanilan reaktif miktarlar1 agik
sisteme uyarlandiginda ve iki yontem karsilastirildiginda {i¢ matriks icin de %95 giiven
seviyesinde Mn agisindan uyumlu sonuglar bulunmustur. Mikrodalga pargalama-ICP-
MS analizi sonrast bulunan Mn degerleri, optimum sartlar-ICP-MS analizi sonucu
bulunan Mn degerleri ile % 95 giiven araliginda uyumludur. Sadece iki findik 6rneginde
% 95 giiven araligina uyumsuzluk belirlenmistir (% 99 seviyesinde ancak uyum
gbzlenebilmistir). Bakir 6rnekleri i¢in optimum kosullar sadece bir findik 6rnegi icin
% 95 giiven seviyesinde uyumlu degildir. Referans standart malzemelerin sertifika
degeri ile bulunan degerlerin kiyaslanmasinda da % 95 given seviyesinde her iki
element i¢in de ¢ogunlukla uyumlu oldugu belirlenmistir. Tez calismamizda ilave bir
validasyon parametresi olarak metal analizleri AAS ile de karsilastirildigi gibi; ayrica
mikrodalga pargalamaya alternatif olarak yaklasgtk 0,1 N nitrik asitte dogrudan
parcalanma ya da acik sistem yas yakma islemleri de incelenmis ve karsilastirilmistir.
bkz. Cizelge 4.5.5.1 ve Cizelge 4.5.3.1.1 karsilastirildiginda optimum kosullarda,
1spanak ornekleri igin % 91-94 arasi, un Ornekleri igin % 20-78 araliginda findik
ornekleri igin ise % 66-89 araliginda metalin serbest kaldig1 ve yaklasik 0,1 N nitrik
asitte ¢oziindiigii belirlenmistir. Ikinci olarak mikrodalga parcalama islemini takiben
ICP-MS analizi temel alinarak nitrik asite gegen miktarlar belirlenirse bu oran 1spanak

icin % 80-92, un ornekleri igin % 18-74 ve findik 6rnekleri i¢in % 46-58 olup; daha
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diisiik diizeyde serbest kalma yiizdesi gozlenmistir. Bu durumda optimum sartlarin
basar1 ile uygulanabilecegi ve acik sistemde ultrasonik banyoda gergeklestirilen

ekstraksiyonun da etkili oldugu goriilmektedir.

Bkz. Cizelge 4.5.6.1° de matrikslerde yagin uzaklastirilmasindan sonra kuru kisimda
kalan metal miktarlar1 incelendiginde ve bkz. Cizelge 4.5.3.1.1°deki optimum degerler
ile kiyaslandiginda; toplam mangan ve bakir igeriginin 1spanak i¢cin % 40’ a yakin
oranda kuru kisimda kaldigi, diger matriksler i¢in ise daha biiylik oranda (%50’ den
biylk) kuru kisimda kaldig1 belirlenmistir. Bakir igin bu oranin 1spanak matriksinde
yine yaklasik olarak %40 civarinda oldugu; diger matrikslerde yaklasik %100 oldugu
belirlenmistir. Bu oran da yagh kisima gegisin pratikge olmadigini gostermistir. Bu
durumda kuru kisimda kalabilecek fraksiyonlar diisiiniildiiglinde ilgili elementlerin

protein yapilarina bagli oldugu 6ngoriilebilir.

Unda suya gegis 1spanaga gore yaklasik dortte bir oranindadir. Bununla birlikte yag
temel bileseni acisindan sekiz kat daha fazla olmasmna ragmen i1spanakta
kloroform:metanol ekstraktina gegen metal miktari undan onlarca kat daha fazladir. Bu
durum temel bilesen sonucununun daha 6nce de belirttigimiz gibi ilk basamak olarak
sadece belirli Ongoriiler yapmada gecerli olabilecegini, her zaman dogrusal bir
korelasyon olmayabilecegini gostermektedir. Dolayisi ile 6rnegin yag miktari az ise bu
yapilara bagli metal miktar1 da azdir sonucuna ulagilamayacaktir. Bununla birlikte unda
bes kat fazla protein olmasi asetona gegen miktarinin azligi ile uyumludur. Daha 6nce
de belirtidigi gibi aseton protein ¢oktiiriilmesi amaci ile kullanilabilmektedir. Bu
durumda yapinin aseton ile ¢okmiis olma ihtimali fazladir. Yine bu durum da daha 6nce
belirtilen kuru kisim analizlerini dogrulamaktadir. Zira orada da un matriksi icin ilgili
elementlerin yaklasik tamaminin kuru kisimda kaldigi belirtilmistir. Unda kloroform
metanol (2:1, v/v) ve (1:2, v/v) analizleri sonucu arada fark bulunamamistir. Bu durum
daha once de belirtildigi gibi literatiir kaynaklar1 ile uyumludur. Ispanakta bu ¢ézgene
gecen metal miktariin fazla olmasi sonucu, glikolipid fraksiyonlarma bagli olma
olasiliginin fazla oldugu Ongoériilebilir. Ispanakta % 40 disinda kalan kisimin yaga
gectigi de daha Onceki kuru kisim analizlerinde belirtilmistir. Sonug¢, bunu da

dogrulayici niteliktedir. Ispanakta klorofil yapisindan dolay:1 kloroforma gecen metal
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diizeyleri fazla olabilir. Bu da manganin fotosentezdeki roliinii gostermesi agisindan
onemli olabilir. Bakir analizlerinden elde edilen sonuglar da fraksiyonlara gecen
diizeyler agisindan mangana benzemektedir. Ancak suda ¢6ziinen formlar 1spanak-un
karsilastirmasi yapildiginda; hem su hem aseton agisindan ilgili fraksiyona gecen bakir
diizeyleri en az 20 kat fazla olup bu durumda bakirin da proteinlerle iliskili oldugu
sonucuna ulagilabilir. Ornegin un matriksi igin asetona gecen mangan ve bakir diizeyleri
irdelendiginde; belirli bir elementin daha ¢ok protein ile iliskili oldugu sonucuna
ulagilamamaktadir. Findikta yag miktar1 yaklasik % 60 diizeyinde ve bu diizeyden de
fazla olmasina ragmen dietil etere gecen mangan ve bakir miktarinin az olmasi bu
matrikste de Mn ve Cu elementlerinin blyuk oranda proteine baglihig: ile
iligkilendirilebilir. Nitrik asit derisimi yaklasik 2 N’ e artirildiginda mangan ve bakirin
serbest kalma orani agisindan 0,1 N nitrik asite gOre belirgin bir degisiklik
goriilmemistir. Bu da fraksiyonlama ¢alismalarinda kalintinin ¢ézilmesinde 0,1 N nitrik
asit derisiminin yeterli olacagini1 ve serbest kalan metal miktarinin nitrik asit derigimi
arttiginda degismeyecegini gostermektedir. Findiktaki mangan igerigi 1spanagin
yaklagik iki kat1 olmasina ragmen biyoyararlilik agisindan 1spanak ve findik, mangan
kapsaminda ayni diizeydedir. Bakirin biyoyararlilig1 ise 1spanakta en fazla; findikta ise
en az duzeydedir. Aktik karbon ekstraksiyonu ¢oken veya aromatik yapida olan tiirler
ile iliskili olup, Mn acisindan her {i¢ matriks de hemen hemen ayn 6zellik gosterirken;
Cu agisindan aktik karbon adsorpsiyonu un ve findik i¢in uygun degilken; 1spanak icin
% 70 dizeyleri ile oldukca uygundur. n-oktanol ¢alismalari her ti¢ matriks igin de
biyoyararlilig1 belirtmede yetersiz kalmaktadir. n-oktanolde ekstraksiyon veriminin pH’
a bagl olmas1 ve oktanoliin yiiksiiz tiirleri alabilmesi sebebi ile sinirlilik goriilmektedir.
Ayrica matriks etkilesiminin oldugu yapilan calismalar ile ylizde geri kazanim
anlaminda dogrulanmistir. Yine de unda ve 1spanakta Cu i¢in n-oktanol sonuglart Mn’ a
gore daha iyi olup bu da bakirin yiiksiiz ve bagli oldugunu gosteren diger bir delildir.
Biyoyararlilik ¢alismalarindan elde edilen sonuglar ise; mide ve bagirsak sartlarinin
simulasyonu derecesinde belirlenebilmistir. Suya gecen diizeyler biyoyararlilik
acisindan iligkilendirildiginde; matriksler agisindan suya gecis az olup elementin
biyoyararliligi fazla da olabilmektedir. Buradan metalin suda ¢6ziinmesinin gerekli;
fakat tek basina biyoyararlilik ile iliskilendirmede yeterli olmadigi sonucuna ulasilabilir.

ICP-MS c¢aligmalarinin dogrulugunu gosteren validasyon calismalar1 da bkz. Cizelge
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4.5.9.1 ve Cizelge 4.5.9.5 arasinda verilmistir. Katyon degistirici kartus kolonlar ile
kesikli olarak matriks ayirma amagli olarak yapilan analizler sonucu matrikslerden
katyonik formda Mn’ 1n ¢ok diisiik diizeyde eliie edilebildigi belirlenebilmistir. Atiga
gecen element fraksiyonu ICP-MS ile degerlendirilse de bu oran ¢ok fazla artmamis
olup; 1spanak matriksi i¢in %3—6 arasinda, un matriksi i¢in %1-1,5 arasinda ve findik
matriksi icin de %2-21 arasinda degismektedir. Ispanak i¢in atiga gecen miktar da
degerlendirildiginde yiizde geri kazanimda ancak % 8 e kadar artis olabilmektedir. Bu
durumda, matriksin zayif baz o6zelligi gosterip kolondan eliie edilebilecek katyonik
formlar1 disindaki yapisinin daha fazla oldugu ve bu nedenle de kolonda tutuldugu
degerlendirmesine ulasilmistir. Uretici firmanin sartlandirma-eliisyon igin onerdigi
cozgenler (Anonim 2010) elisyon bazinda ICP-MS’e uyarlanmaya ¢alisiimistir.
Buradaki degisiklik eliisyonda metanolik amonyum hidroksit kullanimi1 yerine suda ve
yuzdesi daha az olan amonyakli eliisyon ¢dzgeni kullanilmasidir. Bu durum, ICP-MS’
te azot yiizdesi artirilmayarak girisimlerin de bunun dogal sonucu olarak
artirllmamasina gore ayarlanmistir. Deneysel sonuglar acisindan ikinci bir olasilik da bu
elusyonun yetersiz olabilecegidir. Birinci findik 6rneginde kati1 faz ekstraksiyonunda
yuzde geri kazanimin yiiksek olmasina; matrikste muhtemel mikroorganizma
faaliyetlerinin elementel yapinin bagli oldugu makromolekiiler yapiyr pargalamasi
seklinde Ongorii getirilebilir. Zira bu findik 6rnegi matriksinde ekstraksiyon oncesi

gozle goralur dizeyde kuf olusumu saptanmistir.

HPLC-ICP-MS sonuglarina bakilacak olursa ilk yapilan islem bu calismalar i¢in
kullanilan aparatlarin optimizasyonu; yani uygun piiskiirtme haznesi ve sislestirici
belirlenmesi olmustur. Sislestirici, sislestirici gaz akis hizi ve piuskirtme haznesi
pargalar1 standart olarak verilmistir (bkz. Cizelge 3.2.7.1.1). Ancak bu kisimlar sulu
veya seyreltik nitrik asitli ortamda ¢alismaya uygundur ve dogrudan organik ¢6zgen ile
calisilmak isteniyorsa bu parcalarin degistirilmesi gerekmektedir. Sadece bu degisim de
yeterli olmamaktadir; ayn1 zamanda organik ¢dzgen iletim kiti de kullanilmalidir. Bu
kit, belirli sicaklik kosullarinda organik ¢6zgenin ikincil bir gaz yardimi ile (oksijen)
dogrudan sisteme verilmesi ve organik icerigin bu ikincil gaz ile pargalanmasinin
artirilmasin1 saglar. Bu kit, icinde, standart olarak siklonik piiskiirtme haznesi de

barindirmakta; {izerine meinhard ya da diisik akis sislestiriciler sonradan
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takilabilmektedir. Literatiirde ortama inert veya reaktif gazin verildigi ¢arpisma veya
reaksiyon modlarinda ICP-MS cihazlari mevcuttur. Sistemimize ise ESI peltier
sogutmali siklonik puskirtme haznesi aksesuar1 takilarak organik cozgenler ile
dogrudan c¢alisma imkani incelenmistir. ICP-MS plazma kararliligt metanol ile
saglanmakta olup; diger ¢Ozgenlerde bu kararliligin olmadig goriilmistir. Diger
cozgenler ile yapilan denemelerde tiim ornek ve standartlara eklenen i¢ standart
okumalar tutarsizdir veya plazma kararli yanmamakta ya da sik sik sonmektedir. Bu
nedenle sadece metanollii 6rneklerde sonug¢ alinabildigi goriilmiistiir. Tirlendirme
calismalarinda siklonik piiskiirtme haznesi kullanimi1 daha ¢ok tercih edilebilir. Ciinkii
ilgili aparatin yiiksek taginim hizi, etkin yikama gibi avantajlar sundugu bilinmektedir.
Organik ¢ozgen calismalarinda standart ryton karsi akis yerine diisik akis veya
meinhard sislestirici de kullanilabilir. Diisik belirleme limitlerine ulasmak agisindan
meinhard sislestirici daha uygun gériilmiistiir. (Ilgili parametre Mn(Il) sinyal okuma
degeridir. HPLC-ICP-MS tekniginde 1 mg L™ Mn (I1) ¢ozeltisi icin ICP-MS’de diisiik
akis sislestiricide ve ilk ¢aligmalarda siddet degeri 900 000 iken meinhard sislestiricide
bu deger 1 900 000 olarak belirlenmistir. Denemelerde siklonik piiskiirtme haznesi

aparat1 sabit tutulmustur.

Ispanak, un, findik ve yagmur suyu matrikslerinde Mn i¢in pg Lt diizeyinde, bakir i¢in
mg L™ diizeyinde standartlar, scott-ryton karsi akis kombinasyonu ile yiiksek sinyal
siddetinde goriilebilmis olup bu birlesim 6rnek analizlerinde kullanim kolayligi
acisindan sonraki tiim ¢alismalarda kullanilmistir. Tiirlendirme ¢alismalarinda meinhard
sislestirici ve siklonik piskiirtme haznesi kullanimi tercih edilse de meinhard
sislestiricinin yapist itibari ile tikanmalar her ihtimalde daha fazla olabilecek ve daha
uzun sdreli sistem yikamalarini gerektirebilecektir. Calismalarimizda da goriildiigii
tizere meinhard nebulizer tikanmalara daha agik oldugundan duyarlili§i Mn i¢in yeterli
gelen scott aparatinin kullanilmasina karar verilmistir. Organik c¢odzgen ile yapilan
calismalar ise sinyal kararliligi ve tekrarlanabilir sonuglar agisindan daha zor olup
organik ¢dzgen iletim aparatinin yine de metanol ile ¢alisilmaya uygun oldugu ve bu
fraksiyonlarda dogrudan metal analizleri de yapilabilmesine imkan saglayacagi

belirlenmistir.
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HPLC-ICP-MS analizleri ile yiiklii ve bagli Mn/Cu tiirleri ile serbest ve yiiklii Mn/Cu
tiirlerinin belirlenmesine yonelik ¢aligmalar yapilmistir. Kolondan hizlica ¢ikabilecek
bilesenler serbest Mn/Cu veya yiiklii ve bagli Mn/Cu bilesenleri olabilecektir. Standart
cOzeltiler ile alan ve yiikseklige gore kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Gerek
kesiksiz analizde ICP-MS tarafinda belirlenebilirlik agisindan numunenin derisik
verilme zorunlulugu; gerekse teknikler arasi baglantidan kaynaklanan gecikmelere
dayandirilabilecek olan pik genislikleri nedeni ile alana gore degil yiikseklige gore olan
kalibrasyon egrileri grafikleri degerlendirilmis ve matrikslerde 1spanak icin % 51,8, un
icin % 60,6 ve findik igin % 6,6 oraninda serbest veya molekiiler yapida ayrica yiiklii
mangan belirlenirken; findikta buna ilaveten % 5,2 oraninda bagh fakat yukli mangan
tiirii de ongoriilmiistiir. Cu sonuglarinda tekrarlanabilirlik saglanamamis olup; genellikle
nicel tayin limitinden diisiik olmakla birlikte; bazen toplam metal miktarindan ¢ok daha
yiiksek sonuglar da gozlenebilmistir. Kalibrasyon egrisi ¢alismalarinda optimizasyon
yapildig1 ve diisiik belirleme limitleri elde edildiginde; en iyi ihtimal ile 1spanak, un ve
findik matriksleri icin siras1 ile % 10,47, % 4,46 ve % 0,34 serbest veya molekuler
yapida ayrica yiiklii *Cu diizeyleri belirlenmis olup; bunlar da ilgili elementin daha gok
bagli formda oldugunu gostermektedir. Ancak bakir analizlerinde tekrar elde
edilebilirlik saglanamadigindan matrikslerdeki bakirin HPLC-ICP-MS teknigi ile
analizinde en c¢ok tekrar elde edilebilirlik diizeyine ve bu sartlardaki kalibrasyon
egrilerine dayanilarak nicel tayin limitinden daha disiik diizeyde bakir oldugu seklinde
degerlendirilmeye varilmistir. Sistemde yiiklii ve serbest tiirler belirlenebileceginden,
numunedeki toplam metal derisimi kesiksiz sistem analizinde 6nemli oldugundan ve
bakir icin fraksiyonlama c¢alismalarindan da biiylikk Ol¢iide baglhh formlar
ongoriildiigiinden bu beklenen bir sonug olabilecektir. Bakirin hem cok diisitk hem de
matriks i¢eriginden de biiyiik belirlenmesinin; 6rnegin alkali metal girisimi gibi girigim
etkileri nedeni ile ya da kolon ile etkilesen bagli bakir tiirlerinin fazlaligindan
olabilecegi Ongoriilebilir. Bu durumda analizler aras1 daha etkin yikama ve kolondan
desorpsiyonu saglayacak metodolojik yaklagimlar uygulanmalidir. Yagmur sularinda da
bakir i¢in yukarida anlatilan durumun aynisi sdz konusudur. Yagmur suyunda mangan
diizeyleri ise belirleme limitinin altindadir. Toplam element dizeyine gére de bu
beklenen bir sonuctur. Yine de fraksiyonlama calismalarindaki kolloidal, ¢6ziinmiis,

partikiile mangan gibi tanimlamalar bagli yapilarin Onerilebilmesine 151k tutacaktir.
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Bakir i¢in tekrar elde edilebilirligin olmamasi, ayn1 matriks ve ayni 6rnek i¢in dahi hem
toplam duzeyden daha az hem de daha c¢ok serbest/yiikli bakir diizeyinin
gozlenebilmesi nedeni ile bu element i¢in 6n deristirme basamagi da uygulanmamustir.
Kat1 faz ekstraksiyonu ise uygun diizeyde sonuglar vermediginden Ozellikle yagmur
suyu Ornekleri i¢in Mn ag¢isindan deristirme s6z konusu olamamistir. Mangan igin
1spanak, un ve findik matrikslerinden elde edilen HPLC-ICP-MS sonuglari, segiciligi
sinirlt olsa da aseton ile ¢oktiiriilen fraksiyonlarda glikoproteinlere bagli olabilecegi
belirlenmis mangan diizeyleri ile uyumlu olup standart sapmalar dahilinde yaklasik

bitiinu (toplam element diizeyini) karakterize etmektedir.

Yukarida aciklanan pik genislemesine neden olabilecek iiglincii olasilik girisimler
olabilecektir. Literatiirde arsenik ¢alismalarinda bu yonde agiklamalar da goriilmiistiir
(Akter ve ark. 2005). Yine literatiirde siitte yapilan ¢alismalarda Chelex 100 ve AG-1
X-8 dolgu maddeleri ile ¢alisildiginda bakirin katyonik formda veya bagli oldugu,
enzim ve protein yapilarinda oldugu; ayrica protein yapilarinda daha ¢ok bulundugu
belirtilmistir. Katyonik tiir disinda nétral veya anyonik tiirler de olabilmektedir
(Abollino ve ark. 1998). Kisaca; matriks etkisi fazla olsa da bagl yapilarin
aydinlatilmasina yonelik ¢calismalarda literatiir ile uyumlu 6ngoriiler de ortaya konmaya

calisilmistir.

Sonug olarak; fraksiyonlama calismalarinin, c¢alisilan Orneklerin yapilariin ve bu
yapilardaki tasinim olaylarinin  anlagilmasinda kilit basamak olacagi; ayrica
biyoyararlilik ¢alismalarinin degerlendirilmesinde de yararli olabilece8i goriilmiistiir.
Bununla birlikte fraksiyonlama basamaklarinin se¢imi de matriks bilesenlerinin
dagilimlan ile iliskili olacaktir. Tiirlendirme calismalarina gegilebilmesi i¢cin de bu
dagilimlar 6nem gosterecektir. Tiirlendirme ¢alismalarinda metale bagli yapilarin genel
anlamda kararliliklar1 ve inert olup olmamalar1 6nemlidir. HPLC-ICP-MS tekniginin
kullanilabilirligi agisindan bakildiginda mobil faz yapisinin getirdigi siirlayici etkiler
yaninda; Ornekte bulunan bilesenlerin tayinlerinde seyrelme problemleri nedeni ile
zorluklar yasanabilmektedir. Bu acidan bakildiginda, sislestirme diizeneklerinde ve
tasinim yolunda optimizasyonlar yapilarak ozellikle duyarlilik agisindan bir takim

iyilestirmeler gerceklestirilse de plazma sartlarina eklenen mobil fazin girisim
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etkilerinden ve plazma sartlariin degisiminden kurtulmak igin yine ilave iyilestirmeler
gerekmektedir. Ayrica secilen mangan ve bakir elementleri tiirlendirme ¢alismalarindan,
bitkilerdeki stres ¢alismalarinin aydinlatilmasi ile uygun ligandlarin saptanmasi sonucu

gelistirilecek metotlar ile de daha basarili sonuglar alinabilecegi sdylenebilir.
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EKLER
EK-1

HPLC-ICP-MS ¢alismalarinda kullanilan cihazlar ve cihaz parcalar

Sekil 1. HPLC-ICP-MS cihazi (ICP-MS solda, ve HPLC sagda)

Scott puskurtme haznesi

Ryton kars1 akis sislestirici

Sekil 2. Scott tip pliskiirtme haznesi (¢ift yarikli, sagda) ve ryton kars1 akis sislestirici
(solda)
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Sekil 3. Siklonik (Cyclonic) plskirtme haznesi

Sekil 4. ICP-MS igin organik ¢Ozgen iletim aparati
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Sekil 5. Diisiik akis sislestirici(PFA-ST pFlow)

Sekil 6. Meinhard sislestirici

Sekil 7. Rheodyne cevirici valf
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