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OZET

Yuksek Lisans Tezi

DIETIL FITALAT BASKILANMIS MIKROKURELER iLE SULU ORTAMDAN
FITALAT ESTERLERININ UZAKLASTIRILMASI VE ANALITIK
UYGULAMALARI

Tug¢e YAZICI

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Kimya Anabilim Dali

Damsman: Dog. Dr. Elif TUMAY OZER

Bu c¢alismada, molekiiler baskilama teknigi kullanilarak sentezlenen yeni nesil
polimerik adsorban ile 6 fitalat esterinin es zamanli olarak sulu ortamdaki tayininde
kullanilabilecek yeni bir kat1 faz ekstraksiyon metodu gelistirilmistir. Molekiler
baskilama teknigi kullanilarak fitalat esterlerini (DMP, DEP, DBP, BBP, DnOP,
DEHP) segici olarak taniyabilecek baglanma bolgeleri igeren mikrokiireler hazirlanip
taramali elektron mikroskobu (SEM), infrared spektroskopisi (FTIR,) X-1s1m1
fotoelektron spektroskopisi (XPS) gibi tekniklerle karakterize edilmistir. Fonksiyonel
monomer olarak metakriloil-amidotriptofan metil esteri (MATrp), ¢apraz baglayici
olarak etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve kalip molekiil olarak dietil fitalat (DEP)
kullanilmistir. Farkli oranlarda fonksiyonel monomer/capraz baglayict kullanilarak
farkli formilasyonlarda adsorban ile adsorpsiyon ¢alismalari gergeklestirilmistir.
Sentezlenen adsorbanlar ile Batch-tipi DEP adsorpsiyonu ve segicilik ¢alismalari
gerceklestirildikten sonra hazirlanan adsorbanin kat1 faz ekstraksiyon malzemesi olarak
kullanilmasiyla, gelistirilen metot optimize edilmistir. Fitalat esterlerinin tayininde gaz
kromatografisi-kitle spektrometresi (GC-MS) cihazindan yararlanilmistir. Gelistirilen
yeni tayin metoduna iliskin gozlenebilme sinir1 (LOD), dogrusal ¢alisma araligi, giinler
i¢i ve glinler arasi tekrarlanabilirlik gibi analitik parametreler belirlenmistir. Calismada
LOD degerleri, 6 fitalat esteri i¢in 0,31-0,41 pg/L araliginda bulunmustur. Korelasyon
katsayis1 degerleri 0,988- 0,999 araliginda, yiizde bagil standart sapma (%RSD) verileri
giin i¢i ¢alismalar i¢in % 1,2—5,9 ve giinler aras1 ¢alismalar i¢in % 1,7-6,9 araliginda
bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Fitalat, molekiiler baskilama, adsorpsiyon, gaz kromatografi
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ABSTRACT

MSc Thesis

REMOVAL OF PHTHALATE ESTERS IN AQUEOUS MEDIA WITH DIETHYL
PHTHALATE IMPRINTED MICROSPHERES AND ANALYTICAL
APPLICATIONS

Tugce YAZICI

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Elif TUMAY OZER

In this study, a highly selective adsorption procedure combining dummy molecular
imprinting and solid-phase extraction was developed for simultaneous isolation and
determination of six phthalate esters which are dimethyl phthalate(DMP), diethyl
phthalate(DEP), di-n-butyl phthalate (DBP), benzyl butyl phthalate (BBP), di(2-ethyl-
hexyl) phthalate(DEHP), di-n-octyl phthalate (DnOP) from aqueous solution. The
imprinted polymer was prepared by using diethyl phthalate (DEP) as dummy template.
The dummy molecularly imprinted microbeads (DMIPS) were synthesized with
suspension polymerization. Methacryloyl-amido-tryptophan methyl ester (MATrp) and
ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA) were used as functional monomer and cross-
linker, respectively. The DMIPs microspheres were characterized by scanning electron
microscopy (SEM), infrared spectroscopy (IR) and X-ray photoelectron spectroscopy
(XPS). A series of DMIPs synthesized with different functional monomer/template
ratios were evaluated with adsorption experiments. The isolation performance of the
DMIPs and NIPs were also evaluated with selective recognition experiments. The
microspheres were applied as a specific sorbent for solid-phase extraction of six
phthalate esters from water, showing high affinity and high selectivity to the target
analytes. The DMIPs were successfully used for the selective analysis of six phthalate
esters from water by using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Under the
optimized conditions, very good linearity was observed for all analytes in a range
between 0.31-0.41 pg/L with coefficient of determination (R?) between 0.988 and
0.999. The relative standard deviations (RSDs) were in a range of 1.2—5.9% for intraday
precision and 1.7-6.9% for interday precision.

Key words: Phthalate, molecular imprited, adsorption, gas chromatography

2016, x + 92 pages.
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1. GIRIS

Endokrin bozucular, endokrin sistemin gelisimi ve fonksiyonunu degistiren, boylece bir
organizmada ters saglik etkilerine neden olan disaridan gelen bir madde veya
karisimlardir (Anonim 2016). Endokrin bozucu kimyasallar simifinda bulunan 1,2-
benzendikarboksilik asitlerin esterleri olan fitalatlar, Ostrojenik kimyasallar veya
endokrin bozucular olarak bilinen organik esterlerdir (Qiao ve ark. 2014). Plastik
malzemelere yumusaklik ve benzeri 6zellikler kazandirmak amaciyla ilave edilirler. Bu
molekdller, 6zellikle sert polivinil Klorur tipi plastiklere kovalent olmayan, polimerik
yaptya fiziksel yollarla baglandiklari i¢in kolaylikla ¢evreye tasinabilirler. Cocuk bakim
iiriinleri ve oyuncaklardan ¢igneme yoluyla, gidalara ambalaj ve ¢evreden bulasarak
sindirim yoluyla, deriden absorpsiyon yoluyla, gaz formunda solunum yoluyla, PVC
yapili cihazlardan ise direkt olarak viicuda alinabilirler. Bu yiizden su ve sulu ortamda

tayinlerine yonelik metotlarin gelistirilmesi uluslar arasi diizeyde 6nem kazanmustir.

1970-80°1i yillarda arastirmacilar fitalatlarin saglik iizerine olumsuz etkileri iizerine
aragtirma yapmaya yonelmistir (Shea 2003). Fitalatlarin mutajenik, kanserojenik ve
endokrin kesici Ozellikleri oldugundan siiphelenilmistir (Casas-Hernandez ve ark.
2003). Ayrica bu yapilarin yagdaki ¢oziinirliiklerinin yiiksek ve biyolojik olarak
depolanabilir olmalar1 nedeniyle viicuttaki yag dokularinda ve o6zellikle bobrek ve
karaciger gibi yag orani yiikksek organlarda tutulmasi s6z konusudur. Bu nedenle
kolayca besin zincirine katilarak c¢evreye dagilmalari miimkiin olmaktadir. Deney
hayvanlart iizerinde yapilan g¢alismalarda bu kiiresel kirleticilerin viicutta birikimi
sonucu; Ozellikle erkek Ureme sistemlerinde zarara ve c¢ocuklarda solunum yolu
hastaliklarina (astim vb.) neden olabilecegi vurgulanmistir. Ayrica hayvanlar {izerine
yapilan caligmalarda; bu yapilarin plasentadan fetiise; anne siitlinden de yeni dogana
gecisi saptanmigtir (Huber ve ark. 1996, Ema ve ark. 1997, Arcadi ve ark. 1998,
Wilkinson ve ark. 1999, Shea 2003).

Fitalat esterlerinin tekli analizlerinde genel olarak kullanilan cihazlar; gaz ve sivi

kromatografidir. Bunun yani sira; fitalat tuzlart ve esterlerinin toplam olarak



gideriminin takibinde ise Ultraviyole-Gorunur Bolge Spektrometre (UV-GB) ile 228-
230 nm dalgaboyundaki absorbans dl¢timleri kullanilmaktadir.

Adsorpsiyon teknikleri bu tiir kirleticilerin sucul ortamdan uzaklastirilmasi ve tayininde
siklikla kullanilan bir teknik halini almistir. Yiizey fonksiyonlarin fazlaligi sebebiyle
aktif karbon, birgok organik bilesik i¢in oldugu gibi fitalat esterlerinin adsorpsiyonunda
da kullanilmaktadir. Fitalat esterlerinin uzaklastirilmasinda aktif karbon etkin ve yiiksek
kapasiteli bir materyal olmasma karsin, rejenerasyonun maliyetli olmasi ve diisiik
mekanik dayaniklilig1 ¢oziilmesi gereken problemler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Son
yillarda polimerik materyaller genis yiizey alanlari, yiiksek mekanik dayanimlari,
ayarlanabilir kimyasal 6zellikleri, gézenek yapilar1 ve kolay rejenerasyonlar1 nedeniyle
aktif karbona alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Li ve SenGupta 1998, Ahmed ve
ark. 2000, Pan ve ark. 2007). Polimerik materyaller ¢ok farkli fiziksel formda
(mikrokire, nanokire, membran, film vb.) hazirlanabilmekte ve gapraz bagl yapisi
nedeniyle yiiksek bir mekanik dayanim gostermektedir. Bu materyaller, yuzeydeki
fonksiyonel gruplarin istenilen 6zellikte segilmesi ya da yiizeydeki gruplarin modifiye
edilmesi ile ayrilmasi istenilen molekiile 6zgii sekilde hazirlanabilmektedir. Ancak
“molekiiler baskilama™ adi verilen teknik, hedef molekiiliin daha da segici bir sekilde

ayrilmasina olanak saglamaktadir.

Molekiiler baskilama fikri Nobel 6diilii sahibi olan Linus Pauling’in antibadi olusumuna
iliskin teorilerinden ilham alinarak ortaya ¢ikmistir (Ansell ve ark. 1996, Mosbach ve
Ramstrom 1996). Pauling antibadilerin denatiire protein gibi davrandigini, hidrojen bagi
icermedigini ve zincirlerinin serbestce hareket edebildigini varsaymistir. Antijen ile
karsilastiginda “molekiiler tamamlama” adin1 verdigi olay ger¢eklesmekte ve antijenin
kimyasal yapisinda yer alan fonsiyonel gruplar antibadideki aminoasitler ile
etkilesmektedir. Bu sayede antibadi antijenin yapisini hafizasina almaktadir (Pauling
1940). Daha sonra bu hipotezin yanlis oldugu kanitlanmig fakat serbest halde hareket
eden polimer zincirlerinin bir molekiil etrafinda tamamlayic1 bir sekilde organize

olabilecegi fikri molekiiler baskilama olay1 i¢in ilham kaynagi olmustur.

Dogada gergeklesen bagisiklik yanit, ligand-reseptor etkilesimi ve enzim katalizi gibi

bir ¢ok biyolojik olaydaki molekiiler tanima olayini temel alan arastirmacilar daha iyi,



daha secici ve hassas analitik caligmalar yapabilmek i¢in dogada gerceklesen spesifik
tanima olaymi sentetik reseptorler hazirlamak ic¢in kullanarak “molekiiler baskilama”
olarak bilinen yeni bir alanin dogmasina neden olmustur. Molekiiler baskilama, kalip
molekiil etrafinda fonksiyonel monomerlerin organize olmasi ve ¢apraz baglayici
ilavesiyle polimerizasyonun gergeklestirilmesi sonucunda, sekil ve boyut olarak kalip
molekiile 6zgii baglanma bdlgeleri iceren yeni bir malzemenin elde edilmesi esasina

dayanmaktadir.

Bu tez caligmasinin amaci molekiiler baskilama teknigi kullanilarak sentezlenen
polimerik adsorban ile sulardan fitalat esterlerinin tayinininde kullanilabilecek yeni bir
kat1 faz ekstraksiyon metodu gelistirmektir. Dietil fitalat (DEP) baskilanmis yeni nesil
polimerik malzeme ile fitalat esterlerine 6zgii tanima bolgelerine sahip, fonksiyonel bir
kat1 faz materyali sentezlenerek, uzaklastirma amagli kullamlmustir. Ilk olarak
molekiiler baskilama teknigi kullanilarak fitalat esterlerini segici olarak taniyabilecek
baglanma bolgeleri iceren mikrokiireler hazirlanarak karakterize edilmistir. Fonksiyonel
monomer olarak bir aminoasit monomeri olan metakriloil-amidotriptofan metil esteri
(MATrp), capraz baglayici olarak da etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) kullanilmustir.
Tanima bolgelerinin hazirlanmasi i¢in tiim fitalat esterlerini temsil etmesi icin dietil
fitalat (DEP) kalip molekiil olarak kullanilmigtir. Diger bir ifadeyle, DEP molekili
burada analizi yapilmak istenen tiim fitalat grubunun taninmasi i¢in model kalip
(dummy template) olarak Tiirkgelestirilebilecek molekuldlr. Bu ¢alisma sonucunda,
molekiler baskilama teknigi kullanilarak hazirlanmis olan yeni nesil bir polimerik
materyal ile belirlenen 6 fitalat esterinin sulu ortamdan es zamanli olarak
uzaklastirilmasi ve tayini i¢in yeni bir metot gelistirilmistir. Fitalat esterlerinin tayininde
gaz kromatografisi-kitle spektrometresi (GC-MS) cihazindan yararlanilmistir.
Gelistirilen yeni tayin metoduna iliskin dogrusal ¢alisma aralifi, gézlenebilme siniri
(LOD), tayin smir1 (LOQ), korelasyon katsayisi, giinler i¢i ve gilinler arasi
tekrarlanabilirlik gibi analitik parametreler belirlenerek elde edilen sonuglar mevcut

yontemler ile karsilastirilmis ve yeni metodun avantajlar1 belirlenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Endokrin Bozucular

Hormonlar; iiremeyi, biiyiime ve gelismeyi, kanin su, elektrolit ve besinsel dengesini
diizenler. Viicuttaki her hiicre farkli yollarla hormonlar tarafindan diizenlenir. Fakat
hormonlar gidalardan, igeceklerden veya hava yoluyla alinan endokrin bozucu

kimyasallardan (EDC) olumsuz yonde etkilenmektedir.

Endokrin bozucular; endokrin sistemin gelisimi ve fonksiyonunu degistiren, ekzojen
madde veya madde karisimlaridir. Bu maddeler, hormonlarin iiretim, salinim,
baglanma, tasinma, aktivite, yikim ve viicuttan atilimlar1 {lizerine etki etmektedirler.
Dogada dogal olarak bulunabildigi gibi degisik sentetik ve endlstriyel driinlerin
icerisinde de yer almaktadirlar (Tsumura ve ark. 2002, Farahani ve ark. 2008). Dogal
endokrin bozucular; yar1 6miirleri kisa olduklari ve dokularda birikmeden kolaylikla
viicuttan atildiklar1 igin genellikle 6nemli yan etkiler olusturmayan bozuculardir.
Bunlardan en iyi bilineni fitodstrojenlerdir. Fitodstrojenler, viicutta tretilen dstrojenlere
gore daha zayif etki gosterirler ve gilinliik hayatta sik olarak tiiketilen besinlerde
(sarimsak, maydanoz, hububat, havug, patates, visne, elma ve kahve) bulunurlar.
Fitodstrojenler, ancak yogun ve ¢ok miktarlarda alinmalar1 sonucunda belirgin etkiye
neden olurlar (Tsumura ve ark. 2002). Sentetik endokrin bozucular; endustride, tarimda
ve evde kullanilan degisik iiriinlerin iginde bulunurlar (Blount ve ark. 2000, Li ve ark.
2012). Giglii ostrojenik etkisi olan “dietilstilbesterol” (DES) en ¢ok taninandir. DES,
ilk defa 1938 yilinda {iretilmis, Amerika ve Avrupa’da uzun yillar boyunca
toksemilerde, erken dogum tehdidinde ve fetal 6liimlerin 6nlenmesinde kullanilmistir.
Ayrica galigmalarda DES’e maruz kalan bayanlarda meme kanserinin gelisme riskinin
yaklagik 2 kat arttig1 ve farkli kanser risklerine yol agtigi, erkeklerde de testis kanseri
riskini arttig1 tespit edilmistir. Bu nedenle DES piyasadan kaldirilmistir (IARC 2000,
Tsumura ve ark. 2002, Gallart-Ayala ve ark. 2013).

Insanlar ve yaban hayati iizerinde olumsuz ydnde gelisimsel, nérolojik, iireme ve
immun etkileri nedeniyle endokrin bozucu kimyasallar {izerine genis ¢apta arastirmalara

odaklanilmaktadir. Son birka¢ yildir endokrin bozucularin saglik iizerinde olas1 tehdit



olusturmas1 konusunda endiseler biliylimektedir. Bu sebeple bu kimyasallarin etki
mekanizmalariin aydinlatilmasi konusunda literatiirde yapilan caligmalara rastlamak

mUmkandr.

Endokrin bozucularin ¢evrede bulunma siiresi sudaki ¢oziiniirliiklerine, 1s1 ve 1518a karsi
hassasliklarina baglidir. Biiyiikk ¢ogunlugu cevre, gida ve tiiketici tirlinleri gibi ¢esitli
matrikslerde bulunmaktadir. Temizlik malzemeleri, fungusitler (mantar ilaglari),
pestisitler (zararli canlilar1 6ldiiren ilaglar), herbisitler (yabani otlar1 yok eden ilaglar) ile
boyalar, plastikler ve c¢oziiciiler gibi organik kimyasallarin endokrin bozucu olma
potansiyeli vardir. Bu maddelerin ¢ogunun yagda eriyerek, yag dokusunda birikirerek
veya yikilip zararsiz hale getirilme islemi zor oldugu i¢in viicutta uzun siire kalip zararh
etkilerde bulunabilirler (IARC 2000, Tsumura ve ark. 2002). Endokrin bozucularin
insan saglig1 tizerine etkileri incelendiginde Ozellikle iireme sistemi ve tiroid
fonksiyonlarmi etkilemekle birlikte diger bir¢ok etkilerinin de oldugu tespit edilmistir
(Blount ve ark. 2000, Li ve ark. 2012). Bu nedenle endokrin bozucularin etki
mekanizmalar1 da genis capta arastirilmahidir. Baslica endokrin bozucu kimyasallar

Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Baslica endokrin bozucu kimyasallar (Yesilkaya 2008)

Fitoostrojenler Prunetin, Glisetein, Ekuol, Daidzein, Enterolakton, Enterodiol,
Genistein

Organohalojenler Dioksinler, Furanlar, Poliklorlu Bifeniller (PCB), Hekzaklorobenzen

Pestisitler DDT, Endosulfan, Kepon, Vinklozolin, Atrazin

Fitalatlar Di-etilheksil fitalat, butil benzil fitalat, di-n-butil fitalat, dietil fitalat,

dimetil fitalat, di-n-oktil fitalat

Agir metaller Arsenik, Kadmiyum, Uranyum, Kursun, Civa
Mlaglar Dogum kontrol haplari, dietilstilbesterol (DES)
Digerleri Bisfenol A, B ve F, nonilfenol, stiren, 4-nitro toluen, 2,4-diklorofenol




2.2. Endokrin Bozucu Kimyasallardan Fitalatlar

Fitalatlar veya fitalik asit esterleri (1,2-benzendikarboksilik asit), fitalik anhidritin
diesterleridir. Fitalik anhidrit ile okso alkollerin arasinda gerceklesen esterifikasyon
reaksiyonu ile sentezlenirler. (ECOBILAN 2001). Fitalatlar; plastik malzemelere,
reginelere, yapistiricilara, esneklik, yumusaklik, dayanmiklilik ve benzeri 6zellikler
kazandirmak amaciyla ilave edilir. PVC, oyuncaklar, kisisel bakim drinleri, boyalar,
endiistriyel plastikler, tibbi aletler gibi evsel tiriinlerden farkli endustriyel Griinlere kadar
1930’1u yillardan beri genis bir yelpazede kullanim alan1 bulmaktadirlar (Staples ve ark.
1997, Tsumura ve ark. 2002, Farahani ve ark. 2008). Ayrica kozmetikler, insektisitler
ve farmasoétikler icerisinde de kiigiik miktarlarda kullanilmaktadir (Hashizume ve ark.
2002). Tiim diinyada yillik milyonlarca ton fitalat tiretilmektedir (Blount ve ark. 2000).
Fitalatlarin igerisinde di-2-etilheksil fitalat (DEHP), diinya ¢apinda en ¢ok iiretilen
plastiklestiricidir. Bu bilesigi sirasiyla dibutil fitalat (DBP), di-izo-desil fitalat (DIDP)
ve di-izo-nonil fitalat (DiNP) bilesikleri takip etmektedir (Li ve ark. 2012, Gallart-Ayala
ve ark. 2013).

Fitalatlarin endokrin bozucu etkileri {izerine literatiirde pek ¢ok caligma bulunmaktadir.
Swan ve ark. (2005) erkek cocuklarda anogenital mesafe ile anne idrarindaki fitalat
diizeyleri arasinda bir iligkinin oldugunu bildirmektedirler. Bu nedenle fitalatlar, emzik
ve oyuncaklarin i¢erisinden ¢ikartilmistir. Fitalatlarin 6zellikle testiste sertoli hiicrelerini
etkiledikleri ve FSH’in sertoli hiicrelerini uyarmalarini engelledikleri kabul
edilmektedir. Kondo ve ark. (2006) prepubertal ve yetiskin erkek siganlara fitalat
verdiklerinde prepubertal siganlarin testislerinde daha belirgin hasarin olustugunu tespit
etmiglerdir. Fitalat verilen siganlarin testislerinde, germ hiicre dejenerasyonu da
saptanmistir. Baglica endokrin etkileri; erkeklerde sperm sayisinda azalma, pubertal
jinekomasti, ev tozu fitalatlarin alimiyla alerjik semptomlar ve astim riskinde artig

olarak belirlenmistir.

2.2.1. Fitalatlar ve fizikokimyasal 6zellikleri

Oda sicakliginda fitalatlarin biliylik cogunlugu renksiz ve kokusuz yagli sivilardir.

Kaynama noktalar1 190- 530°C araliginda degismektedir. Sudaki ¢dziiniirliikleri yiiksek



veya disiik oktanol/su katsayisina (kow) gOre nitelendirilir. Bu faktér oktanol
icerisindeki denge konsantrasyonunun sudakine orani olarak ifade edilmektedir. Sudaki
¢Oziinlirligli disik olup, zincir uzunlugu artikca diger bir ifadeyle molekiil agirligi
arttikca ¢oziiniirliik de azalmaktadir. Sonug¢ olarak, DMP ve DBP gibi kisa alkil
gruplara sahip diisiik molekiil agirlikli fitalatlarin suda ¢oziiniirligli uzun zincirli
fitalatlara oranla daha fazladir (Lyche ve ark. 2009). Fitalatlarin sudaki ¢6ziiniirliikleri,
sulu ortamdaki toksisitelerini, biyobirikimlerini ve biyobozunmalarini etkilemesinin
yant sira yiyeceklerdeki ve viicuttaki dagilimini1 da kontrol eder. DMP, DEP, DBP ve
BBP gibi diisiik molekiil agirlikli fitalatlar i¢in Karickhoff ve ark. yaptigi bir ¢aligmada
teorik agidan tahminler ile birbirine uyumlu olarak alkil zincirindeki karbon atomlari ile
sudaki ¢oztinirlikleri arasinda negatif korelasyon belirlenmistir (Karickhoff ve ark.
1991). Ayrica alkil zinciri uzunlugu artmasi ile log kow degerinin (DMP 1,61, DEP 2,38,
DBP 4,45, BBP 4,59) artmasi, beklendigi gibi hidrofilisitenin azalmasindan
kaynaklanmaktadir (Staples ve ark. 2000). Fitalatlarin genel kimyasal yapisi sekilde
(Sekil 2.2.1) ve bazi fitalatlarin fizikokimyasal 6zellikleri Cizelgede verilmistir (Cizelge
2.2.1).

OR
OR'

O
Sekil 2.2.1 Fitalatlarin genel kimyasal yapisi

Cizelge 2.2.1. Ticari olarak yaygin kullanilan bazi fitalatlarin kimyasal isimleri ve
fizikokimyasal 6zellikleri (Yang ve ark. 2015)

Isim CAS No Mol Sudaki K.N.  Yogunluk logk
Agirh@ Cozunurluk (C) (g/mL) ow
(g/L)

Dimetil Fitalat 131-11-3 194,18 1 282 1,190 1,61
(DMP) C10H1004
Dietil Fitalat 84-66-2 222,24 1,080 295 1,120 2,54
(DEP) C12H1404
Di-n-butil 84-74-2 278,35 0,013 340 1,043 4,45
Fitalat C16H204
(DBP)




Cizelge 2.2.1. Ticari olarak yaygm kullanilan bazi fitalatlarin kimyasal isimleri ve
fizikokimyasal 6zellikleri (devami)

Benzilbutil 85-69-7 312,36 0,00269 370 1,12 4,9
fitalat (BBP) Ci9H2004
Di(2-etil-heksil)  117-81-7 390,56 i 384 098 7,73
fitalat (DEHP) C24H330,
Di-n-oktil fitalat  117-84-0 390,56 - 380 0,99 9,1
(DNOP) C24Hzs04

2.2.2. Fitalatlarin alim yollar

Insanlarin fitalatlara en ¢ok maruz kaldigi kaynaklar materyal ile ilgili olanlar (insaat
malzemeleri, mobilya, elektronik aletler), kozmetik, ambalajlama, boyama, tekstil ve
medikal cihaz Grlnleri, endustriyel urunler, zirai (insektisitler, pestisitler ve ilaglar)
trtinler ve atiklardir (Wilkinson ve Lamb 1999, Nakamiya ve ark. 2005, Wormuth ve
ark. 2006). Insanlarin fitalatlara maruziyeti ya direk temas sonucu ya da fitalat iceren
tirtinlerin kullanimiyla gerceklesebilir. Oral alim (agiz yoluyla), inhalasyon (solunum),
PVC yapimi cihazlardan enjeksiyon ve deri absorpsiyonu yoluyla fitalatlara maruz
kalinmaktadir (Aurela ve ark. 1999). Baz fitalatlarin alim yollar1 Cizelge 2.2.2°de

verilmistir.

Cizelge 2.2.2. Fitalatlar ve potansiyel maruziyet kaynaklar1 (Heudorf ve ark. 2007)

Fitalatlar
Dietil fitalat (DEP)

Potansiyel Maruziyet Kaynaklari

Kisisel bakim {irtinleri, kozmetikler

L Plastik yer karolari, gida tasiyici bantlar, suni deri, trafik
Benzilbutil fitalat (BBP) konileri
onitleri

. s PVC plastikler, lateks yapistiricilar, kozmetikler, kisisel
Di-n-butil fitalat (DBP) . . o
bakim tiriinleri, seliiloz plastikler, boya ¢oziictleri

. . o Yap1 malzemeleri, araba iiriinleri, giysi, gida ambalajlari,
Di (2-etilhekzil) fitalat (DEHP)
¢ocuk iirtinleri, tibbi cihazlar

Di-n-hekzil fitalat (DnHP) Alet saplar1, doseme, vinil eldivenler

Di-n-oktil fitalat (DnOP)
Di-isononil fitalat (DINP)
Di-isodesil fitalat (DIDP)

Bahge hortumlari, yer karolari, tasiyici bantlar
Bahge hortumlari, tenteler, oyuncaklar

PVC plastikler, suni deri, oyuncaklar




Polivinil klortr (PVC), polietilen terefitalat (PET), polivinil asetat (PVA) ve polietilen
(PE) gibi plastik maddeler kiitlece %10’dan %60’a degisen oranlarda fitalat
icermektedir (IARC 2000). Bu plastik maddeler ambalajlama ve islem siirecinde
kullanilmaktadir (Stales ve ark. 1997, Matsumoto ve ark. 2008). Fitalat molekdllerinin
polimer ile iyi derecedeki uyumu sebebiyle polimer igerisine girer ve molekiiller arasi
kuvvetleri azaltarak herhangi bir kimyasal reaksiyon olmadan PVC nin vizkozitesini
etkili bir sekilde azaltir. Plastik matriks ile kimyasal bag yapmamasindan dolay1 da
hava, toprak ve yer alti sularina tasimabilirler ve bitkiler ve hayvanlar absorbe
ettiklerinde besin zinciri igerisine girerler (Castillo ve Barcelo 2001). Literatirde
insanlarin fitalatlara pek ¢ok yolla maruz kaldigina dair uzun yillardan beri ¢aligmalar
yapilmaktadir. Genel niifustaki fitalat maruziyetinin en biiyiik kaynagi kontamine olmus
gidalarin alimidir. Tahminen, ginlik alinimi DBP igin maksimum 0,48 pg/kg/giin
(MAFF 1996), DEHP igin 4,9-18 pg/kg/giin (Meek ve Chan 1994), BBzP i¢in 0,11—
0,29 ng/kg/giin‘diir (MAFF, 1996). Castle ve ark. (1990) yaptig1 ¢aligmada siit sagma
cihaz1 kullanarak Norvecteki giinliik siit 6rneklerindeki DEHP seviyeleri olgiilmiistiir.
Siit sagma haznesinden toplanan siit 6rneklerdeki DEHP miktarlar1 30 pg/kg- 50 ng/kg
araliginda bulunmustur. Kontrol 6rnegi olarak ise elde sagma ile elde edilen sit
ornegindeki DEHP miktar1 5 pg/kg olarak belirlenmistir. Yapilan baska bir ¢caligmada
gercek Ornek calismast olarak marketten alinan plastik ambalajli 5 farkl siit
orneklerinin analizinde DBP, DIOP, DMP fitalat bilesiklerine rastlanmistir (Yan ve
ark. 2011). Sonuclara gore plastik ambalajlardan sute fitalat esterleri dGnemli élglide goc
edebilmektedir. Sui ve ark. (2014) yaptig1 bir ¢alismada Cinde beslenme ile DEHP’e
maruz kalinmasi tizerine arastirma yapmuslardir. Calismalara gore ifade edilen DEHP
alimi1 ¢ocuklarda 4,51, yetiskinlerde 2,03 ve genel popiilasyonda 2,34 mg/kg dir. Ayrica
DEHP’1n temel kaynaklar1 yetiskinler i¢in tahillar %44,57, et tirlinleri %15,70 ve igme
sular1 %12,28 dir. Cocuklar igin ise; tahillar 39,44, icme sular1 %16,94 ve et Urlnleri
%15,81 degerlerindedir.

Ortam havasiyla da fitalatlara maruz kalinmaktadir. Clark ve ark. (2011) galismasinda
aerosol ve partikiillere yapistigin1 ve ev ortaminda bulunan tozlarda DEHP varligini

belirlemistir.



Medikal cihazlar yoluyla fitalat alimi ile ilgili Kambia ve ark. (2001) yaptigi bir
caligmada kronik bdbrek yetmezligi olan hemodiyaliz bakimi yapilan 4 saatlik diyaliz
seans1 boyunca plastik diyaliz tiipiinden hastalara gecebilecek DEHP miktar
Ol¢iilmiistiir. Diyaliz makinesinin ¢ikisinda Olgiilen kan plazmasindaki DEHP

konsantrasyonu 0,4 pg/mL’den 2,6 pg/mL’ye ¢iktig1 tespit edilmistir.

Farmasotik ilaglar ¢ogunlukla ilacin sindirim kanalinda dagilim yerini ve zamanini
etkileyecek sekilde bir polimerle kaplanirlar. Ornegin; Eudragit, amonyak metakrilat
kopolimer kaplamasi olup diisiik mide pH’sinda bozunmadan dururken yiiksek pH’l1
kalin bagirsakta bozulur (Chourasia ve Jain 2003). Bagirsakta ilag dagilimini etkilemek
icin Eudragit’e DBP ve DEP igeren ¢esitli plastiklestiriciler katilabilir. ABD Patent
Ofisinin veri tabanindaki bir internet arastirmasinda (http://www.patentstorm.us/)
kaplamalarinda DBP ve DEP iceren fitalat plastiklestiricilere sahip farmasdtik tirlinlerin
birgok orneklerini gostermektedir. Ayrica Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan 2010 yilinda yapilan arastirmada kozmetik iirlinlerinin fitalat icerigi
belirlenmistir. Bu arastirmaya gore farkli markalara ait tirnak cilas1 triinlerinde DBP,
vucut kremleri ve losyonlarinda, parfiimlerde, sag iiriinlerinde, yiiz ve viicut boyalarinda
bliylik oranlarda DEP, deodorantlarda DMP ve DEP bilesiklerine rastlanmistir
(USFDA, 2010).

Fitalatlarla yumusaklastirilmig polimer oyuncaklar, ¢ocuklarda potansiyel oral
maruziyet kaynagidir. Avrupa Birligi biitiin gocuk oyuncaklari, DEHP, DBP ve BBzP
iceren ¢ocuk bakim esgyalar1 bunun yani sira DiNP, di-n-oktil ftalat (DnOP) ve DiDP
iceren 3 yas alti ¢ocuklar i¢in tasarlanmis oyuncaklarin pazarlanmasini gegici olarak
yasaklamistir. Cocuklarin agiz aktivitelerinden kaynaklanan ortalama DINP maruziyeti
varsayimlar ve istatistiksel tekniklere bagli olarak 5,7 ile 44 ng/kg/giin araligindadir
(Kavlock ve ark. 2002).

Endokrin bozucu kirleticiler simifa ait olan fitalat esterleri, biyolojik organizmalar
tizerinde lireme ve gelisimsel saglik etkileri gostermektedir. Erkek cinsiyet organlarinin
gelisimine katkida bulunan 6nemli bir androjen (veya erkek cinsiyet hormonu) olan

testosteron seviyelerini azaltabilirler (Struve ve ark. 2009). 1960’11 ve 1970’1li yillarin
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baslarinda hayvanlar {izerinde yapilan calismalarda fitalatlarin 6zellikle mutajenik ve
teratojenik etkilerinin bulunmas: ile toksisiteleri dogrulanmistir (Calley ve ark. 1966,
Singh ve ark. 1974). Zhou ve ark. (2011) yaptig1 ¢alismada DEP, DBP, DMP, DNOP
ve DEHP gibi diisiik mol kiitleli fitalatlarin embriyo zarinin yapisina zarar verdigi ve
deniz salyangozlarinin embriyonik gelisimleri sirasinda psikolojik homeostasis
rahatsizliklarina sebep oldugu belirlenmistir (Zhou ve ark. 2011). Baska bir ¢alismada
DBP’nin kadinlarda cinsiyet olgunlagsmasimi geciktirebildigi erkeklerde ise sperm
kalitesini azalttig1 belirlenmistir (Dobrzynska ve ark. 2011). Zhang ve ark. (2011)
yaptig1 ¢alismada da dibenzil fitalatin (DBzP) 06strojenik agonist/antagonist etkisi
oldugu bulunmustur. 2012’de yapilan bir ¢alismada DEHP in oksidatif stres yolu ile
folikiil biiyiimesini inhibe edici 6zelligi kanitlanmistir (Wang ve ark. 2012). Ayrica
antiandrojenik etkisi de erkek sicanlarmn cinsel olgunlagma siirecinde goézlenmistir

(Carbone ve ark. 2013).

Kluwe ve ark. (1982) yaptig1 bir caligmada fitalat esterlerinin (DEHP, BBP, adipat,
fitalamit ve fitalik anhidrit bilesikleri) kanserojenik etkilerini siganlar ve fareler
tizerinde test etmislerdir. 102-106 hafta boyunca fareler ve sicanlar test kimyasallarina
maruz birakilmigtir. Test sonunda hayatta kalan hayvanlar {izerinde tiimor varlig
arastirilmigtir. Di(2-etilheksil) fitalat (DEHP)’in fareler ve sicanlarda kanserojenik

oldugu diisiiniilmiistiir.

2014 yilinda yapilan bir calismada DEP’1n kadinlarin {ireme sistemindeki Ostrojenik
potansiyeli belirlenmistir (Kumar ve ark. 2014). Bostonda 1180 hamile bayanda
yapilan bir prospektif kohort ¢alismasinda idrar rneklerinde 9 fitalat metabolitleri tayin
edilmistir. Sonuglara gore fitalatlarin bazilar1 erken dogum riskini 6nemli Olgiide
arttirabilmektedir. Dolayisiyla fitalatlara uzun siire maruz kalindiktan sonra anormal
uremeye yol acabilmekte ve 0zellikle hamile bayanlar ve c¢ocuklarda toksisitenin
artmasi ile birlikte endokrin bozucu kimyasallar olarak diisiiniilmektedir (Gallart-Ayala
ve ark. 2013, Miodovnik ve ark. 2014).

Benson (2009) yaptig1 ¢alismada diisitk mol kiitleli fitalatlarin gézlerde, burunda ve

bogazlarda tahris edici etkisi oldugunu bulmustur. Hayvanlar iizerine yapilan
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calismalarda fitalatlarin akciger ve bobrek hasarlari ile yakindan iligkili oldugu
saptanmistir. Son zamanlarda yiiksek derecede DEHP maruziyetinin etkisi (zerine
Cinde yapilan arastirmalarda PVC film imalat1 yapan 352 g¢alisanin %33’Uniin giinlik
DEHP alimi 22,7 pg/kg (agirlik/giin)’dir (Wang ve ark. 2015). Fakat bu miktar Amerika
Cevre Koruma Ajansinin belirttigi 20 pg/kg degerinden ¢ok daha fazladir (US EPA
1981). Bu calismaya gore yiikksek dozda yogun olarak DEHP’¢ maruz kalmak
norotoksik hastaliklar, alerjik semptomlar ve solunum problemleri gibi rahatsizlara

sebep olarak sagliga olumsuz yonde etki etmektedir.

2.2.3 Fitalatlar ile ilgili getirilen kisitlamalar

Fitalatlarin tim bu etkilerinden dolay1 gidalarda ve plastiklerde kullanimi ile ilgili
Avrupa Birligi Komisyonlart ve Avrupa Gida Giivenligi Otoriteleri tarafindan
dizenlemeler yapilmaktadir (EC-CSTEE 1999, EU Commission Directive 2002/72/EC,
2005/84/EC, 2007/19/EC).

Ornege benzer gida drneklerinin hazirlanmasi ve kullanimi ile gidalarla temas eden
ambalajlardaki birkag fitalat icin Avrupa Birliginin belirledigi belirli migrasyon limitleri
(SML) bulunmaktadir (EFSA 2005). Ornegin BBP icin 30, DEHP icin 1,5 ve DBP icin
0,3 mg/kg yiyecek tir (EU Commission Directive 2007/19/EC). SML limitlerinin
kullanilmamasi1 disinda gida triinlerinde limit deger 60 mg/kg olarak uygulanmaktadir

(European Union, Commission Regulation (EU) No 10/2011/EC).

Turkiyede de 2004/781/EEC sayili Komisyon Karari1 dikkate alinarak Avrupa Birligi
mevzuatina uyum kapsaminda 2006 yilinda Saglik Bakanligi tarafindan Resmi
Gazete’de yayimlanan ‘Oyuncak ve Cocuk Bakim Egyalarindaki Fitalatlar Hakkinda
Teblig’ ile cocuk oyuncaklarinda ve ¢ocuk bakim iirtinlerinde fitalat kullanimu ile ilgili
bazi siirlamalar getirilmistir. Bu Teblig, {i¢ yasindan kiigiik cocuklarin agizlarina
gotlirebilmesi muhtemel olan ve agirhiginin % 0,1’inden fazlasini bazi fitalatlardan
(DINP, DEHP, DnOP, DDP, BBP, DBP) bir veya birkaginin olusturdugu kismen ya da

tamamen yumusak PVC’den iiretilen oyuncaklar ile cocuk bakim esyalarini kapsar.
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2.3. Fitalatlarin Analizinde Kullanilan Tayin ve Ornek Hazirlama Metotlar

2.3.1. Fitalatlarin tayin metotlari ile ilgili literatr

Genel olarak cesitli matrikslerden fitalatlarin kantitatif analizlerinde yaygin olarak
kromatografik tekniklerden yararlanilir. Tiim analitik tekniklerin arasinda Kiitle
Spektrometrisi ile birlestirilmis Gaz Kromatografisi (GC-MS) veya Tandem MS (GC-
MS-MS), MS ile birlestirilmis Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) veya
HPLC-MS-MS teknikleri kullanilmaktadir. Sensérler ve Ultraviyole-Gortnir Bolge
Spektroskopisi (UV-GB) teknikleri de fitalat analizleri icin kullanilmaktadir (Yang ve
ark. 2015).

Diistik molekiil agirligi, kismen diisiik polarite ve fitalatlarin termal stabilitesi sayesinde
MS, MS/MS veya FID ile birlestirilen GC metodlar1 2010 yilindan beri gidalarda
fitalatlarin taninmasi ve kantitatif analizleri i¢in temel ara¢ haline gelmistir. Bunun ile
ilgili literatiirde yapilan GC ile fitalat esterlerinin ¢esitli matrikslerden analizine yonelik

caligmalar asagidaki ¢izelgelerde verilmistir (Cizelge 2.3.1.1, 2).

13



Cizelge 2.3.1.1. Cesitli gida matrikslerinden farkli ekstraksiyon teknikleri ile fitalatlarin GC analizlerine yonelik yapilan ¢alismalar (Yang ve ark. 2015)

(50°C / dk; 5 dk)

Analitler Matriks Ornek Hazirlama | Dedektor ve Ayirma | Enjeksiyon Firin Sicakhik LOD (LOQ) Referans
Metodu Kolonu Modu / Program
Sicaklik
DMP, DEP, DBP, BBP, Sise siitleri Ultrasonik destekli FID KB-1 Split oran1 10 150°C (2 dk) den 0,64-0,79 Yan ve ark. 2011
DIOP, DNOP dagitict sivi-sivi (30m x 0,25mm X /290°C 285°C ye (25°C / dk; ng/g
mikroekstraksiyon 0,25um) 10 dk)
DMP, DEP, DIBP, DBP, Zeytinyag1 Headspaca kati-faz IT/MS ZB-5 MS (30m - /260°C 70°C (2 dk) den 0,02-0,05 Rios ve ark. 2010
DAP, DHP, BBP, BBEP, mikro ekstraksiyon | x 0,25mm x 0,25 pm) 200°Cye (6°C/dk; 5 mg/kg
DEHP, DOP vb. dk) 295°C ye (4°C /
dk; 8 dk)
DMP, DBP, DEP, DEHP, Yagh gidalar S1vi-S1vi FID ve MS DB-5 MS Splitless / 40°C den 320°C ye 0,4 (1,2) pg/g | Ostrovsky ve ark.
DNDP Ekstraksiyon (30m x 0,25mm x 280°C (20°C / dk) 2011
0,25 pum)
DMP, DEP, DBP, BBP, Sarap Ultrasonik vorteks FID ve IT/MS SE-54 Splitless / 100°C den 300°C ye >0,022 pg/L Cinelli ve ark.
DIBP, DEHP destekli dagitici stvi- | MS (30m x 0,25mm x 110°C den (10°C/ dk) (0,075 pg/L) 2013
s1v1 0,25mm) 310°C ye
mikroekstraksiyon 800°C/dak
DMP, DEP, DBP, DAP, Soya Siitl Molekiiler MS DB-5 MS (30m x | Splitless/ - 150°C den 170°C ye 0,013-0,022 He ve ark. 2010a
DNOP Baskilanmis Kati- 0,25mm x 0,25pum) (30°C / dk); 300°C ye ug/mL
Faz Ekstraksiyon (40°C / dk; 3 dk)
(MISPE)
DMP, DEP, DBP, BBP, Hidroalkolik Amberlite XAD-2 FID ve IT/MS SE-54 Splitless / 100°C den 300°C ye 1,21-2,51 Cinelli ve ark.
DIBP, DEHP gida icecekleri absorbani ile Kati- (30mm x 0,25mm x PTV (10°C/ dk) pg/pL (2,42- 2014
Faz Ekstraksiyon 0,24 pm) 5,03 pg/uL)
(SPE)
DBP, DEHP Tavuk ¢orbast | Manyetik mikro kati- FID DB-5 26,3-36,4 Makkliang ve ark.
faz ekstraksiyon (30m x 0,25mm x - - pg/mL 2015
0,25um)
DMP, DEP, DBP, BBP, Sebzeler Karigtiricih sorptif | MS DB-17 MS (30m Spitless / 75°C (0,5 dk) 200°C | 15,8-106 pg/g Cacho ve ark.
DEHP, DOP ektraksiyon x 0,25mm x 0,25um) PTV ye (25°C/dk); 275°C 2012

14




Cizelge 2.3.1.1. Cesitli gida matrikslerinden farkli ekstraksiyon teknikleri ile fitalatlarin GC analizlerine yonelik yapilan ¢aligsmalar (devam)

DMP, DEP, DCHP, DBP, Sebze Suyu Oyuk fiber —sivi faz | MS DB-5 MS (30m x Splitless / 60°C (1 dk) den 0,0001-0,01 Zhu ve ark. 2013
DNNP, DEHP, DIHP, ekstraksiyonu 0,25mm x 0,25um) 250°C 220°C ye (20°C / dk, ug/mL
DBEP, DIBP, DMEP, 1dk); 280°C ye (5°C/
DPRP, BBP, DPEP vb. dk, 4 dk)
DMP, DEP, DBP, DIBP, Yagh Gidalar Dagitici kati faz MS HP-5 MS (30m x Splitless / 60°C (1 dk) den 0,4-0,8 ng/mL | Liveark. 2012
DMEP, DPEP, DNHP, ekstraksiyonu 0,25mm x 0,25pum) 250°C 220°C ye (20°C/ dk,
DPHP, DNOP vb. 1dk); 280°C ye (5°C/
dk, 4 dk)
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Cizelge 2.3.1.2. Sulu sistemlerden farkli ekstraksiyon teknikleri ile fitalatlarin GC analizlerine yonelik yapilan ¢alismalar (LaFleur ve Schug 2011)

Ornek Matriksi Ornek hazirlama Ilgili Bilesikler Ayirma Ayirma Kolonu Dedeksiyon Tayin Simr Referanslar
Teknigi Teknigi (LOD)
Capraz baglt %5
Nehir ve deniz SPME termal DMP, DEP, GC-MS metilsilikon (HP-5MS 30m El - MS 3-30ng L*! Penalver ve ark.
Sular1 desorpsiyon DBP,DEHP x 0,25mm x 0,25um) 2001
%5 difenil, %95
fgme Suyu Karigtiricilt sorptif DBP, BBP (LVI)GC-MS dimetilpolisiloksan (TRB- El-Kuadropol 3-40ng L Serodio ve
ekstraksiyon 5MS 30m x 0,25mm x 0,25 Nogueira 2006
pm)
DMP, DEP, DBP, %5 difenil, %95
Atik Su Tiirevlendirilmis SPE BBP, BEHP, DOP, GC-MS dimetilpolisiloksan (HP- El-Kuadropol 20-400 ng L Ballesteros ve ark.
BPA 5MS 30m x 0,25mm x 2006
0,25um)
%5 difenil, %95
Atik Su SPE ve turevlendirme | NP, Fitalat Esterleri, GC-MS dimetilpolisiloksan (DB- El-Manyetik 1,5-172ng Lt Fernandez ve ark.
El, BE2, E3, 5HT 15m ve 1m polisiloksan Sektorli 2007
6n kolon
Fitalatlar, %5 difenil, %95
Atik Su Karistiricili sorptif Alkilfenoller, E1, GC-MS dimetilpolisiloksan (DB- EI-MS 2ngL? Tan ve ark. 2008
ekstraksiyon BE2 5MS 30m x 0,25mm x 0,5
pm)
%5 difenil, %95
Endustriyel ultra ATD ile modifiye DEP, DBP, BBP GC-MS dimetilpolisiloksan (DB- El-Kuadropol 36-95ng L Liu ve ark. 2008
saf su edilmis SPE 5MS 30m x 0,25mm x 0,25
pm)
DMP, DEP, DAP, %5 difenil, %95
Cesme ve icme Siv1 faz DnBP, BBP, DCHP, GC-MS dimetilpolisiloksan (DB- El-Kuadropol 0,02-0,05 Farahani ve ark.
sular1 mikroekstraksiyon DEHP 5MS 30m x 0,25mm x 0,25 pg Lt 2008
pm)
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Cizelge 2.3.1.2. Sulu sistemlerden farkli ekstraksiyon teknikleri ile fitalatlarin GC analizlerine yonelik yapilan ¢aligmalar (devam)

Fitalatlar, %5 difenil, %95
Atik Su Kat1 faz Alkilfenoller, BPA GC-MS dimetilpolisiloksan (HP-5 El-Kuadropol 3-54ng L? Sanchez-Avila ve
mikroekstraksiyon 15mx 0,25mm x 0,25 pum) ark. 2009
DMP, DEP, DBP, %5 difenil, %95
Atik Su ve S1vi-sivi ekstraksiyon BBP, DEHP, DOP GC-MS dimetilpolisiloksan (DB-5 EI-MS 0,05-0,1 pg L? Clara ve ark. 2010
Yagmur Suyu 60m x 0,25mm x 0,25 pm)
DMP, DEP, DBP, %5 difenil, %95
Saf su ve NaCl Kati faz DAP, DEHP, DnOP, GC-FID dimetilpolisiloksan (SE-54 FID 6-30 ng L™ Skoog ve Leary
sulu ekstrakt mikroekstraksiyon DIDP 25m x 0,32mm) 1996
%5 difenil, %95
Atik Su Sivi-sivi ekstraksiyon | DIDP, DMP, DnBP, GC-ECD dimetilpolisiloksan (HTB- ECD 20-30ng L* Dargnat ve ark.

DnOP

50m x 0,22mm x 0,25 pm
ve 6n kolon)

2009
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2.3.2. Fitalatlarin analizinde kullanilan 6rnek hazirlama metotlari ile ilgili literatir

Cesitli matrikslerden (sag, atik su, toprak, biyolojik sivilar, gida vb.) endokrin
bozucularin analizleri ¢ogunlukla analizden 6nce genis ¢apli 6rnek hazirlama gerektirir.
Ornek matriksinden hedef bilesiklerin ekstraksiyonu ve izolasyonu girisim yapabilecek
tirlerin varligiyla zorlasabilir. Bu sebeple fitalatlarin tayinine yonelik yiksek segicilik
ve duyarlilikta 6rnek hazirlama metotlar1 gelistirmek gereklidir (He ve ark. 2010a). Bu
amacla fitalatlarin analizi ile ilgili literatiirde pek cok oOrnek hazirlama teknikleri

kullanilmuistir.

Tekniklerin biliylk ¢ogunlugunda Ornek matriksinden ekstrakte etme ve saflagtirma
lizerine c¢alisilmaktadir. Fitalatlarin analizinde kullanilan Ornek hazirlama metotlari,
Ornegin tiliriine gore bazi farkliliklar gosterse de genel olarak kullanilan 6rnek hazirlama
basamaklar1 su ana basliklar altinda toplanabilir:

1. Cozici kullanilan teknikler; sivi-sivi ekstraksiyon ve mikroekstraksiyon, dagitici
stvi-s1vi ekstraksiyon, siiper kritik akigkan ekstraksiyonu, Soxhlet ekstraksiyonu,

2. Adsorban kullanilan teknikler; kati faz kolon ekstraksiyonu, kati faz
mikroekstraksiyon, batch tipi ekstraksiyon, molekiiler baskilanmig kati faz
ekstraksiyonu,

3. Gozucusuz teknikler; termal desorber ve head-space metotlar1 olarak verilebilir.

Yan ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada, sise sularinda 6 fitalatin ultrasonik
destekli dagitict sivi-sivi mikroekstraksiyon teknigi kullanilarak GC-FID ile analizi
gerceklestirilmistir. 0,8 mL metanol (dagitici) ve 40 uL. CCls (ekstraktant) 8 mL lik st
cozeltisine ilave edilmistir. Emiilsiyon haline getirilmis karisim bulanik ¢ozelti formu
olugmasi i¢in 2 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir. Optimum kosullarda
analitlerin deristirme faktorii 220-270 kat araliginda bulunmustur. TUm analitler igin
lineer aralik 0,8-51 ng/g olarak gézlenmistir. LOD degerleri (S/N=3) 0,64-0,79 ng/g
araligindadir. Glini¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik degerleri %4 ten daha az
bulunmustur (n=5). Bu metodun fitalat esterlerinin tayininde basarili bir sekilde

uygulandigi rapor edilmistir.
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Yapilan bagka bir caligmada sehir atik sularinda 14 endokrin bozucu kimyasalin eser
miktarlarinin es zamanl tayinine yonelik analitik metot gelistirilmistir. Analizlenen
bilesikler; bisfenol-A ve klorlu tirevleri, alkilfenoller, DMP, DEP, DBP, BBP, BEHP,
DnOP dir. Kat1 faz ekstraksiyon metodu kullanilarak analitler 6nderistirme islemine tabi
tutulmus ve sonrasinda sivi kromatografik ayirma ve kiitle spektrometrik dedeksiyon
(LC-MS) ile analizlenmistir. DEP i¢in dedeksiyon limit degeri 12 ng/L olarak
bulunmustur. ispanyada Granada sehri atik su érneklerinde bu kimyasallarin tayini i¢in
metot basarili sekilde uygulandigi ve geri kazanim c¢alismalar1 ile de validasyonu

gerceklestirildigi belirtilmistir (Zafra-Gémez ve ark. 2008).

Abb ve ark. (2009)’nin yaptigi ¢alismada BBP, DBP, DEHP, DIDP ve DINP
bilesiklerinin tayinine yonelik hizli bir analitik metot gelistirilmesi hedeflenmistir.
Olgiim cihaz1 olarak sivi kromatografi-elektrosprey iyonlastirma MS/MS (LC-ESI-
MS/MS) cihazi kullanilmustir. i¢ sandart kalibrasyonu ile bulunan tayin limitleri DEHP
icin 4 mg/kg, DBP icin 14 mg/kg dir. Bu galisma ile tozlar igerisindeki fitalatlarin
toplam miktar1 {izerinde hali ve plastik materyallerin ne Olglide etkili oldugu
incelenmistir. Sonug¢ olarak ev ortaminda da onemli Olgiide fitalatlar gorilebildigi

bildirilmistir.

Ostrovsky ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada yagl gidalarda fitalatlarin 80
“C de 20 saat siireyle fitalik asidin bazik ortamda hidrolizine dayanan bir teknikle GC-
FID ile analizi gerceklestirilmistir. n-Hegzan ile pH=1’de sulu ayrigma iriiniinden
lipofilik girisim yapan tiirlerin seg¢ici ekstraksiyonu yapilmistir. Fitalik asit su ve
kloroformdan olusan iki fazli sistemde diazometan ile DMP’ye tiirevlendirilmistir.
Kloroform fazinda absorplanan DMP, GC-FID ile tayin edilmistir. DMP igin LOD
degeri 0,4 pg/g, LOQ degeri ise 1,2 ug/g olarak sonucglanmistir. Gergek oOrnek
calismasinda morina ve ringa baligi, tereyagi, domuz eti, kaz ve ordek yagi, aygicegi
yagi, kolza ve bezir yag: analiz edilmistir. Ordek yaginda fitalat icerigine rastlanmazken
en yiiksek tereyaginda detekte edilen deger 12,5 pg/g olarak bulunmustur. Fakat bu
teknigin temel dezavantaji klor igeren organik ekstraktantlar (CCls ve CHCI3) cevresel
kirleticiye sebep olabilmektedir. 100°C’den daha diisiik sicakliklarda sivi olan 6zel

organik tuzlarin yeni bir tiirii olan iyonik sivilar (IL) ¢evreci ekstraktantlar DLLME
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tekniginde kullanilarak alkollii iceceklerden DEHP, DBP, DIBP ve BBP ekstraksiyonu
icin kullanilmistir (Fan ve ark. 2014). Kullanilan ekstraktantlarla kiyaslandiginda iyonik
stvilar ugucu ve toksik olmamasinin yani sira geri doniisebilirdir. Fakat yeterli derecede
stabil degildir ve bazi metalik katalizorlerle temas ettiginde ¢oziinebilirdir. Iyonik
stvilarin sentezinde birkag toksik c¢oziicliye ihtiya¢ duyulur. Ayrica saflastirma siireci
son derece karmasiktir ve yiiksek maliyete sebep olmaktadir. Bu yiizden genis caplt

uygulamalar kisithdir.

Klasik stvi-s1vi ekstraksiyon ile karsilastirildiginda DLLME tekniginin basitlik, hizlilik
ve kesinlik avantajlar1 Rezaee ve ark. (2006) tarafindan Onerilmistir. Yapilan bir
calismada ultrasonik destekli DLLME metodu sise siitlerindeki 6 fitalatin ekstraksiyonu
icin uygulanmistir. Dagitict (dispersif) olarak metanol, ekstraktant olarak CCls
kullanilmigtir. Zenginlestirme faktorii 220-270 araliginda bulunmustur (Yan ve ark.
2011). Bir baska calismada ultrasonik-vorteks destekli DLLME olarak ifade edilen
teknik, saraptaki 6 fitalatin ekstraksiyonu i¢in kullanilmistir (Cinelli ve ark. 2013).

2012 yili dncesinde birkag¢ ¢alismasi olmasina ragmen, 2012 yilindan sonra literatiirde
fitalat analizleri ile ilgili hizli bir artis olmaya baslamistir. Yag, siit, igecek ve ambalaj
ornekleri tizerinde c¢aligmalar yapilmistir. Fakat en c¢ok icecekler iizerinde yapilmig
calismalara rastlamak miimkiindiir (Sekil 2.3.2). Hemen hemen tiim 6rneklerde DEHP’
m en yiksek icerigi 2,685 g/kg olarak bulunmustur. DINP, DNOP, BBP ve diger
fitalatlar yumusak igeceklerde belirlenmistir (Self ve Wu 2012, Hsieh ve ark. 2013, Fan
ve ark. 2014, Chen ve ark. 2014). Bugiinlerde arastirmacilar sularda, sedimentlerde ve

hayvansal kaynakli iiriinlerde fitalat analizleri yapmaktadir (Yang ve ark. 2015).
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Sekil 2.3.2. Yillara gore fitalat analizleri yapilan matriks tiirleri (Yang ve ark. 2015)

2.3.3. Adsorpsiyon teknigi ile 6rnek hazirlama metotlar:

Fitalatlarin zenginlestirilmesi, izolasyonu, aritimi veya uzaklastirilmast amaciyla
gelistirilen adsorbanlar ile yapilan pek ¢ok ¢alismaya literatiirde rastlamak miimkiindiir.
Ticari gOzenekli regineler, ticari fonksiyonel polimerik recgineler, aktif karbon ve
modifiye aktif karbon, ¢gok duvarli karbon nano tupler gibi adsorbanlar kullanilmakla
birlikte son yillarda yeni sentezlenen polimerlerle literatlir g¢aligmalar1 giderek

zenginlestirilmekte ve gelistirilmektedir.

Luks-Betlej ve ark. (2001) yaptig1 bir ¢alismada 6 farkli non-polar ve polar fiberler ile 7
fitalatin su 6rneklerinden kati1 faz mikroekstraksiyonu yapilmistir. GC-MS sistemi ile
analizlenmistir. 7 um PDMS, 100 um PDMS, PDMS-DVB, DVB-Karboksen-PDMS,
PA ve CW-DVB fiberleri kullanilmistir. Ekstraksiyon verimi ve tekrarlanabilirligi
dikkate alindiginda 70-um Karbowax-divilbenzen fiber DMP ve DnOP fitalat igin
uygun bulunmustur. Dogrusal aralik 0,02-10 pg/L olarak belirlenmistir. LOD degerleri
DEP igin 0,02, DBP icin 0,005, BBP igin 0,005, DEHP i¢in 0,04 pg/L seklinde
bulunmustur. Almanya ve Polonyadan alinan su orneklerinde DEP, DnBP, BBP ve
DEHP miktarlar1 0,02-0,6 pg/L araliginda bulunmustur. Baska bir kati faz
mikroekstraksiyon ¢aligsmasinda 6 fitalat ile bir adipat esterinin sulardan ekstraksiyonu
ile GC-MS ile analizleri gergeklestirilmistir. SPME parametreleri ticari fiberler ile
belirlendikten sonra 65-um polidimetilsiloksan-divilbenzen (PDMS-DVB) fiber
secilerek Ispanyanin Tarragona sehrindeki endiistriyel limandan ve Ebro nehrinden

alinan su orneklerinin analizinde kullanilmistir. Calismada analizlenen bilesikler; DMP,
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DEP, DnBP, BBP, DEHP, BnOP ve DEHA dir. Bilesikler i¢in konsantrasyon araligi
0,4-3,2 pg/L olarak belirlenmistir. Gergek 6rnek ¢aligmasi ile elde edilen dogrusal aralik
0,1-10 pg/L olarak belirlenmistir. LOD degerleri 3-30 ng/L araliginda bulunmustur. 1
pg/L lik ornekler i¢in giinler arasi tekrarlanabilirlik %13, tekrar iiretilebilirlik %18’in

altinda oldugu rapor edilmistir (Penalver ve ark. 2001).

Jonsson ve Boren (2002) yaptig1 bir ¢calismada baz1 mono ve diesterler ve o-fitalik asit
bilesiklerinin saf sudan kati faz ekstraksiyonu ile GC-MS analizini ger¢eklestirmistir.
Caligmada polistiren-divilbenzen polimer ile hidrosilat ile modifiye edilmis polistiren-
divilbenzen polimerleri kat1 faz adsorbani olarak kullanilmistir. Analizlenen bilesenler
dimetil, monometil, dietil, monoetil, mono(2-etilheksil), monobenzil, butilbenzil, di(2-
etilheksil) ve didesil fitalat, fitalik asit ve 3-brombenzoik asittir. Monoesterler ve fitalik
asit protonlandiginda (pH=0,9) formunu korumaktadir. Bu yiizden asidik suda 6rnekler
hazirlanmistir. Tiim eliisyon ¢oziiciileri test edildiginde etil asetat her iki polimer i¢in de
yiksek geri kazanim (%61-89) degerlerinden dolayr en uygun c¢oziicii olarak
belirlenmistir. Kompleks matriksteki uygulamalarma ornek olarak kolondan asidik
sudaki ugucu yag asitlerinin (C2 — Cs) eliminasyonu gerceklestirilmistir. Li ve ark.
(2004) yaptig1 bir ¢alismada kaliks[4]aren/hidroksi-sonlandirilmis silikon (C[4]/OH-
TSO) yag kapli fiber adsorban kullanarak plastiklerdeki plastiklestiricilerden fitalik asit
esterlerinin  ultrasonik  ¢Oziicli  ekstraksiyonu ile  birlestirilmis kati  faz
mikroekstraksiyonu ile GC analizleri gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon parametreleri
(ekstraksiyon siiresi, ekstraksiyon sicakligi, iyonik siddet vb.) ve GC enjeksiyonunun
termal desorpsiyon kosullar1 8 fitalat i¢in optimize edilmistir. Kullanilan fiber, test
edilen bilesiklere iyi derecede duyarlilik ve segicilik gostermistir. LOD deger araligi
0,006-0,084 pg/L dir. Gergek ornek calismasinda kan torbalari, serum sisesi, gida
ambalajlama torbasi ve mineral su sisesinde bilesikler analizlenmis ve tiim 6rneklerde
sadece bis-2-etilheksil fitalat (DEHP) bilesigine rastlanmistir. DEHP igin geri kazanim
degerleri 9%95,5-101,4 araliginda bulunmustur. Gaz kromatografisinde farkli bir
dedektor kullanarak cevre suyu oOrneklerinden fitalat esterlerinin eser duzeylerini
dedekte etmek amaciyla bir kati faz mikroekstraksiyon metodu gelistirilmistir.
Aragtirmacilar tarafindan kati faz ekstraksiyon i¢in polianilin sorbent olarak secilmistir.

Adsorbanin yiiksek termal ve mekanik stabilitesini saglamak i¢in paslanmaz ¢elik tel

22



tizerinde elektrokimyasal olarak depolamiglardir. Polianilin filmin pordz yapisi
Taramal1 Elektron Mikroskopisi (SEM) ile karakterize edilmistir. Parametreler optimize
edilip SPME-GC prosediiriinii degerlendirmek amaciyla 5 fitalat esteri (DMP, DEP,
DAP, DBP, DOP) analiz i¢in sec¢ilmistir. Ayrica onerilen metot g6l ve nehirlerdeki su
orneklerinin analizinde de uygulanmistir. Kontrol deneyleri ticari poliakrilat (PA) fiber
kullanilarak yiiriitiilmiistiir. Olas1 ekstraksiyon mekanizmasi elektrokimyasal empedans
spektroskopi (EIS) kullanilarak arastirilmistir. Ticari silika kapli fiberlere gore
polianilin fiberin daha yiiksek fiziksel stabiliteye ve kimyasal inertlige sahip oldugu
belirtilmistir. Gelistirilen bu metodun fitalatlarin sulu ortamda izlenmesi agisindan basit,

hizl1 ve hassas bir teknik oldugu vurgulanmistir (Li ve ark. 2006).

Dietil fitalatin (DEP) su fazindan aktif karbon ile gideriminin yapildig1 bir ¢alismada
DEP konsantrasyonu, sulu fazin pH’1, adsorban miktari gibi parametrelerin giderim
verimine etkisi arastirilmis ve adsorpsiyon kinetiginin Langmuir ve Freundlich
adsorpsiyon izoterm modelleri ile uyum gosterdigi belirtilmistir. DEP analizlerinde C18
kolona sahip, HPLC kullanilmistir (Mohan ve ark. 2007). Aktif karbon
zenginlestirmesiyle yapay ter ¢ozeltisine di(2-etilheksil) fitalatin gecisinin GC-MS ile
tayinine yonelik baska bir ¢caligma yapilmistir. Di(2-etilheksil) fitalatin geri kazanimini
etkileyen faktorlerinin etkilesimini ve 6nemini anlamak ve maksimum geri kazanim i¢in
kosullar1 optimize etmek amaciyla yanit ylizey metodolojisi (RSM) kullanilmistir.
Yapay tiikiirtige ilave edilen analitlerin es zamanl tayini i¢in pH (3,1), aktif karbon
miktar1 (1,4 g/L), adsorpsiyon siiresi (55 dk) ve eliisyon ¢oziiciisii (kloroform) gibi
analitik kosullar optimize edilmistir. Farkli ¢ocuk oyuncaklarindan yapay tiikiiriige
DEHP gegcisi optimum kosullarda incelenmistir. Dedeksiyon limiti 13,8 pg/L olup, 100
pg/L lik analit miktarinin analizi i¢in yilizde bagil standart sapma (RSD) degeri %3,7
(n=5) nin altinda bulunmustur (Ozer ve Gliger 2012).

Sarap Orneklerinden fitalat esterlerinin analizine yonelik kati faz ekstraksiyon
metodunun gelistirildigi bir ¢alismada sarap Orneklerinden ekstrakte edilen 6 fitalat
bilesigi GC-MS ile analizleri gerceklestirilmistir. DEP, DMP, DEHP i¢in dogrusal
aralik 0,015-5 pg/mL (LOQ=0,024 png/mL) iken, iBP, DBP ve BBP i¢in bu aralik 0,018-
5 pg/mL (LOQ= 0,029) olarak belirlenmistir. Giin i¢i tekrarlanabilirlik %10-15 RSD,
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giinler arasi tekrarlanabilirlik %13-21 RSD arasindadir. Gergek Ornek g¢aligmasinda
marketten alinan beyaz ve kirmizi saraplar, sarap yapicilar ve deneme yapilacak bitkiler
kullanilmistir. Tiim Orneklerin fitalat igerdigi belirlenmistir. Ticari saraplarda ise tim

fitalatlarda daha yiiksek dedeksiyon sinyali elde edilmistir (Carlo ve ark. 2008).

Bagka bir ¢alismada ise DEP’in adsorptif uzaklastirma performansi ¢esitli adsorbanlar
ile degerlendirilmistir. DEP, islemler sirasinda 228 nm’de UV-GB ile spektrofotometrik
olarak takip edilmistir. Calismada aminlenmis polistiren re¢ine (NDA-101) ve okside
polistiren (NDA-702) regineleri arastirilmistir. Karsilastirma olarak da ticari homojenize
polistiren recine (XAD-4), akrilik ester recine (Amberlite XAD-7) ve komiir esash
granil aktif karbon (AC-750) kullanilmustir. Ilgili denge izotermlerinin de Freundlich
esitligi ile uyumlu oldugu ve DEP’in adsorpsiyon kapasitesinin NDA-702 > NDA-101 >
AC-750 > XAD-4 > XAD-7 seklinde oldugu belirtilmistir (Xu ve ark. 2008). Yapilan
bir ¢alismada DEHP analizi i¢in membran-filtrasyon zenginlestirme temeline dayanan
yeni bir ekstraksiyon metodu Onerilmistir. Naylon bir membran (0,22 mm bosluk
biiyiikliigii, 50 mm ¢ap) kati-faz destegi olarak se¢ilmistir. Vakum altinda 6rnek ¢ozelti
membrandan gegirilerek DEHP membran yiizeyine absorbe olmustur. Daha sonra
herhangi bir elusyon prosesi uygulamadan 275 nm’de Diffliz Reflaktans UV-
Spektroskopi yoluyla DEHP miktar1 belirlenmistir. Bu prosesin mekanizmasinda
DEHP ile membran arasindaki etkilesimler oldugu farzedilmektedir (hidrofobik
fonksiyonel grup etkilesimi, hidrojen bag1 ve m-m etkilesimleri gibi). Metodun giic
yaninin ¢oklu analitlerin es zamanli analizlerinde membran se¢iminin oldukca zor

oldugu vurgulanmistir (Chen ve ark. 2014).

Klasik SPE metodunun modifiye edilmesine dayanan MSPE yoOntemi, manyetik
nanosorbent kullanilan ve arastirmacilar tarafindan 6rnek hazirlama agisindan ilgi ¢eken
bir yontemdir. Manyetik nanosorbentler, nanopartikiillerin genis ylizey alanm1 ve
makrogozenek yapist gibi 6nemli 6zelliklere sahiptir. Yapilan bir ¢alismada polipirol
kapli FesO4 manyetik mikrokdreler sentezlenerek DMP, DEP, DIBP, DBP, BBP, DEHP
ve DNOP analizi i¢in kullanmilmistir (Meng ve ark. 2014). Manyetik mikrokireler
kullanilarak sulu ortamdan dietil fitalatin (DEP) uzaklastirilmasina yonelik yapilan bir

caligmada baryum hekzaferrit iceren (BaFe12019) manyetik poli(etilen glikol
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dimetakrilat-vinil piridin) (mag-poli-(EGDMA-VP)) kiireler sentezlenmis ve karakterize
edilmistir. Sulu ¢o6zeltilerden DEP’in uzaklastirilmasi amaciyla kullanilmistir. Manyetik
klreler; N2 adsorpsiyon/desorpsiyon izotermleri (BET), titresimli 6rnek magnetometresi
(VSM), X-1s1n1 toz difraksiyonu (XRD), elementel analiz, taramali elektron mikroskobu
(SEM) ve sisme oranlarinin belirlenmesi gibi yontemlerle karakterize edilmistir.
Kati/¢ozelti karisim oranlarinda, pH, baslangi¢ konsantrasyonu, etkilesim suresi ve
sicaklik gibi DEP’in adsorpsiyonuna etki eden faktorler optimize edilmistir. Manyetik
kiireler iizerinde DEP’in maksimum adsorpsiyon kapasitesi 98,9 mg/g (pH=3, 25°C) dir.
Langmuir ve Dubinin-Radushkevich adsorpsiyon izoterm modellerinden her ikisine de
uyumlu oldugu belirtilmistir. Pseudo-birinci-derece, pseudo-ikinci-derece ve partikil
ici difiizyon modelleri adsorpsiyon kinetiginin belirlenmesinde kullanilmistir.
Termodinamik parametreler adsorpsiyonun ekzotermik kosullarda gergeklestigini
gostermistir. 10 ardisik seri reaksiyondan sonra DEP’in adsorpsiyon kapasitesinin
degismedigi ve manyetik kiirelerin uygulamalarda yararli oldugu rapor edilmistir

(Osman ve ark. 2012a).

Kati faz ekstraksiyon materyali gelistirilmesi iizerine yapilan bir ¢alismada yeni
sentezlenen mikrokiirelerle yapay tiikiiriik ¢ozeltisinden fitalatlarin GC-MS ile tayinine
yonelik yeni bir metot gelistirilmistir. Poli (etilenglikol dimetakrilat-N-metakriloil-L-
triptofan metil ester) (poliEGDMA-MATrp)) mikrokireler sentezlenip karakterize
edilmistir. pH, adsorpsiyon siiresi ve adsorpsiyon miktar1 gibi kat1 faz ekstraksiyonuna
etki eden farkli parametreler merkezi kompozit dizayn (CCD) ile optimize edilmistir.
Yapay tiikiiriik ¢ozeltisine ilave edilen analitlerin es zamanli tayini ig¢in en uygun
kosullar; pH=6,8"de, adsorpsiyon suresi 90 dakika, adsorban miktar1 1,8 g/L ve ellsyon
cOzucusu  diklorometan olarak bulunmustur. Bu kosullarda ¢esitli  ¢ocuk
oyuncaklarindan tiikiiriige fitalatlarin gecisinin s6z konusu oldugu belirlenmistir

(Osman ve ark. 2013).

Fitalat esterlerinin ambalajli gidalardan manyetik kati faz mikroekstraksiyonu ile
tayinine yonelik yapilan bir calismada 6zgiin, basit ve diisilk maliyetli bir sorbent
gelistirilmistir. Manyetik ¢ok duvarli karbon nanotiipler-poli(vinil alkol) kriyojel mikro

kat1 faz ekstraksiyon sorbenti, polivinil alkol kriyojel igerisine manyetik ¢ok duvarl
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karbon nanotiipler ve manyetik partikiillerin birlestirilmesiyle elde edilmistir. Bu
sorbent, gida ambalajlarindan dibutil fitalat (DBP) ve di(2-etilheksil) fitalat (DEHP)
bilesiklerinin GC-FID ile analizden once ekstraksiyonunda kullanilmistir (Sekil 2.3.3).
Gergek ornek calismasi polipropilen ve yiiksek yogunluklu polietilen ambalajlardaki
corba Ornekleri ile yapilmustir. Plastik ambalajlardaki hazir corbalardan sicak su
icerisine gecen DBP ve DEHP miktarina bakildiginda tavuk ¢orbasi érneklerinde 0,02-
0,07 ug/mL araliginda sadece DEHP bulunmustur (Makkliang ve ark. 2015).

Mo manyetlk 30 dk. manyetlk
~ | adsorban |Iave5| sonikasyon ayirma

aseton: hekzan 20 dk.
(1:1) sonlkasyon

—
manyetik
ayirma

GC- FID

etil asetat evaporasyon
ile cozme

. manyetik adsorban © 50 analitler

Sekil 2.3.3. Fitalat esterlerinin adsorpsiyonu ve desorpsiyonu i¢in gelistirilen ¢ok
duvarli karbon tiipler-PVA kriyojel-MSPE prosediiriiniin sematik gosterimi (Makkliang
ve ark. 2015)

2.4. Molekiiler Baskilama Teknigi

Molekiiler baskilama fikri Nobel 6diilii sahibi olan Linus Pauling’in antibadi olusumuna
iliskin teorilerinden ilham alinarak ortaya ¢ikmistir (Ansell ve ark. 1996, Mosbach ve
Ramstrom 1996). Pauling antibadilerin denatiire protein gibi davrandigini, hidrojen bag:
icermedigini ve zincirlerinin serbestce hareket edebildigini varsaymistir. Antijen ile
karsilastiginda “molekiiler tamamlama” adin1 verdigi olay gerceklesmekte ve antijenin
kimyasal yapisinda yer alan fonsiyonel gruplar antibadideki aminoasitler ile
etkilesmektedir. Bu sayede antibadi antijenin yapisini hafizasina almaktadir (Pauling
1940). Daha sonra bu hipotezin yanlis oldugu kanitlanmis fakat serbest halde hareket
eden polimer zincirlerinin bir molekiil etrafinda tamamlayic1 bir sekilde organize

olabilecegi fikri molekiiler baskilama olayi i¢in ilham kaynagi olmustur.
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Dogada gergeklesen bagisiklik yanit, ligand-reseptor etkilesimi ve enzim katalizi gibi
bir ¢cok biyolojik olaydaki molekiiler tanima olayini temel alan arastirmacilar daha 1yi,
daha secici ve hassas analitik ¢alismalar yapabilmek i¢in dogada gergeklesen bu spesifik
tanima olaymi sentetik reseptorler hazirlamak icin kullanarak “molekiiler baskilama”

olarak bilinen yeni bir alanin dogmasina neden olmustur.

Molekiiler baskilanmis polimerler (MIP), molekiiler tanima agisindan etkili bir yontem
oldugundan 6rnek hazirlamada, kromatografik ayirmada ve sensdr hazirlanmasinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Isaretleme ve aritim basamaklar1 gerektirmeden
cevredeki endokrin bozucularm on-line izlenmesine olanak saglar ve laboratuvar temelli
analitik metotlara etkili bir alternatiftir. Seciciligin eksikligi ve analitlerin geri
kazaniminin diisiik oldugu durumlar kat1 faz ekstraksiyonu ile gézlemlenen en yaygin
sorunlardir. Bu sorunlar1 ortadan kaldirmak i¢in molekiiler baskilanmis polimerler

(MIP) ile kati-faz ekstraksiyon (SPE) birlikte kullanilabilmektedir.

Molekiiler baskilama, kalip molekiil etrafinda fonksiyonel monomerlerin organize
olmasi ve ¢apraz baglayici ilavesiyle polimerizasyonun gergeklestirilmesi sonucunda,
sekil ve boyut olarak kalip molekiile 6zgii baglanma bdlgeleri iceren yeni bir
malzemenin elde edilmesi esasina dayanmaktadir. Molekiiler baskilama proseduri

asagidaki Sekil 2.4’de gosterilmektedir.
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Sekil 2.4. Molekiiler baskilama yonteminin sematik gosterimi ( Hu ve ark. 2013)
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Molekiiler baskilama yontemi temel olarak {i¢ basamaktan olusmaktadir:
1.0n kompleklesme

2.Polimerizasyon

3.Kalip (hedef) molekiiliin uzaklastirilmasi

On komplekslesme asamasinda kalip molekiil (kiiciik bir molekiil, biyolojik bir
makromolekul ya da bir mikroorganizma) tamamlayici fonksiyonel gruplar igeren ve
polimerlesebilen bir monomer ile tersinir kovalent bag(lar), elektrostatik etkilesimler,
hidrojen baglari, Van der Waals etkilesimleri, hidrofobik etkilesimler ya da bir metal ile
koordinasyon bag1 olusturmak suretiyle etkilesir. On polimerizasyon karisimma (kalip
molekil-monomer kompleksi) bir ¢apraz baglayici, bir baslatict ve analitin spesifik
baglanma bolgelerine kolayca ulasmasin1 saglayacak olan gozenekleri olusturacak bir

gbzenek yapici (porojen) ilave edilir.

Polimerizasyon asamasinda monomer kalip kompleksi, kullanilan kalip molekiiliin
karakteristik 6zelliklerine de bagl olarak 1s1l ya da diisiik sicaklikta fotokimyasal olarak

polimerlestirilir.

Monomer ve capraz baglayict molekiilleri arasinda kimyasal baglarin olusmasindan
dolay1 polimerizasyon gerceklestirildiginde kalip molekiil etrafinda fonksiyonel
monomerlerin pozisyonu sabitlenir. Son agamada kalip molekiiliin uzaklastirilmasi ile
sekil, boyut ve fonksiyonel grup bakimindan kalip molekiile 6zgii baglanma bdolgeleri
iceren ii¢ boyutlu bir polimerik yap1 hazirlanmis olusur. Diger bir degisle baskilanmis

molekiiliin sterik ve kimyasal bilgisi polimer yapisina aktarilir.

Bu teknik basit ve ucuz olup, elde edilen molekiiler baskilanmis polimerler yiiksek
secicilikte, miikemmel mekanik kuvvette, sicaklik, asidik ve bazik kosullar ile organik
¢oziiciilere dayaniklidir. Bu yontem kati faz ekstraksiyonu (Tamayo ve ark. 2007), sivi
kromatografisi (Sellergren 2001), ilag salimim sistemleri (Cunliffe ve ark. 2005), kapiler

elektroforez ve elektrokromatografi (Turiel ve Martin-Esteban 2005), enzim benzeri
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kataliz (Hall va ark. 2005) veya sensor gelistirilmesi (Ye ve Haupt 2004) gibi alanlarda
genis capta kullanilmaktadir.

2.4.1. Molekiiler baskilanms polimer hazirlamada kullanilan yaklasimlar

Bugiine kadar molekiiler baskilamada gelistirilmis olan iki farkli yaklasim kovalent ve

kovalent olmayan baskilamadir (Sekil 2.4.1).

Poli mer!esebl
[B] ’ senlezl enmesi Polimerzasyon
r

Sekil 2.4.1. (a) Kovalent olmayan (b) Kovalent molekiiler baskilama yonteminin
sematik gosterimi

Kovalent yaklasim Wulff ve Sarhan (1972) tarafindan tanimlanmistir. Kovalent
baskilamada kalip molekiil polimerlesebilen bir fonksiyonel monomere (boronat ester,
ketal ve asetal ya da schiff bazlar1) kovalent olarak baglanir. Bir capraz baglayici
kullanilarak gerceklestirilen kopolimerizasyonun ardindan kalip molekiil yiiksek
derecede ¢apraz bagli polimer igerisinden kovalent bag1 kirmak suretiyle uzaklastirilir

ve kalip molekiilii spesifik olarak taniyan molekiiler bosluklar elde edilir.

Kovalent olmayan baskilama ise Mosbach ve ark. tarafindan gergeklestirilmis bir
yaklasimdir (Arshady ve Mosbach 1981, Andresson ve ark. 1984). Bu yaklasimda
spesifik baglanma bdlgeleri kalip molekiill ve fonksiyonel monomer arasindaki 6n
organizasyon ve ardindan gelen ¢apraz baglanma ile olusmaktadir. Kalip molekiil gerek

On organizasyon gerekse geri baglanma sirasinda baglanma bolgelerine hidrojen baglari,
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hidrofobik etkilesimler, van der Waals etkilesimleri ve iyonik gruplar arasinda
gerceklesen Coulomb etkilesimleri gibi  kovalent olmayan etkilesimler ile

baglanmaktadir.

Kovalent olmayan baskilama yontemin basitligi nedeniyle molekiiler baskilanmig
polimerlerin hazirlanmasinda daha sik kullanilan bir yaklasgim olup kovalent
baskilamaya gore bir¢ok avantaji vardir. En onemli iistiinliikleri 6n komplekslesmenin
kalip molekiil ve fonksiyonel monomeri basit¢ce karigtirmakla hazirlanabilmesi ve
etkilesimin kovalent olmamasindan dolayr kalip molekiilin yapidan kolayca
uzaklagtirilabilmesidir. Biyolojik molekiilleri de icine alan ¢ok sayida molekiiliin
fonksiyonel monomerler ile kovalent olmayan etkilesimlere girme kapasitesine sahip
olmasi nedeniyle, kovalent olmayan baskilama cok daha fazla gelecek vaadeden bir

yaklasimdir.

Kovalent olmayan molekiiler baskilamada en biiyiik sinirlama calisilan molekiile 6zgii
baglanma kosullaridir. Cogu durumda monomer ve kalip molekiil arasinda olusan
etkilesim hidrofobiktir ve polar ortam bu etkilesimleri bozar. Diger sinirlayict durum ise
etkilesim i¢in birden fazla bolgenin bulunmasma duyulan gereksinimdir. Tek bir
etkilesim bolgesine sahip olan molekiiller, 6rnegin sadece bir karbonil grubu, genellikle
siirli miktarda molekiiler tanima yetenegine sahip molekiiler baskilanmis polimerler

elde edilmesine neden olur.

Molekiiler tanima olay1 ii¢ boyutlu yapt ve fonksiyonel uyum gibi bir¢ok faktore
baglidir. Fonksiyonel tamamlayicilik dikkate alindiginda kalip molekiil ile molekiiler
baglanma bdlgesi arasinda gerceklesecek molekiiler tanima i¢in tiim kovalent olmayan
etkilesimler olussa bile olusan molekiiler baskilanmis {iriiniin kalite ve performansini
belirleyen, kalip molekiil, monomerler ve polimerizasyon reaksiyonunun kendisidir.
Daha da otesi molekiiler tanima bdolgelerinin sayist ve kalitesi, monomer ile kalip
arasinda olusan ©6n kompleksin oOzellikleri ve olusum mekanizmasiyla yakindan

iligkilidir.
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Molekiiler baskilanmig polimerlerin hazirlanmasinda kullanilan kalip molekiil,
monomer, ¢apraz baglayici, ¢oziicli, baglatici ve baglama yontemi ve polimerizasyon
yonteminin kendisi hazirlanan polimerin kimyasal, morfolojik ve molekiiler tanima

ozelliklerini etkilemektedir (Cormack ve Elorza 2004, Yan ve Row 2006).

Kalip molekiil fonksiyonel monomer ile etkileserek molekiiler tanima bdlgelerinin
sayis1 ve kalitesini etkilediginden biitiin molekiiler baskilama yontemlerinde merkezi bir
Ooneme sahiptir. Bircok nedenden dolay1 tiim molekiillerin kalip olarak kullanilmasi
mimkiin degildir. Molekiiler baskilanmis polimerler c¢ogunlukla serbest radikal
polimerizasyonu ile sentezlendiginden polimerizasyonun gergeklestirilebilmesi
acisindan, kalip molekiiller polimerizasyon kosullarinda kimyasal olarak inert olmalidir.
Eger kalip molekiil radikalik reaksiyonlara katiliyorsa ve polimerizasyon kosullarinda

dayanikli degil ise alternatif baskilama stratejileri belirlenmelidir.

Bir kalip molekiilde aranan 6zellikler sOyle siralanabilir:

(a) Kalip molekiil polimerlesebilir gruplar tasimamalidir.

(b) Kalip molekiilde serbest radikal polimerizasyonunu Onleyebilecek ya da
yavaglatabilecek gruplar ya da kalintilar (tiyol, hidrokinon kalintilar1 gibi)
bulunmamalidir.

(c) Kalip molekiil polimerizasyonun gerceklestirilecegi sicakliklarda ya da UV 1s18a

kars1 dayanikli olmalidir.

Baskilanacak molekiil olarak ilaglar, amino asitler, karbonhidratlar, proteinler, niikleotid
bazlar, hormonlar, pestisidler, koenzimler ve iyonlar kullanilabilir. Baskilanan molekiil
olarak iyon kullanildiginda polimerik malzemenin segiciligi, baskilanmis iyonun

yiikiine, boyutuna, koordinasyon sayisina ve geometrisine baglidir.

Fonksiyonel monomerler baskilanmig baglanma bolgesindeki baglanma etkilesiminden
sorumludur ve genellikle kovalent olmayan baskilama ydnteminde kalip molekiil ile
monomer arasindaki 6n kompleksin olusumunda reaksiyonu kompleks olusumu yoniine
kaydirmak i¢cin monomer, kalip molekiile gére daha fazla miktarda kullanilir. Kompleks

olusumunu ve baskilama etkisini arttirmak i¢in kalip molekiiliin fonksiyonelligi ile
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monomerin fonksiyonelligi uyumlu olmalidir. Ornegin biri H-bag1 donérii ise digeri H-
bag1 akseptorii olmalidir. Fakat bununla birlikte iki ya da daha fazla monomer ayn1 anda
kullanilarak polimerizasyon gergeklestirilecekse monomerlerin reaktifliklerinin orani
uygun olmalidir. Kalip molekiill ile monomer arasinda gerceklesecek olan ©n
komplekslesme monomerin elektronik ve sterik yapisini etkileyerek monomerin
reaktivitesini degistirecektir. Farkli kimyasal yapiya ve polariteye sahip fonksiyonel

monomerler ticari olarak mevcuttur ya da sentezlenebilmektedir.

Baskilanmis bir polimerde capraz baglayici polimer matriksin morfolojisinin (jel tipi,
makrogozenekli ya da mikrojel toz) belirlenmesi, baskilanmis baglanma bolgesinin
kararliliginin saglanmasi ve polimer matrikse mekanik dayaniklilik kazandirilmasi gibi
iic temel gorev istlenir. Kullanilan g¢apraz baglayici miktarinin molekiiler tanima
kapasitesine olan etkisi ile ilgili bir¢ok c¢alisma yapilmasina ragmen olaya
polimerizasyon agisindan bakildiginda yeterli mekanik dayaniklilia sahip makro
gozenekli malzemeler elde etmek igin genellikle yiiksek capraz baglanma oranlari
kullanilmakta ve hazirlanan polimerlerde ¢apraz baglanma oranlar1 %80°1 asmaktadir.
Yiksek oranda c¢apraz baglama polimerin c¢oziinmesini Onleyerek kolayca

kullanilmasin1 saglar.

Polimerizasyonda c¢apraz baglayicinin reaktifligi ile fonksiyonel ~monomerin
reaktiflikleri uygun olmalidir. Fonksiyonel monomer ya da ¢apraz baglayici fazla olursa
kopolimerizasyon etkin sekilde ger¢eklesmez. Capraz baglayict ajanin fonksiyonel
monomere orani da onemlidir. Eger mol oranlar1 ¢ok kiiclikse, kalip molekiillerin
baglanma bdlgeleri birbirlerine ¢ok yaklasir, hedef molekiilin baglanma bdlgeleri
komsu bolgeler tarafindan kapatilir ve etkin bir sonug elde edilemez. Cok biiyiik mol
oranlarinda da, ¢apraz baglayicinin fonksiyonel monomerlerle ya da kalip molekiille
kovalent olmayan etkilesimlere girmesi sonucu baskilamanin etkinligi yine

azalmaktadir.

Molekiiler baskilama ic¢in yaygin olarak kullanilan bir¢cok ¢apraz baglayic1 vardir.
Bunlardan ¢ogu ticari olarak iiretilmektedir ve bunlardan ¢ok azi kalip molekiil ile

etkilesime girerek fonksiyonel monomer olarak hareket ederler. Organik ¢oziiciilerde
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molekiiler baskilama i¢in etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve divinil benzen (DVB),

suda ise N,N’metilen bisakrilamit yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilardir.

Molekiiler baskilamada kullanilan ¢6ziicii, kullanilan tiim bilesenlerin (kalip molekiil,
fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayci ve baslatici) tek faz igerisinde olmasini saglayan
bilesendir. Diger 6nemli bir fonksiyonu da makro gdzenekli polimerdeki gdzeneklerin

olusumudur. Bu nedenle ¢oziicii genellikle porojen olarak da adlandirilir.

Makro gozenekli polimerler hazirlanirken kullanilan gézenek yapicinin 6zellikleri ve
miktart polimerin morfolojisini ve toplam gozenek hacmini belirleyen en onemli
etmendir. Termodinamik acgidan uygun bir gozenek yapici kullanildiginda elde edilen
polimerler genellikle hem iyi bir gdzenek yapisina hem de yiiksek bir spesifik yilizey
alanina sahip olmaktadir. Kullanilan gozenek yapicinin miktarini arttirmak, gdézenek

hacmini de arttirmaktadir.

Coziiclinlin  diger bir rolii ise polimerizasyon reaksiyonu olusurken sicakligi
dagitmasidir. Aksi taktirde, reaksiyon karigiminin sicakligi bolgesel olarak ¢ok yiiksek
olur ve istenmeyen yan reaksiyonlar olusabilir. Coziicliniin se¢imi baskilamanin tiirline
de baghdir. Kovalent baskilamada tiim bilesenleri iyi bir sekilde ¢6zdiigli takdirde
bir¢ok ¢oziicii kullanilabilir. Kovalent olmayan baskilamada ise kullanilan ¢oziicti kalip
molekiil ile fonksiyonel monomer arasindaki etkilesimi ve baskilama etkisini arttiracak
nitelikte olmalidir. Toluen gibi apolar, aprotik ¢oziiciiler hidrojen baglarinin olusumunu
stabilize ederken, komplekslesme i¢in hidrofobik etkilesimden yararlanilacaksa su iyi

bir segenek olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Prensip olarak serbest radikal polimerizasyonunu baslatmak i¢in kullanilan tiim
baslatma yontemleri kalip molekiiliin varliginda da kullanilabilir. Fakat baglaticinin
secimi kalip olarak kullanilan molekiil i¢in farkli olacaktir. Eger kalip molekiil
fotokimyasal ya da termal olarak kararsiz ise uygun baslaticinin se¢iminde gz oniinde

bulundurulmalidir. Bunun yani sira, 6n kompleks olusumunda hidrojen baglar1 etkin ise
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daha diisiik polimerizasyon sicakliklari tercih edilecektir ve bu durumda da diisiik

sicakliklarda kullanilabilecek fotokimyasal olarak aktif baslaticilar tercih edilmelidir.

Kalip molekiiliin yiiksek secicilikle taninmasi ve baskilanmis polimerler tarafindan
baglanmasi, malzemenin fiziksel ve kimyasal (esneklik, baglanma bdlgerinin sayis1 ve

malzemenin yapisi1 gibi) 6zelliklerine baglhdir.

Molekiiler baskilanmig polimerlerin daha kullanigli olmalari i¢in, seciciligin yaninda,
uygun kosullar altinda desorpsiyon ve geri baglanma kinetiginin de hizli olmas1 gerekir.
Bu yiizden molekiiler baskilanmis malzemelerin tasarimi yapilirken uygun baglanma
etkilesimlerinin se¢imi olduk¢a onemlidir. Birden fazla baglanma bolgesinin olmasi,
monomerin baglanma bolgeleri ile kalip molekiil arasindaki etkilesimlerin daha iyi
olmasi, dolayisiyla molekiiler tanimanin daha secici olmasini saglar. Molekiiler
etkilesimlerin farklilig, segiciligin ve tersinirligin derecesini etkiler. Ornegin, kovalent
baglarla olusturulan etkilesimler olduk¢a spesifiktir ancak geri baglanma kinetigi
yavastir. Bununla beraber, hidrofobik etkilesimlerin kinetigi daha hizhidir fakat
seciciliginde azalma gosterir. Genel olarak kovalent olmayan etkilesimler, birgok
bilesige uygulanabilir olmalari, hizli kinetigi ve daha uygun kosullarda bag olusumu ve
kirilmas1 ozellikleri gostermeleri nedeniyle daha genis uygulama alanlarina sahiptir.
Dahasi, m-m etkilesimleri, hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler gibi belirli
kovalent olmayan etkilesimler yeni molekiiler baskilanmis fonksiyonel polimerlerin

tasarimi igin gelecek vaad etmektedir (Lu ve ark. 2002).

Molekiiler baskilama teknigi, bir kalip molekiilii etrafinda fonksiyonel monomerlerin
kovalent veya non-kovalent etkilesimlerle diizenlenmesi ve sonrasinda uygun bir iglem
stireci ile kimyasal fonksiyona sahip kat1 malzemelerin olusturulmasini amaglamaktadir.
Islem sonrasinda kalip molekiiliin uzaklastirilmasi ile yapida kalip molekiiliine 6zgii
oyuk bolgeler olugsmakta ve ayirma, kimyasal tayin ve kataliz gibi islemler i¢in ideal bir
malzeme elde edilmektedir (Wulff 1995, Mosbach ve Ramstrom 1996, Lu ve ark.
2002). Molekiiler baskilama teknigi, kalip molekiiller yoluyla sentetik polimerlerde
spesifik tanima bolgeleri olusturmaktadir. Baskilanmis polimerle molekiiler tanima, son

yillarda yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir (Lu ve ark. 2002, Jiang ve ark. 2007).
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Molekdiler baskilanmig polimerler (MIP);

1-dogal reseptorlere yakin 6l¢iide segicilik ve afiniteleri,

2-dogal molekiillere gore kararliliklarinin yiiksek olmasi,

3-hazirlanmalarinin ve birgok farkli uygulamaya uyarlanmalarinin kolay olmasi,

Ozellikleri nedeniyle yogun arastirmalara konu olmaktadir (Yan ve Ramstrom 2005).

Cevre, ila¢ ve biyoteknoloji alanlarinda hizli ve verimli yeni yontemlere siirekli ihtiyag
duyulmasi, arastiricilari, daha 1iyi, daha secici ve duyarli analitik ¢aligmalarin
yapilmasina yoneltmistir. Molekiiler tanima temeline dayanan ayirma sistemleri
arasinda "molekiiler baskilama" yontemi ile hazirlanan tasiyicilar, hedef molekiile olan
yiiksek secicilikleri nedeniyle olduk¢a iimit vaat etmektedirler. Bu baglamda tez
calismasinda hedef alinan fitalat esterlerinin molekiiler baskilama yontemi ile analizine

yonelik yapilan calismalar dikkate alinmaktadir.

2.4.2. Fitalatlarin molekiiler baskilanmis polimerler ile analizlerine ydnelik

literatlir calismalar:

Literatiirde fitalatlarin adsorban olarak molekiiler baskilanmig polimerler ile analizlerine
yonelik yapilan ¢alismalar oldukcga kisithidir. Bu baglamda bu tez ¢alismasi ile de yeni

bir metot gelistirerek literatiire kazandirmak hedeflenmistir.

Literatiirde fitalatlarn GC-MS ile tayinine yonelik kati faz mikroekstraksiyon
diizeneginin hazirlandig1 bir ¢alismada; kalip molekiil; dibutil fitalat (DBP), monomer;
metil metakrilat (MMA) ve capraz baglayici; etilen glikol dimetakrilat (EDMA)
kullanilarak bir diizenek hazirlanmig ve direkt Ornekleme sistemi ile tayinleri

gerceklestirilmistir (He ve ark. 2010a).

Farkl1 bir adsorpsiyon c¢alismasinda ise; kalip molekiil; dipentil fitalat (DPP), monomer;
allil-p-siklodextrin (allyl- B -CD) ve metil metakrilat (MMA) kullanilarak yeni bir
molekiiler baskilanmis polimer (MIP) sentezlenmis ve adsorpsiyon kinetikleri
aydmnlatilmistir.  Ilgili MIP ile inek siitinde ultraviyole-goriinir  bolge

spektrofotometresi (UV-GB) ile fitalatlarin tayini gergeklestirilmistir (Yongfeng ve ark.
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2012). Plastik sise iceceklerdeki fitalat esterlerinin analizine yonelik gelistirilen bir kati
faz ekstraksiyon islemi i¢in ise; kalip molekiil; diisononil fitalat (DINP), monomer;
akril amid (AM) ve ¢apraz baglayict; divinil benzen (DVB) kullanilmistir (Yan ve ark.
2012). Siselenmis igme sularinda monofitalat esterlerinin sivi kromatografi ile analizine
iliskin gelistirilen bir kati faz ekstraksiyon kolonu olarak yine bir MIP sentezi
gerceklestirilmis, kalip molekiil; monobutil fitalat (mBP), monomer; 4-vinilpiridin(4-
VP) ve ¢apraz baglayici; etilen glikol dimetakrilat (EDMA) kullanilmistir (Qi ve ark.
2011). Nehir sularinda di(2-etil heksil) fitalat (DEHP) analizine iliskin gelistirilen bir
MIP sentezinde ise; kalip molekiil;, DEHP, monomer; metrakril amid (MA) ve capraz
baglayici; N,N-metilen-bis-akrilamid kullanilmistir (Shaikh ve ark. 2012).

Fitalatlarin molekiiler baskilama ile analizlerinin yam sira ‘‘dummy template’” adi
verilen ve ‘‘model kalip’’ olarak Tirkce ifade edebilecegimiz 6zel bir molekiiler
baskilama teknigi de gelistirilmektedir. Bu yontemde model kalibin polimerik yapida
baskilanma islemi yapildiktan sonra ortamdan uzaklastirildiginda o molekiile 6zgii
baglanma bolgeleri olusmaktadir. Hedef molekiile 6zgii baglanma bdlgelerinin
olusmasinin yani sira o molekiille belirli gruplar1 benzer olan yapilar i¢in de uygun
baglanma bolgeleri olusmus olmaktadir. Bu durum sadece hedef molekiiliin degil es
zamanlt olarak diger analoglarinin da baglanmasina olanak saglar. Bunun ile ilgili
yapilan c¢alismalardan plastik siseli igeceklerden fitalat esterlerinin es zamanlh
izolasyonu ve tayinine yoOnelik model kalip molekiiler baskilama ve kati faz
ekstraksiyon metodu (DMI-SPE) gelistirilmistir. DINP model kalip olarak kullanilarak
DEP, BBP, DIOP, DBP, DNOP bilesiklerinin de es zamanl1 tayini hedeflenmistir. DINP
ve akrilamit, toluen ve asetonitrilde ¢Ozuldukten sonra divinibenzen ve 2,2-
azobisizobutironitril (AIBN) eklenerek ¢Okelme polimerizasyonu 60°C’de 24 saat su
banyosunda gergeklestirilmistir. Polimerik partikiiller Soxhlet ekstraksiyonu ile
metanol:asetik asit (9:1) ile uzaklagtirilmistir ve vakum altinda kurutulmustur. Eliisyon
prosedurinde kuru mikrokireler SPE kolonuna doldurulduktan sonra érnek c¢ozeltiler
gecirilmistir. Her ekstraksiyondan sonra metanol ve su ile kolon sartlandirilmistir. Etil
asetat ile eliie edilen 6rnekler deristirilerek GC analizine hazir hale getirilmistir. Metot
valide edildiginde LOD=0,85-1,38 pg/L, LOQ=2,86-4,60 pg/L, geri kazanim 84,3-96,2,
%RSD 5,49 dan daha diisiik degerlerde bulunmustur (Yan ve ark. 2012).
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Qiao ve ark. (2014) yaptig1 bir ¢caligmada plastik siseli igeceklerden fitalatlarin analizi
icin yeni bir manyetik molekiiler baskilanmis dispersif kat1 faz ekstraksiyon yontemi
gelistirilmistir. Model kalip olarak diizononil fitalat (DINP) molekili segilmistir. Fe3Oa
magnetit, metakrilik asit (MAA) fonksiyonel monomer, etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA) c¢apraz baglayici, 2,2-azobis(izobutironitril) (AIBN) baslatici olarak
kullanilarak model kalibin da ilavesi ile 600 rpm 60°C’de 24 saat karistirilarak
siispansiyon polimerizasyonu gergeklestirilmistir. Polimerizasyondan sonra olusan
polimerik yapidan kalibin uzaklastirilmasi igin metanol:asetik asit (9:1, v/v) karisimi ile
yikanmistir. Kalibin uzaklastirllmasindan sonra 45°C’de vakum altinda 24 saat

kurutulmustur (Sekil 2.4.2.1).

adsorban ilavesi |- | uzaklastirilmasi cozt .
e ilavesi
ol B 2 : o —
6 ‘ i < v YT
e . 2alt
dekantasyon eliisyon

icecek ornegi
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© analitler

i adsorban
manyetik
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Sekil 2.4.2.1. Manyetik model kalip molekiiler baskilanmig dagitici kat1 faz
ekstraksiyon proseduri (MAG-MIM-dSPE) (Qiao ve ark. 2014)

Sekil 2.4.2.1°de goriildiigii gibi icecek ornekleri igerisine kati faz materyali (MAG-
MIM) ilave edilerek oda sicakliginda ultrasonik destekle tamamen dagilmasi
saglanmistir. Manyetik ayirmayla analit ile birlesmis polimer ayrilarak sivi kisim
uzaklastirilmistir. Daha sonra elisyon ¢Ozucisu (etil asetat/asetik asit) ilave edilerek
adsorban uzerinden analitlerin desorpsiyonu gerceklestirilmistir. Son olarak eliient

azottan gegirilerek 6rnek GC analizine hazirlanmistir.

Validasyon parametreleri belirlendiginde; DEP, DBP, BBP, DIOP, DNOP i¢cin LOD
degerleri 0,53—1,2 pg/L, LOQ degerleri 1,8-4,0, % geri kazanim degerleri 89,5-101,3,
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%RSD degerleri 3,1-6,9 araliginda bulunmustur. Buna gore model kalip kat1 faz
ekstraksiyonun yiiksek verimliligi, molekiiler baskilanmig polimerlerin yiiksek seciciligi
ve manyetik partikiillerin hizli ayirimi ile elde edilen bu teknik basarili bir sekilde

uygulanmustir (Qiao ve ark. 2014).

Hu ve ark. (2014) yaptig1 bir ¢calismada da 9 fitalat esterine es zamanli segici tanima
saglayan, silika jel iizerine model kalip molekiiler baskilanmis polimerler hazirlanmistir.
Fitalat esterlerine benzer yapiya sahip olan dietil N,N'-fitaloil-bis(11-aminoundekanoat)
model kalip olarak kullanilmistir (Sekil 2.4.2.2). Fitalatlar olarak da DMP, DIBP, fitalik
asit bis(2- metoksietil) ester, diamil fitalat (DAP), diheksil fitalat (DHXP), benzil biitil
fitalat (BBP), bis(2-etilheksil) fitalat (DEHP), disikloheksil fitalat (DCHP), difenil
fitalat (DPP) segilmistir. APTES (3-aminopropiltrietoksilan/fonksiyonel monomer) ve
TEOS (tetrametoksilan/¢capraz baglayici) silika jel partikiillerin yiizeyine film olarak
baglanmistir. Boylece model kalip baskilanmis polimerik materyal hazirlanmistir (Sekil
2.4.2.3).

O, .OH

W\/\j’ kuru etanol 0
HaN B N
0 NH
SOCl, 2
0 dry ':Hqclz
)\ N(CH5CH P
0% (CHalvo (CH3CHa)s
| Cl
MW .0 0

Sekil 2.4.2.2. Model kalibin sentezi (dietil N,N'-fitaloil-bis(11-aminoundekanoat)
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kalibin uzaklastiriimasi
tekrar baglanma
Sekil 2.4.2.3. Silika jel partikiil ylizeyine model kalip baskilanmis polimerlerin
hazirlanmasinin sematik gosterimi (Hu ve ark. 2014)

9 fitalat esteri icin maksimum statik adsorpsiyon 281 mg/g (DMIP) ve 132 mg/g (NIP)
olarak bulunmustur. Sorbentin baskilanma faktorti diamil fitalat hari¢ 1,8-3,0 araliginda
bulunmustur. Fitalat esterlerinin GC-MS ile tayininden 6nce 0n aritim prosediiriinde
kat1 faz ekstraksiyon sorbenti olarak model kalip molekiiler baskilanmis polimerler
gelistirilmistir. Gelistirilen metot valide edilmistir. Ger¢ek 6rnek olarak meyve suyu
kullanilarak ilave edilen fitalatlarin geri kazanim degerleri %72-100,2 araliginda
bulunmustur. %RSD degerleri 10,2’den disiiktiir. LOD degerleri 0,002-0,01 ng/mL,
LOQ degerleri ise 0,007-0,07 ng/mL araliginda bulunmustur (Hu ve ark. 2014).
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Cizelge 2.4.2. Molekiiler baskilanmis polimerler ile fitalat esterlerinin analizleri ve validasyon parametreleri (Narula ve ark. 2014)

Gercek Analitler Kullanilan Polimerizasyon Kalip Fonksiyonel Capraz Baglayici LOD (ng mL™?) %RSD %Geri Referans
ornek Teknik Turd Molekdl Monomer [LOQ (ng mLY)] kazanim
matriksi
mEP, mBP,
Sise Suyu mMP, DEP, MISPE-HLPC Kitle mBP MAA, 4-VP EGDMA 0,0165 pg mL™* 7,8-11.1 61,9-82,8 Qi ve ark.
DBP 2011
DEP, DBP,
DPP, DEHP, Yongfeng
Inek Siitii DNOP, DMT, MISPE-GC- Kitle DPP Allil-B-CD ve Akrilamit - - 62,7-93,7 ve ark.
DAIP MS MAA 2012
0,013-0,022 pg
Soya Sutu DMP, DEP, MISPE-GC- Kitle DBP MAA, AA, EDMA mL-1 [0,040-0,056 1,80-10,08 75,8-107,5 He ve ark.
DBP, DAP, MS MMA, AN, AM ug mL1 2010a
DNOP
0,013-1,017 pg
mL (Gunigi) Shaikh ve
Nehir Suyu DMP, DEP, MIP-SPE-GC- Slispansiyon DEHP Metakrilamit N,N-metilen-bis- 0,011 pg mL? 1,130-4,799 pg 94,1-99,4 ark.2012
DBP, DEHP FID (su/yag) akrilamit [0,035 pgmL] mL1 (Gunler
arast)
- DEHP, BBP, MIM-MIN- Cokme DEHP MAA EGDMA, TRIM - - - Lai ve ark.
DBP HPLC 2007
Nehir Suyu DMP, DEP, He ve ark.
DBP, DAP, MISPE-GC- Siispansiyon DBP MMA EDMA 2,9-7,3 85,2-104,5 2010b
DNOP MS
Stiren, Azoizobdtironitril Wolska ve
- DMP, DEP, - Kitle DMP Divilbenzen (AIBN) - - - Bryjak
DBP 2012
DMP, DEP, 2,17-20,84 ng L 94,54 — 105,34 He ve ark,
Baraj Suyu DBP, DAP, MIP-SPME- MIP-SPME fiber DBP MAA EDMA [0,02-0,34 pgL™?] 1,50-5,31 2010c
DNOP GC/MS
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2.5. Calismada Kullanilan Analiz Metotlar1 ve Metotlarla ilgili Kuramsal Bilgiler

2.5.1. Ultraviyole — Gorunur Bolge (UV-GB) spektroskopisi

Ultraviyole (UV veya Mor Otesi) ve Gorinir Bolgeye (GB) karsilik gelen
elektromanyetik 1s1min enerjisi, maddenin bilesimindeki atomlarin bag elektronlarinin
uyarilmasina neden olur. Bu uyarilma, temel haldeki titresim ve donme enerji
seviyelerinden uyarilmis haldeki titresim ve donme enerji seviyelerine olacak sekilde de
gerceklesir. Ultraviyole bolgesine karsilik gelen elektromanyetik 1smmin maddenin
bilesimindeki atomlarin bag elektronlarinin uyarilmasina neden oldugundan dolay1
Ultraviyole-Gorunir Bolge Spektroskopisi adi verilir. UV  bdélgesi; 10-200 nm
araliginda uzak Ultraviyole (vakum bdlgesi), 200-400 nm araliginda ise Ultraviyole
(yakin Ultraviyole) olarak adlandirilir. Goriiniir bolge de 400-800 nm araliginda yer
almaktadir (Sekil 2.5.1).

X-1sin1 uv IR Radyo dalgalan
cekirdek valans elekironik molekuler nikleer spin halleri
- elektron uyarimi uyarim vibrasyon (magnetik alanda)
_ . | . L
en yilksek enerji Dalga boyu, nm |I en disik enerj
o iy 10 / iy 105 w1 1012
L L | 1 l | | L | L
4 H H |
Gama, X-sim UV 5| infrared |Mikrodalga,  Radyo frekanslan
I I I |
1 : I
L I T T T T T 1
10 1ot 1048 1ot 104 10" 10° L 1
—-— Frekans, s!
400 00 500 700 750nm

Garandr bdlge

Sekil 2.5.1. Elektromanyetik spektrum
(http://alpha.chem.umb.edu/chemistry/ch311/evans/UVVIS.ppt#2)
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Ultraviyole veya goriinlir 1s1in absorbsiyonu, ¢ogunlukla bagli elektronlarin uya-
rilmastyla sonuglanir; bunun sonucu olarak da, test edilen maddede bulunan baglarin
tipleri 1ile iligkili dalga boylarinda absorbsiyon pikleri elde edilir. Absorbsiyon
spektroskopisi bu nedenle bir molekiildeki fonksiyonel gruplarin teshisinde ve ayrica,

tipik absorbsiyon bandlar1 veren bilesiklerin kantitatif analizlerinde de uygulanabilir.

2.5.2. Gaz kromatografisi (GC)

Hareketli fazin uygun bir gaz, sabit fazin ise kat1 bir adsorban veya kati bir destek
yiizeyine kaplanmis sivi oldugu kromatografik tekniklere gaz kromatografisi (GC) adi
verilir. Gaz kromatografisi, bir karisimda gaz halinde bulunan veya kolayca
buharlasabilen tiirlerin birbirlerinden ayrilmasinda ve analizlerinde kullanilir.
Dolayisiyla gaz kromatografi, molekiil kiitlesi 400’iin iizerinde olan bilesenler icin

kullanilamaz.

Hiz dlger %]
Sirnga
Pcosesnsaesssmramasssnd]
Dcuxh) Veri ¥
. | ! sistemi
i%i agamal -. I
Akig Enjektir
basing Rotometre bu]mu { |IL~ Enjeku
regiilatdrii
) ,« H |
| L
| |
Ak !
diizenleyici . Fm
Tagiyict AL P
£z Kolon
tipl
Kolon firin:

Sekil 2.5.2.1. Gaz kromatografi cihazinin sematik gosterimi (Skoog ve ark. 1998)

Bir gaz kromatografi cihazi; akis hiz1 kontrol altinda tutulabilen bir tasiyic1 gaz kaynagi,
wsitilabilir bir enjeksiyon girisi (25-500°C), 25-400°C araliginda istenilen sicakliga
ayarlanabilen bir firmn ve firin i¢inde yer alan bir kolon, buhar fazindaki maddeler icin
uygun bir dedektdr ve bir sinyal toplayici yani kaydediciden olusmaktadir (Sekil
2.5.2.1). Gaz kromatografi analizinde, numuneler analize hazir hale getirildikten sonra

bir enjektdr yardimiyla kolon girisine verilir. Burasi onceden 1sitilmig durumdadir.
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Numune burada hemen buharlasir ve tasiyict gaz yardimiyla kolona girer. Numunedeki
bilesenler sabit fazla farkli etkilesimleri sonucu farkli hizlarda tasinarak birbirlerinden
ayrilirlar. Kolondan ¢ikan her bilesen kolonun sonunda yer alan uygun bir dedektor

yardimiyla algilanip, miktarlariyla dogru orantili olarak kaydedilirler.

Numuneler GC sistemine verilirken, kolon girisinde bulunan bir silikon-plastik
diyafram veya bir septum i¢inden, numune sivi veya gaz olarak bir mikro-siringa ile
hizla buharlastirict bélmeye verilir (Sekil 2.5.2.2). Analitik kolonlar igin enjeksiyon
hacmi 0,1-20 pL iken kapiler kolonlarda ¢ok daha kii¢iik hacimlerde enjeksiyon yapilir.
Bu sistemlerde kolon girisine numunenin ¢ok kii¢iik bir boliimiinii yollamak i¢in, bir

numune boliicii kullanilir; kolona gonderilmeyen boliim atilir.

l#

$innga ignesi

Kauguk septum(bdime)
= Septum
temizleme ¢ikig
Tasiyic1 gaz —»
girisi
=== Split g1kis1
Isitilmmg metal —
blok

Cam kaplama Buharlasma bdhmesi

Baglangi¢ firin sicakhifinda (50°C)

Kolon

Sekil 2.5.2.2. Enjeksiyon bdlmesinin kesiti (Skoog ve ark. 1998)
Ayirma isleminin gergeklestigi kisim olan kolonlarin dogru segilmesi biiylik 6nem
tasimaktadir. Gaz kromatografide, dolgulu ve kapiler (kilcal) kolonlar olmak iizere iki

tiir kolon kullanilir (Cizelge 2.5.2.1).

Cizelge 2.5.2.1. Dolgulu ve kapiler kolon 6zellikleri (Skoog ve ark. 1998)

Dolgulu Kolon Kapiler kolon

Uzunluk (m) 05-5 5-10

i¢ cap (mm) 2-4 0,1-0,7

Akis (mL/dk) 10-60 0,5-15
Basing (psi) 10-40 3-40

Plaka sayis1 4000 250.000
Kapasite 10 mg/pik 100 ng/pik
Film kalinlig (mm) 1-10 0,1-8
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GC de kullanilabilen pek ¢ok dedektdr tiirii mevcuttur. Bu dedektorlerden en ¢ok tercih
edilenleri: alev iyonlasma dedektorleri (FID), termal iletkenlik dedektorleri (TCD),
elektron yakalama dedektorleri (ECD), atomik emisyon dedektorleri (AED) ve alev
fotometrik (FPD) dedektorlerdir (Cizelge 2.5.2.2).

Cizelge 2.5.2.2. Gaz kromatografik dedektorler (Skoog ve ark.1998)

Tipi Uygulanan Numuneler Gozlenebilme Siiri
Alev Iyonlasma Hidrokarbonlar 0,2 pg/s
Termal iletkenlik Her tip bilesik 500 pg/mL
Elektron Yakalama Halojenli bilesikler 5 fgls
Ktle Spektrometre Her tlir icin ayarlanabilir 0,25-100 pg
Termiyonik Azot ve fosfor bilesikleri 0,1-1 pg/s (P-N)
Elektrolitik Iletkenlik Halojen, kikirt veya azot 0,5pg Cl/s
iceren bilesikler 2 pg S/s
4 pg N/s
Fotoiyonlasma uv 1s1n1yla iyonlasan 2 pg C/s
bilesikler
Fourier Doniisiimlii IR Organik bilesikler 0,2-40 ng

2.5.3.Kutle spektrometri (MS)

Ozel bir diizenek kullamlarak pozitif yiiklii parcaciklar meydana getirilmesi, bu
parcaciklarin m/z (kiitle/elektron yiikii) oranlarina gore ayrilmalari, belirlenmeleri ve
bunlardan yararlanilarak Ornegin teshis edilmesi iizerine kurulmus olan metotlar
topluluguna kitle spektrometresi denmektedir. Kiitle spektrometrisi, analiz 6rneginin
yapisini aydinlatmada UV, IR spektrofotometreleri ve NMR spektrometresinden alinan
verilerle bir arada degerlendirildiginde molekiiliin parcalart ile molekiil agirlig

hakkinda bilgi veren bir yontemdir.

Kiitle spektrometrisi yonteminde, atom veya molekiillerden gaz fazinda iyonlar
olusturulur ve bu iyonlar kiitlelerine gdre birbirinden ayrilarak kaydedilir. Iyonlarin
bagil miktarlarinin (kiitle/yiik) oranlarina gore ¢izilmis grafigine kltle spektrumu

denir. Bir kitle spektrometri cihazinin boliimleri Sekil 2.5.3’de verilmistir.

44



2. iYoN
KAYNAGI

3. KUTLE ANALIZORU

iyon
demeti
izolasyon

elektron demeti

A yariklar

hizlandinci
levha
prob

1. GIRIS

ORNEK

dedektor

— slitleri

vakum
pompasina

5. DATA SISTEMI |

VE KAYIT i

VPPN ) YR VIV By DR SN PR

Sekil 2.5.3. Kiitle spektrometri cihazinin bolumleri (Wade 2013)

Bir maddenin kiitle spektrumunun elde edilebilmesi i¢in bunun 6nce gaz fazina

gecirilmesi ve daha sonra iyonlastiriimasi gerekir. Ornegin ve uygulamanin tiiriine gore

cesitli iyonlastirma yontemleri uygulanir (Cizelge 2.5.3.1).

Cizelge 2.5.3.1. Molekuler kiitle spektrometri i¢in iyonlastiricilar (Skoog ve ark. 1981)

Tipi Adi ve Kisa Gosterim Iyonlagtirma Spektrum Tipi
Yontemi
Gaz Fazi Elektron impakt (EI) Yuksek enerjili Parcalanmaya  bagl
elektronlar ayrintilar
Kimyasal  iyonlagtirma Gaz halde reaktif Proton katilmalari; az
(ch iyonlar sayida parcalanma
urnd

Desorpsiyon

Hizli atom bombardimani

Yiksek enerjili atom

Molekdiler iyonlar

(FAB) demetleri
Matriks yardimli lazer Yiksek enerjili  Molekiler iyonlar ve
desorpsiyonu/iyonlagtirma fotonlar cok yukli iyonlar
(MALDI)
Elektrosprey iyonlagtirma Elektrik alanda Cok yuklu molekiler
(ESI) iyonlagmig bir sprey iyonlar

olusturup ¢Oziici

buharlastirma

Iyonlastirma kaynaklarindan iyonlasarak ¢ikan iyon demeti, kiitle analizériine gelir ve

m/z oranlarina gore ayrilirlar. Analizorler, iyonlar1 m/z oranlarina gére demetlere ayirir
ve dedektore gonderir. Cizelge 2.5.3.2°’de Kiitle Spektrometrisinde yaygin olarak

kullanilan analizorler verilmistir.
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Cizelge 2.5.3.2. Kiitle spektrometri i¢in yaygin kiitle analizorleri (Skoog ve ark. 1981)

Tipi Analizin IlKkesi

Manyetik sektor m/z degerine bagli olan iyonlarm yoriingesinin
manyetik alanda sapmasi

Cift odaklama Manyetik alanda sapma sonrasi elektrostatik olarak
odaklama

Kuadrupol DC ve radyo frekans alanlarinda belirli m/z
degerlerindeki iyonlarin gegmesi

Iyon tuzag Elektrik alan uygulanan belirli elektrotlarla smirlanan
alanda iyonlarin depolanmasi

Iyon siklotron rezonans Bir tuzaklama voltaji ve manyetik alan yardimyla,
iyonlarin kiibik bir hiicrede tuzaklanmasi

Ucus zamanh Kiitleye bagli olarak esit kinetik enerjili iyonlarin,

biriktirme tiiptine girerek farkli birikme hizinda
dedektore ulagsmalari

Kiitle spektrometrisinde, belli kosullarda elde edilen ve pargalanma {iriinlerini igeren
kiitle spektrumu ayn1 kosullarda elde edilmis spektrumlarla karsilastirilarak molekiiliin
nitel analizi yapilir. Kiitle spektrumunda &lgiilen en siddetli pik, temel pik adini alir ve
bu, parcalanma iiriinleri icinde en kararli iyona aittir. Oteki piklerin bagil siddetleri bu
pike gore hesaplanir. Kiitle spektrometrisinde gozlenen piklerin yliksekligi ornekte
bulunan maddenin derisimi ile dogru orantili oldugundan bu yontem, nicel analiz

amaciyla da kullanilir.

2.5.4. Gaz kromatografisinin kutle spektroskopisi ile birlestirilerek kullanim
(GC/MS)

Son yillarda 6zellikle bir gaz, sivi, veya kapiler kromatografik ayirma {initesi ardina
birlestirilmis kiitle spektrometreleriyle hibrit sistemler gelistirilmistir. Bir GC/MS
sisteminde numune, kilcal GC sistemine verilir ve kolondan ¢ikan gaz karisimi bir
kuadrupol kiitle spektrometreye girer. Iyon kaynagma ulasan molekiiller parcalanip
iyonlagir; kiitlelerine gore ayrilir ve elektron ¢ogaltici sistemde dedekte edilir (Sekil

2.5.4).

GC/MS sistemlerinde, kiitle spektrometre, bir kromatografik ayirma siiresince ard arda
cok sayida tarama yapar. Bu veriler, veri sistemi tarafindan g¢esitli sekillerde

analizlenebilir.
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Enjeksiyon

girisi Gaz Kromatografi Kdutle Spektrometri
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Gaz Kromatografi Firin1
Sekil 2.5.4. Gaz Kromatografi - Kiitle Spektrometri cihazinin sematik gosterimi (Wade

2013)
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1 .Gaz kromatografi - kiitle spektrometre (GC-MS)

Fitalatlarin ayriminda ve belirlenmesinde Agilent 7890A model gaz kromatografisi
5975C model Kiitle spektrometresi kullanildi. Cihaza Agilent 7693 model oto
ornekleyici ile splitless modda otomatik enjeksiyon yapilmaktadir. Ayirmada kullanilan
kolon (30 m uzunluk, 0,25 mm c¢ap) HP-5MS’dir. Cihazda kullanilan firin programi;
100°C, 2 dk boyunca, 7°C/dk artis hiz1 ile 280°C’ye 1sinma ve 280°C’de 5 dk bekleme
seklindedir. Enjektor sicakligi 280°C, detektdr sicakligi 230°C, enjeksiyon hacmi 1 pL
“dir. Tastyict gaz (helyum) akist 1,394 ml/dk’dir. Selektif iyon modunda calisildi.

Cizelge 3.1.1°de hedef bilesenlerin alikonma zamanlar1 ve tayinde kullanilacak iyonlar

belirtilmektedir.

Cizelge 3.1.1. Fitalatlarin ait alikonma zamanlar1 ve selektif iyon kiitle/yiik degerleri

.. Alikonma
Isim Kisaltma Zamam (dK) m/z

Dimetilfitalat DMP 12,603 77,104, 15’3;1 149, 163,
Dietilfitalat DEP 14,829 76,105, 1;% 177,194,

) ] 51, 65, 77, 91, 105, 167,
Benzil benzoat BB (IS) 14,756 194, 212
Di-n-butilfitalat DBP 20,094 104,149, 205, 223, 278

e 91, 104, 123, 132, 149,
Benzilbutilfitalat BBP 24,887 206, 239, 312
Di(2-etil-heksil) fitalat DEHP 26,996 113, 149, 167, 279
Di-n-oktilfitalat DnOP 28,963 149, 261, 279, 390

IS: I¢ Standart
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3.1.2. UV-GB spektrofotometresi

Batch tipi adsorpsiyon ¢alismalarinda absorbans takibi i¢in UV-GB Spektrofotometresi
(UV-1700 Shimadzu) kullanildi. Fitalatlarin absorbanslarinin takibi 239 nm dalga
boyunda kuartz (Hellma 100-QS, 1s1k yolu 10 mm) kiivetler ile yapildi.

3.1.3. Fourier Déniisiimlii infrared (FTIR) spektrometre

Elde edilen kiirelerin kimyasal yapist ThermoScientific, Nicolet 6700 model Fourier

Déniisiimlii Infrared (FTIR) Spektrometresi ile incelendi.

3.1.4. Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Hazirlanan materyalin yiizey ve y18in yapilar1 yiiksek biiyiitme saglamalari nedeniyle
Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Fizik Boliimii'nde bulunan taramali
elektron mikroskobu CARL ZEISS EVO 40 model ile incelendi. Cihazin ¢oziiniirligii
3,0 nm 30 kV (SE), 4,5 nm 30 kV (BSD), voltaji 0,2-30 kV, buyltmesi 7-1000000 x ,
goruntd ise 3072 x 2304 piksel, TIFF, JPEG olarak verilebilir.

3.1.5. X 1sim fotoelektron spektrometresi (XPS)

XPS analizleri ile polimerik ylzeyin elementel kompozisyonu arastirilmasinda analizler
PHI 5000 XPS cihazi ile Al monokromatik anot kullanilarak gerceklestirildi. Bu
islemler Ortadogu Teknik Universitesi (ODTU) Merkez Laboratuarinda gergeklestirildi.

3.1.6. pH-metre

pH o6lglimlerinde kombine cam elektroda sahip, Hanna Instruments pH 211 marka pH
metre kullamldi. Olgiimler 6ncesi cihaz pH 4,01, 7,00 ve 9,21 tamponlar ile kalibre
edilerek kullanildi.

3.1.7. Karistirica ve 1siticilar

Adsorpsiyon siirecinde karigtirma iglemleri Thermo Variomag marka c¢oklu (15°1)
karistirict ve Tka-Werke (RT-15 power) marka ¢oklu (15°1i) magnetik 1sitic1 - karistiric

ile gergeklestirildi. Viicut disinda (in-vitro) yapilan ekstraksiyon islemleri i¢in inkiibatér
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sistemli, dairesel calkalama 6zelligine sahip Heildolph (Heildolph Instruments, GmbH
& Co.KG, Schwabach, Germany) marka yatay karistirici kullanildi.

3.1.8. Terazi

Olgiimler sirasinda ¢dzelti hazirlama islemleri i¢in Radwag (AS/220/C/2 model) analitik
terazi kullamldi. Olgiimler 0,0000 g = 0,0001 hassasiyetinde gergeklestirildi.

3.1.9. Saf su cihaz:

Islemler sirasinda genel olarak kullanilan saf su cihazi ELGA PURELAB flex marka

ultra saf su cihazidir.

3.1.10. Ultrasonik banyo

Ultrasonik ekstraksiyon ve homojenizasyon islemleri Wise Clean Ultrasonic WUC-

AO3H model ultrasonik banyo ile gerceklestirildi (Germany).

3.1.11. Etav

Calismalardaki kurutma ve inkiibasyon islemleri i¢in Binder Redline 53 model etiiv

kullanildi.

3.1.12. Cahsmada kullamlan kimyasallar ve sarf malzemeler

Katalog No Kimyasal adi

Aldrich 364517 L-triptofan metilester hidroklortr
(C12H14N202.HCI)

Fluka 64120 Metakriloil klorur (C4HsCIO)

Merck 8.22333 Hidrokinon (CeHa(OH)2)

AcrosOrganics 157910010 Trietilamin (CsH1sN)

Merck 8.18847 Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA)

Merck 8.01595 N,N’-azobisizobutironitril (AIBN)

Riedel-de Haén 24529 Toluen (C7Hs)

Aldrich 341564 Polivinil alkol (PVA)

Merck 1.00971 Etanol (C2HsOH)

Merck 1.00056 Asetik asit (CH3COOH)

Merck 8.22323 Dietil fitalat standardi (C12H1404)

Merck 1.06018 Metanol (CH3OH)

Carlo Erba 06203 Sodyum Hidroksit (NaOH)
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Merck 303871 Hidroklorik asit (HCI), %37, d=1,19 g/cm?®

Merck 1.06054 Diklorometan (CH.Cl>)
Sigma- Aldrich ~ 1.00013 Aseton ((CHz)2CO)
Merck 1.02444 Kloroform (CHCls)
Merck 1.10972 Etil asetat (C4HgOy)
Merck 1.04371 n-Heksan (CeH14)
Merck 1.06404 Sodyum klorur (NaCl)
Merck 8.07679 Stiren (CgHs)

Merck 8.41025 Vanilik asit (CsHgO4)
Merck 109001 Folin — Ciocalteu reaktifi

Dr. Ehrenstorfer Fitalat ester mix 1 (2000 ng / puL metanolde) (DMP, DEP, DBP,
GmbH BBP, DEHP, DnOP)

Dr. Ehrenstorfer Benzoik asit — benzil ester (5000 ng / uL n-Heksanda) i¢ standart
GmBH
Millipore APFF02500 cam fiber filtre

MilliporeMillex HV hidrofilik 0,45 pm’lik PVDF enjektor tipi filtre kartus
Ayset tek kullanimlik sirigalar (5 ve 10 mL’lik)

3.2. Yontem

3.2.1. Metakriloil-amidotriptofan Metil Ester (MATrp) Monomerinin Sentezi ve
Karakterizasyonu

Metakriloil-amidotriptofan metil ester (MATrp) monomerinin sentezi igin 5 g L-
triptofan metil ester ve 0,2 g hidrokinon, 100 mL diklorometan (CH2Cl) igerisinde
¢oziildi. Cozelti 0°C’a sogutuldu. 12,74 g trietilamin bu ¢ozeltiye ilave edildi. 5 mL
metakriloil kloriir yavas¢a bu ¢ozeltinin iizerine dokiildii. Bu reaksiyon karigimi azot
atmosferi altinda manyetik karistiric1 ile 2 saat oda sicakliginda karistirildi. Kimyasal
reaksiyonun sonunda, reaksiyona girmeyen metakroil klorlr % 10'luk NaOH ¢ozeltisi
ile ekstrakte edildi. MATrp iceren kismimin c¢oziiciisii doner buharlastiricida
uzaklagtirilarak, kalan kati etanolde ¢oziildii. Elde edilen MATrp monomeri FTIR ve
NMR teknikleri ile karakterize edildi.
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3.2.2. Dietil Fitalat (DEP) Baskilanms PoliEGDMA-MATTrp)] Kirelerin Sentezi
ve Karakterizasyonu

DEP baskilanmis poli(EGDMA-MATrp) kiirelerinin hazirlanmasi i¢in stispansiyon
polimerizasyonu teknigi uygulandi. ilk olarak tanima bélgelerini olusturmak igin
EGDMA (¢apraz baglayici) ve MATrp (fonksiyonel monomer), AIBN ve polivinil
alkoliin sirasiyla baglatict ve stabilizor oldugu bir sistemde polimerlestirildi.
Fonksiyonel monomer ve kalip molekiil 2 saat slireyle muamele edilerek 6n kompleks
hazirlandi. MATrp ve DEP (kalip molekiil) oranlar1 degistirerek fitalatlar icin en segici
mikrokiirelerin hazirlanmasi amaciyla fonksiyonel monomer, kalip molekiil, ¢apraz
baglayici, baslatici ile sentez ortami hazirlanarak polimerizasyon gergeklestirildi
(Cizelge 3.2.2). Toluen bu sistemde gozenek yapici olarak kullanildi. Siirekli faz 200
mg polivinil alkoliin 50 mL saf su igerisinde ¢éziinmesi ile hazirlandi. Ardindan MATrp
(4 mL) ve AIBN (100 mg) organik faz igerisinde ¢ozuldu. Organik faz sulu fazda
dagitilarak 400 rpm karistirma hizinda polimerizasyon reaktoriinde karistirildi. Reaktor
polimerizasyon sicakligi olan 65°C’da 400 rpm karistirma hiz1 ile 4 saat, 600 rpm
karistirma hizinda ve 85°C’de ise 8 saat siire ile karistirildi. Elde edilen kiireler
reaksiyona girmemis monomer ve gozenek yapicinin uzaklastirilmasi igin fazla
miktarda etil alkol ve su ile yikanarak vakum etiivinde 50°C’da kurutuldu. Yikama
isleminden sonra metanol:asetik asit (9:1) karisimi ile mikrokiireler tekrar tekrar
yikanarak kalip molekiil DEP yapidan tamamen uzaklastirildi ve bdylece fitalatlar:
spesifik olarak taniyabilecek baglanma bolgelerini igeren polimerik kireler elde edildi.
DEP molekiiliiniin yapidan tamamen uzaklasip uzaklasmadigi 239 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak absorbans Olclimleri ile takip edildi. Baskilanmamig
poli(EGDMA-MATrp) mikrokiireler polimerizasyon ortaminda kalip molekiil (DEP)

olmaksizin ayn1 yontem ile hazirlandi.

Tum sentez ve Karakterizasyon islemleri Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri KUAP(F)-2013/86 nolu proje ile gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.2.2. Molekiiler baskilanmis polimerlerin sentezinde kullanilan fonksiyonel
monomer, kalip molekiil, ¢capraz baglayici, baslatict karigim miktarlar

Polimer MATrp DEP EGDMA

Formiilasyonlari (mmol) (mmol) (mmol) AIBN (mg)
Al 0,46 0,46 25,9 100
A2 0,92 0,92 51,8 100
A3 0,46 0,92 25,9 100
A4 0,92 0,46 51,8 100
A5 0,92 0,23 51,8 100
A6 0,92 0,115 51,8 100
A7 0,92 0,0575 51,8 100
A8 0,92 0,02875 51,8 100
A9 1,38 0,46 259 100
A10 (NIP) 0,46 0 25.9 100

3.2.3. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizleri

Hazirlanan materyalin ylizey morfolojisinin belirlenmesi amaciyla SEM goériintiileri
alarak karakterizasyonu gergeklestirildi. Bu amacla ilk basamakta mikrokiireler
iletken bir yapistirictyla SEM  6rnek plakast {izerine tutturuldu. Daha sonra
mikrokarelerin yiizeyi vakum altinda 200 A kalinhiginda metalik altin ile kaplanarak
yiizey iletken hale getirildi. Hazirlanan 6rnekler SEM 6rnek yuvasina yerlestirilerek ve

fotograflar gekildi.

3.2.4. FTIR Analizleri

Polimerik mikrokureler vakum ettiviinde 48 saat kurutuldu. FTIR spektrumlarinin elde
edilmesi amaciyla 2 mg polimer 6rnegi 98 mg KBr ile karistirilarak, havanda doviilerek
ve hidrolik preste 600 kg/cm? basingta 10 dakika bekletilerek ince bir tablet haline
getirildi. Hazirlanan tabletin 4000-5007 cm dalga sayis1 araliginda spektrumu FTIR

cihazinda alind.

3.2.5. Sentezlenen Adsorbanlar ile Batch Tipi DEP Adsorpsiyonu ve Segicilik

Calismalar:

Sentezlenen adsorbanlar ile fitalatlarin sulu ortamdan uzaklastirllmasinda Batch tipi

DEP adsorpsiyonuna yonelik pH, adsorpsiyon kapasitesi ve segicilik ¢alismalart yapildi.

53



Adsorpsiyon kapasitesinin belirlenmesinde kullanilmak iizere DEP i¢in kalibrasyon
egrisi elde edilerek dogru denklemi belirlendi. DEP standard: ile hazirlanan 500 mL 500
mg/L stok ¢ozeltiden 100 mL 100 mg/L DEP ara stok ¢ozeltisi hazirlandi. Ara stok
¢ozeltisi kullanilarak uygun seyreltmelerle 1-3-5-10-20-30 mg/L  olacak seckilde
kalibrasyon c¢ozeltileri hazirlandi. UV-GB Spektrofotometresi ile yapilan absorbans
Ol¢timlerinden sonra Excel programi iizerinde Absorbans — Derisim grafigi cizilerek
kalibrasyon egrisi elde edildi.

Adsorplanan DEP miktari ;

o G0V

esitligi kullanilarak belirlendi. Esitlikteki Q(mg/g), kiirenin gram basina adsorplanmis
DEP miktaridir. Co(mg/L), DEP’1n baslangi¢ derisimi, C(mg/L), adsorpsiyon slreci
sonrasinda sulu fazda kalan DEP’in derisim degerleridir. V(mL), sulu faz hacmi ve

m(g), kullanilan mikrokiire kiitlesidir.

3.2.5.1. Batch Tipi adsorpsiyon ¢alismalarma pH etkisi

Adsorpsiyona pH’nin etkisini incelemek amaciyla pH 2-10 araliginda 50 mL 20 mg/L
DEP c¢ozeltileri hazirlandi. Erlenlere aktarilan c¢ozeltilere yaklagik 0,02 g farkh
formilasyondaki adsorbanlar ilave edildi. Cozeltiler manyetik karistiricida 2,5 saat
boyunca (25°C, 200 rpm) kanstirildi. Karistirma sonrasi, ¢ozeltiler filtreden
(MilliporeMillex-HV Hydrophilic PVDF 0,45 um) gegirilerek siiziintiide kalan DEP’in
239 nm dalga boyundaki absorbans degisimleri takip edildi. Excel programi kullanilarak
adsorpsiyon kapasitesi (Q) ile pH arasi1 grafikler ¢izildi.

3.2.5.2. Batch tipi adsorpsiyon ¢calismalarinda konsantrasyon etkisi

Uygun pH se¢iminden sonra (pH 3’te) 500 mL 500 mg/L stok DEP ¢6zeltisi hazirlandi.
Stok ¢ozeltiden 1, 3, 5, 10, 20, 30, 50, 100, 200, 300, 500 mg/L derisimlerinde 50 mL
lik DEP cozeltileri hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler erlenlere alinarak yaklasik 0,02 g
farkli formiilasyondaki adsorbanlar ilave edildi. Cozeltiler manyetik karistiricida 2,5
saat boyunca (25°C, 200 rpm) karistirildi. Karistirma sonrasi, ¢ozeltiler filtreden
gecirilerek slziintiide kalan DEP’in 239 nm dalga boyundaki absorbans degisimleri
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takip edildi. Excel programi kullanilarak adsorpsiyon kapasitesi (Q) ile konsantrasyon

arasi grafikler ¢izildi.

3.2.5.3. Secicilik calismalar:

Sentezlenen adsorbanlarin DEP’e karsi segiciliginin belirlenmesi amaciyla DEP
molekiilii ile yapisal benzerlik gosteren vanillik asit ve stiren molekiilleri kullanildi. Bu
calismada DEP (20 mg/L), vanillik asit (20 mg/L) ve stiren (20 mg/L) standart
¢ozeltileri igerisine yaklasik 0,02 g adsorbanlar ilave edildi. Cozeltiler manyetik
karistiricida 2,5 saat boyunca (25°C, 200 rpm) karistirildi. Cozeltiler karistirma sonrasi
filtreden siiztildiikten (0,45 um) sonra analit derisimleri UV-GB Spektrofotometresi ile
olgildi. Her bir molekdl igin maksimum absorbans yaptigi dalga boyu taramasi
yapilarak stiren ig¢in 247 nm’de ve vanillik asit ¢ozeltisi Folin-Ciocalteu metodu
uygulanarak 750 nm’de olgiimler alindi. Baskilanmis ve baskilanmamis adsorbanlarin

seciciligi, (1-3) formiilleri kullanilarak belirlendi.

Dagilma katsayis1 (Kg), segicilik katsayis1 (k) ve bagil segicilik katsayis1 (k) gibi
paramatreler adsorbanlarin adsorpsiyon performansini degerlendirmek agisindan 6nemli
gostergelerdir. Iki fazda ¢dziinen maddenin tasinma ve ayrilma kapasitesini gosteren
dagilim katsayis1 (Kgq), her iki fazdaki bilesenin miktarlarinin veya derisimlerinin

oranidir. Kg, asagida verilen esitlik kullanilarak hesaplanir:

C.—-C, V
= X —

Kq
C W

S

1)
Bu esitlikte Kq; dagilim katsayisini (L/g), Cp; analit ¢ozeltisinin adsorpsiyondan énceki
derisimini (mg/L), Cs; cozeltinin adsorpsiyondan sonraki derisimini (mg/L), V;
adsorpsiyon ortaminin hacmini, W; adsorban kditlesini (g) gostermektedir.

Sonrasinda segicilik katsayisi asagidaki esitlige gore hesaplanmistir.

k — Khedef iyon (2)

Kyarlsmaa iyon
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k= kbaskllanmls/ kbaskllanmamls (3)

3.2.6. Hazirlanan Adsorbanin Kati Faz Ekstraksiyon Malzemesi Olarak Kullanim

ve Metot Optimizasyonu

3.2.6.1. Cozicu se¢imi

50 mL saf su igerisine 50 pL. hacminde 2000 mg/L standart fitalat karistmindan eklendi.
Yaklasik olarak 0,02 g adsorban ilave edildikten sonra manyetik karistiricida 1,5 saat
boyunca (25°C, 200 rpm) karistirildi. Karistirma sonrasi adsorban érnekleri cam filtre
kagidi kullanilarak vakum yardimiyla siiziildii ve etiivde (70°C, 20 dk) kurutuldu.
Kurutulan filtrelerden adsorbane tutunmus olan fitalatlar, 5 mL diklorometan ile
ultrasonik banyoda 10 dk ekstrakte edilerek organik faza alindi ve enjektor tipi

filtrelerden suzilerek (0,45 um) GC-MS’e enjekte edildi.

3.2.6.2. Uygun adsorban formulasyonunun segimi

Adsorban formiilasyonun se¢iminde 50 mL saf su i¢erisine 50 pL hacminde 2000 mg/L
standart fitalat karisimindan ilave edildi. Yaklasik olarak 0,02 g farkli
formilasyonlardaki adsorbanlar ayri ayri ornekler igerisine ilave edildikten sonra
manyetik karistiricida 1,5 saat boyunca (25°C, 200 rpm) karigtirildi. Karigtirma sonrasi
adsorban ornekleri cam filtre kagidi kullanilarak vakum yardimiyla siiziildii ve etiivde
(70°C, 20 dk) kurutuldu. Kurutulan filtrelerden adsorbane tutunmus olan fitalatlar, 5 mL
diklorometan ile ultrasonik banyoda 10 dk ekstrakte edilerek, organik faza alindi ve

enjektor tipi filtrelerden stizulerek (0,45 pm) GC-MS’e enjekte edildi.

MS sistemi {izerinden pik alanlar1 belirlendikten sonra Excel {izerinde tiim adsorbanlara
ait sonuglar ¢ikarildi. Fitalatlarin geri alimi ig¢in en uygun adsorban formilasyonu

belirlendi.

3.2.6.3. Ornek hacmi ve adsorban miktari optimizasyonu

Ornek hacmini optimize etmek amaciyla 200 ve 500 mL saf su drnekleri igerisine 50 pL

hacminde 2000 mg/L standart fitalat karistmindan ilave edildi. Farkli miktarlarda AS
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formulasyonuna sahip adsorban ilave edildikten sonra manyetik karistiricida 1,5 saat
boyunca (25°C, 200 rpm) karistirildi. Karistirma sonrasi yapilan deneysel islemler
yukarida verilen diger ¢alismalardaki gibi gerceklestirildi. MS sistemi ilizerinden pik
alanlar1 belirlenip 6rnek hacmi ile birlikte adsorban miktarinin adsorpsiyon kapasitesi

Uzerine etkisi incelendi.

3.2.6.4. Tuz konsantrasyonu etkisi

Tuz konsantrasyonunun fitalat adsorpsiyona etkisini incelemek amaciyla %0, %1, %3,
%S5, %7, %10 (m/v) oraninda olacak sekilde sodyum kloriir (NaCl) tuzu kullanildi. 200
mL saf su ornekleri icerisine yukarida belirtilen oranlarda tuz ilave edildikten sonra 50
pL hacminde 2000 mg/L standart fitalat karisimindan ilave edildi. Yaklasik 0,06 g AS
formilasyonuna sahip adsorban ilave edildikten sonra manyetik karistiricida 1,5 saat
boyunca (25°C, 200 rpm) karistirildi. Karistirma sonrasi yapilan deneysel islemler
yukarida verilen diger ¢aligmalardaki gibi gergeklestirildi. MS sistemi {izerinden pik

alanlar1 belirlenip tuz konsantrasyonunun fitalat adsorpsiyonuna etkisi incelendi.

3.2.7. Optimize Edilen Metodun Validasyonu

Optimum adsorpsiyon sartlar1 belirlendikten sonra, bu sartlar altindaki 6 fitalat i¢in
belirli kalibrasyon araligindaki kalibrasyon egrileri pik alanlarina gore cizildi. Ayrica
metoda ait gozlenebilme sinirlart belirlendi. Bu amagla pik veren en diisiik
konsantrasyondaki fitalat karisimi 5 kez GC-MS’e enjekte edildi ve pik alanlarinin
standart sapma degeri, kalibrasyon egrisinin egimine bdliintip, 3 ile ¢arpilarak
gbzlenebilme sinir degeri (LOD) hesaplandi. Bununla birlikte 5 mg/L
konsantrasyonundaki standardin giin i¢i ve giinler arasi pik alanlarindan hesaplanarak

tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik degerleri saptandi.

3.2.8. Metodun Gercek Orneklere Uygulanmasi

Metodun uygunlugunun arastirilmasi amaciyla marketten aliman kapali icme suyu ile
cesme suyu kullanilarak gelistirilen ekstraksiyon metodu uygulandi. Ayrica fitalatlarin
yapay tiikiiriik ¢ozeltisinden oyuncaklara migrasyonu ayni metot uygulanarak GC-MS

ile analizleri gergeklestirildi.
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3.2.8.1. Gelistirilen kati faz ekstraksiyon metodu kullanilarak kapah icme suyunda

GC-MS ile tayini

Gergek Ornek caligmasinda marketten alinan kapali su ile ¢gesme suyundaki fitalatlarin
uzaklagtirilarak gelistirilen kat1 faz ekstraksiyon metodunun uygunlugu arastirildi. 200
mL su 6rnekleri igerisine 1 mg/L (50 uL) ve 5 mg/L (250 uL) olacak sekilde 100 mg/L
hazirlanan (250 pL, 2000 mg/LL SRM) standart fitalat karistmindan ilave edildi. A5
formulasyonuna sahip adsorban ilave edildikten sonra manyetik karistiricida 1,5 saat
boyunca (25°C, 200 rpm) karistirildi. Karistirma sonrasi yapilan deneysel islemler
yukarida verilen diger calismalardaki gibi gerceklestirildi. GC-MS’e i¢ standart ve
ornek karigimi enjekte edilerek adsorban miktarinin adsorpsiyon kapasitesi lizerine

etkisi incelendi.

3.2.8.2. Oyuncaklardaki fitalatlarin yapay tiikiiriilk c¢ozeltisine migrasyonu ve

gelistirilen kat1 faz ekstraksiyon metodunun uygulanmasi

Yiiksek miktarda DEHP iceren iki farkli oyuncak ornegi yaklasik 2,2 cm capinda
daireler seklinde kesildi (yiizey alan1 yaklasik 15,2 cm?). Oyuncak 6rnekleri 200 mL
yapay tiiklirik ¢ozeltisi igeren 250 mL’lik erlenlere konularak yatay karistiricili
inkiibatorde (40°C, 120 dk, 200 rpm) karistirildi. Karistirma sonrasi igerisinden oyuncak
ornekleri ¢ikartilan ¢ozeltiler, oda sicakligma (25°C) getirildi (Ozer ve Giiger, 2011).
Icerisine yaklagik 0,06 g A5 formiilasyonuna sahip adsorban ilave edildikten sonra
manyetik karistiricida 1,5 saat boyunca (25°C, 200 rpm) karistirildi. Karistirma sonrasi
yapilan deneysel islemler yukarida verilen diger caligmalardaki gibi gerceklestirildi.

Yapay tiikiiriik ¢ozeltisi, Alman Standartlarina (DIN V53610:1994) gore; litresinde 0,17
g MgCl..6H0, 0,15 g CaCl,.6H-0, 0,76 g K2HPO4.2H-0, 0,53 g K.COs, 0,33 g NaCl
ve 0,75 g KCI bulunan bir ¢ozeltidir. Cozeltinin pH’si %1°lik HCI ile 6,8+0,1’e

ayarlanir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. N-Metakriloil-amidotriptofan metil ester (MATrp) Monomerinin Sentezi ve

Karakterizasyonu

MATrp monomeri, L-triptofan metil esterinin metakriloil kloriir ile reaksiyonu sonucu
elde edildi (Sekil 4.1.1). Elde edilen monomerin karakterizasyonu NMR ve FT-IR
caligmalari ile yapildu.

H,C 0
H,C 0 l? (ﬁ )"_\. !< l|1 ﬂ
+ HN—C—C—O0CH, _ HC _\'H—(lS—C—OCH,
H,C Cl CH, CH,
Metakriloil
) Y
H H
L-Triptofan metil ester Metakriloil-amidotriptofan metil ester

Sekil 4.1.1. MATrp monomerinin sentez reaksiyonu

MATrp monomerinin kimyasal yapisinin belirlenebilmesi i¢in *H-NMR kullanilda.

Sekil 4.1.2’de MATrp’ nin *H-NMR spektrumunu g6stermektedir.

MATrp monomerinin yapisinda bulunan ilgili protonlara ait pikler spektrum iizerinde
isaretlenmistir. MATrp monomerine ait karakteristik pikler sunlardir: (1) 8,22 (1H s, br,
N-H), (2) 7,54-7,09 (4H aromatikler), (3) 6,98 (1H d, amid NH J=5,58), (4) 5,64 (1H, t
CH2) , (5) 5,32 (1H, t, CH>), (6) 4,99 (1H, m, CH) (7) 3,38(2H, dd, CH>), (8) 6,34
(1H,d, 5°li halka, J=7,6), (9) 3.71 (3H, s, OCHz), (10) 1,24 (3H ,t, CHzs), (400 MHz,
DMSO-de).
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Sekil 4.1.2. MATrp monomerinin *H-NMR Spektrumu

MATrp monomerinin yapisinin belirlenmesi i¢in FT-IR teknigi de kullanildi. Sekil
4.1.3’de MATrp monomerinin FT-IR spektrumu verildi.

Spektrum iizerinde bilesige ait olan karakteristik bandlar gosterildi. 3100-3000 cm™
araliginda aromatik C-H, 2952 ve 2853 cm™’de alifatik C-H gerilmelerinden
kaynaklanan absorpsiyon bandlar1 gézlendi. 1734 cm™’de ester karbonil (C=0) grubuna
ait gerilme bandi, 1659 cm™’de ise amid karbonil grubuna ait gerilme bandi yer
almaktadir. N-H gerilme titresiminden kaynaklanan absorpsiyon bandi da 3500 cm™

civarinda ortaya ¢ikmustir.
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Sekil 4.1.3. MATrp monomerinin FT-IR spektrumu

4.2. Dietil fitalat (DEP) Baskilanms Poli[(EGDMA-MATYrp)] Kirelerinin Sentezi

ve Karakterizasyonu

Sekil 4.2.1°de baskilanan molekiil olan DEP, polimerizasyonda kullanilan fonksiyonel
monomer MATYp ve es zamanli olarak segici tayini yapilan 6 fitalat esterinin Kimyasal

yapist verilmistir.

H,C O
o ML g
H,C NH—C—C—0CH,
o/\ ’_(Q,
o - \‘\
~ Lx JI N J)

o H
(@) (b)

61



SoQUiesit e

Dimethyl phthalate (DMP) Diethyl phthalate (DEP) Di-n-butyl phthalate (DBP)
o o 5/\/\ 0
o NN NN
o
o SRR AN
I
o o
o
Benzylbutylphthalate (BBP) Di-2-ethylhexyl phthalate (DEHP) Di-n-octyl phthalate (DnOP)

Sekil 4.2.1 Kiirelerin sentezinde kullanilan yapilar (a) DEP (kalip molekiil) (b)
MATrp (fonksiyonel monomer) (c) es zamanli olarak segici tayini yapilan 6 fitalat
esterinin kimyasal yapisi

DEP baskilanmis poli(EGDMA-MATrp) kurelerin mikron boyutunda kiresel formun
kazandirilabilmesi i¢in siispansiyon polimerizasyonu teknigi ile hazirlandi. Uygun
reaksiyon kosullarinda etilenglikol dimetakrilat (EGDMA) ile metakriloil-amido-L-
triptofan metil ester (MATrp) arasinda gerceklesen reaksiyon Sekil 4.2.2°de verilmistir.

0
HE, HC o 0 o | |
HC 0 % Gy 0 NH oH, ’ ‘ Gy
" — (\; | ) N —X = HE 0—CHh—0O4—0  CH++-CH;
T o—oy—ah—0 O } d I
¥ Ofr‘\m -
Etilenglikol dimetakrilat EGDMA) # WAL
Metakriloil-amido-L-triptofan metil ester (MATrp) ' O‘QH
PolEGDMA-MATrp)

Sekil 4.2.2. Poli(EGDMA-MATrp) polimerizasyon semasi (Osman ve ark. 2013b)

Hazirlanan poli(EGDMA-MATrp) kirelerinin karakterizasyonu igin ilk olarak FT-IR
tekniginden yararlanildi. Sekil 4.2.3’te baskilanmis poli(EGDMA-MATrp) polimerik
filme ait FT-IR spektrumu gérillmektedir. 1715 cm™’de ester karbonil grubu (C=0)
gerilmesine, 1662 cm™’de amid karbonil grubu (C=0) gerilmesine ait absorpsiyon
bandlar1 goriilmektedir. 3400 cm™ bélgesinde, MATrp monomerinden gelen N-H ve
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yapidaki O-H gruplarindan kaynaklanan absorpsiyon bandi beraberce goriilmektedir.
2955 cm™’de gozlenen absorpsiyon bandi ise polimerik yapi igerisinde tekrar eden

alifatik C-H baglarina ait gerilmelerden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.2.3. DEP baskilanmis poliEGDMA-MATTp) filmin FTIR-ATR spektrumu

FT-IR analizleri ile de elde edilen sonuglar fonksiyonel monomer MATrp’nin basariyla

polimerik yapiya dahil edildigini gostermektedir.
4.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizleri

Stispansiyon polimerizasyonu teknigi ile sentezlenen DEP baskilanmis poli(EGDMA-
MATrp) mikrokiirelerin morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak
incelendi (Sekil 4.3.1).

Elde edilen SEM gorintileri poli(EGDMA-MATrp)’in kiiresel formda oldugunu agik¢a

gostermektedir.
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20 ym Mag= 139KX Signal A= SE1 Date 30 Jan2015  T.C.Uludag Universitesi

20 ym Mag= 699X Signal A = SE1 Date :30 Jan 2015
WD =140 mm EHT =20,00 kv WD =145 mm EHT = 2000 kV

(€)) (b)

Sekil  4.3.1. Poli(EGDMA-MATTp) mikrokurelerin SEM goruntaleri
(@) 699 X  (b) 1390 X

4.4. Sentezlenen Adsorbanlar ile Batch-tipi DEP Adsorpsiyonu ve Secicilik

Cahsmalan

Farkli konsantrasyonlarda (1-30 mg/L) hazirlanan DEP c¢ozeltilerinin A=239 nm’de
absorbanslart 6l¢iildii. Sekil 4.4’de verilen kalibrasyon egrisi elde edilerek ilgili

hesaplamalarda kullanilmak iizere dogru denklemi belirlendi.

1 -
0.8 -
g
s 0.6 -
S
£ 0.4 y = 0.0308x + 0.0072
2 _
0.2 R2 =0.9999
O T T 1
0 10 20 30 40
mg/L DEP (suda)

Sekil 4.4. DEP kalibrasyon grafigi (A=239 nm)
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4.4.1. Batch tipi adsorpsiyon ¢calismalarina pH etKisi

Farkli  formiilasyonlarda poli(EGDMA-MATrp) mikrokireler (zerine DEP
adsorpsiyonu, hidrofobik etkilesimler ve DEP yapisinda yer alan aromatik halkadaki =
elektronlart ile MATrp monomerinin yapisinda yer alan indol halkasindaki =
elektronlar1 arasinda gergeklesen =-m etkilesimleri ile saglanir. Benzer sekilde
poliEGDMA-MATrp) mikrokiireler ile DMP molekiilii arasinda gerceklesen

etkilesimler literatiirde verilmektedir (Osman ve ark. 2013).

DEP baskilanmis poliEGDMA-MATrp) mikrokirelerinin  DEP  adsorpsiyon
kapasitesine pH etkisini incelemek igin pH 2-10 araliginda c¢alisildi. Adsorpsiyon
kapasitesinin genel olarak pH’ye baghh degisim gostermedigi tespit edildi (Sekil
4.4.1.1).

35
——A1
— 30 4 A2
E 7 >~<§§A‘Wﬁ"‘\\\
o 25 AR — —7 A\QA ——Ad
« L —%—A5
N —X
20 A6
2 3 4 5 6 7 8 9 10
A7
pH

Sekil 4.4.1.1. DEP adsorpsiyonuna ¢6zelti pH’sinin etkisi (50 mL 20 mg/L DEP; 0,02 g
adsorban ilavesi, 2,5 saat karistirma, 25°C)

HO O
OH

Sekil 4.4.1.2. Fitalik asitin molekiil yapis1 (pka1:2,89, pka2:5,51)
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Calisilan pH araliginda MATrp molekiilii iyonlasabilir gruplar icermemektedir. Ancak
DEP esterinin 0Ozellikle yiiksek ve diisiik pH’lerde hidroliz olasilig1 disiiniilerek
olusabilecek monoester tilirlerinin de molekiiler formda kalmasi hedeflendi (Sekil

4.4.1.3). Ayrica fitalik asitin pka degerleri de dikkate alinarak (Sekil 4.4.1.2) pH 3

ortaminda calisildi.
0O 0 0
o-Rt HO RyOH on HQ ROH ~ | OH
H
0. Rs o. Ry S 0O
o} O
Fitalik Asit Esteri Monoester yapisi Fitalik Asit
2H20 R4OH +
R20H

Sekil 4.4.1.3. Hidroliz reaksiyonlar1 sonucu fitalatlarin olasi yapilar1 (Staples ve ark.
1997, Mersiowsky ve ark. 1999, Schwarzbauer ve ark. 2006, Shibata ve ark. 2007)

Fitalat esterleri iki hidrolitik basamaktan olusabilmektedir. Oncelikle diester yapisi
hidroliz ile monoester yapisina déniisiir ve bir alkol ayrilir. Ikinci hidroliz basamaginda

fitalik asit ve ikinci alkol yapist olusur (Sekil 4.4.1.3).

4.4.2. Batch tipi adsorpsiyon ¢alismalarinda konsantrasyon etkisi

Adsorpsiyon ortamindaki DEP derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisini incelemek
amaciyla pH 3’te 1-500 mg/L DEP derisim aralifinda adsorpsiyon islemleri
gerceklestirildi. Yapilan deneyler sonucunda artan DEP derisimi ile adsorpsiyon
kapasitesinin arttigi gozlendi (Sekil 4.4.2). Maksimum adsorpsiyon kapasitesine sahip
MIP formiilasyonlar1 A4 (472,8 mg/g) ve A7 (468,2 mg/g) olarak bulundu.
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Sekil 4.4.2. Adsorpsiyona DEP derigiminin etkisi (50 mL 06rnek; pH=3, 0,02 g
adsorban, 2,5 saat, 25°C)

4.4.3. Secicilik calismalari

Molekiiler baskilama tekniginin 6nemli parametrelerinden biri secicilik ¢calismalaridir.
Bu sebeple DEP baskilanmis poli(EGDMA-MATrp) mikrokirelerin DEP’e karsi
seciciligini belirlemek amaciyla yapisal olarak DEP molekiilii ile benzerlik gdsteren
vanilik asit ve stiren molekiilleri kullanildi (Sekil 4.4.3.1). DEP baskilanmis ve
baskilanmamis poli(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin baskilama segiciligi belirlendi
(Sekil 4.4.3.).

0]
OH
“XCH,
HO
OCHj,
(a) Stiren (b) Vanilik Asit (4-Hidroksi-3-metoksibenzoik asit)

Sekil 4.4.3.1. Segicilik ¢alismasi i¢in kullanilan molekiiller

Tum adsorban formiilasyonlar1 i¢in DEP daha yiiksek bir Q (kapasite) gosterdi.
Formiilasyonlar arasinda en yliksek DEP adsorpsiyon kapasitesi A4 ve AS
formiilasyonlarinda goriildii. NIP adsorbaninda da adsorpsiyon kapasitesi digerlerine
gore kismen daha diisiik bulundu (Sekil 4.4.3.2). Elde edilen verilere gore secicilik
molekiilleri DEP ile yapisal benzerlik gostermesine ragmen DEP baskilanmis

poli(EGDMA-MATTrp) mikrokirelerin sadece DEP’e 6nemli 6lgiide segicilik gosterdigi
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goriildii. Bunun nedeni kalip molekiilin (DEP) uzaklasmas1 ile DEP’e 6zgii olusan

baglanma bolgelerinin secici adsorpsiyonudur.

Q (mg/g)
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Sekil 4.4.3.2. Farkl1 formiilasyonlardaki adsorbanlarin DEP’e kars1 segiciligi (50 mL 20
mg/L ornekler; 0,02 g adsorbanlar, 2,5 saat, 25 C)

Sekil 4.4.3.2°de gosterilen grafikler DEP’in baskilama seciciligini acikga gosterse de

secicilik parametrelerinin de uygun esitliklerle hesaplanmasini énemlidir. Bu sebeple

ilgili degerler ¢izelge halinde sunuldu (Cizelge 4.4.3).

Cizelge 4.4.3. DEP baskilanmis ve baskilanmamis mikrokiirelerin segicilik

molekiillerine kars1 segicilik katsayilari

Formulasyon Bilesikler Co(mg/L) Kau k K'

DMIP NIP DMIP NIP

A2 DEP 20 2886 2763 - - -
Stiren 1212 1915 2,38 1,44 1,65
Vanillik 161 254 17,89 10,87 1,65
Asit

A3 DEP 20 2606 2763 - - -
Stiren 1261 1915 2,07 1,44 1,44
Vanillik 120 254 21,80 10,87 2,01
Asit

A4 DEP 20 4284 2763 - - -
Stiren 1472 1915 291 1,44 2,02
Vanillik 212 254 20,22 10,87 1,86
Asit
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AS DEP 20 3320 2763 - - -
Stiren 935 1915 3,55 1,44 2,47

Vanillik 130 254 25,56 10,87 2,35
Asit

A6 DEP 20 3421 2763 - - -
Stiren 1566 1915 2,18 1,44 1,52
Vanillik 192 254 17,82 10,87 1,64
Asit

A7 DEP 20 3388 2763 - - -
Stiren 1162 1915 2,92 1,44 2,03
Vanillik 216 254 15,71 10,87 1,44
Asit

A8 DEP 20 3194 2763 - - -
Stiren 1400 1915 2,28 1,44 1,58
Vanillik 286 254 11,18 10,87 1,03
Asit

A9 DEP 20 2972 2763 - - -
Stiren 1147 1915 2,59 1,44 1,80
Vanillik 218 254 13,65 10,87 1,26
Asit

Cizelge 4.4.3’te gore oOncelikle iki fazda ¢Oziinen maddenin taginma ve ayrilma
kapasitesini gosteren dagilim katsayist (Kd) degerlerine bakildiginda tiim baskilanmis
formiilasyonlarda DEP’in Kq degerleri diger segicilik molekiillerine gére daha biiyiiktiir.
Bunun yani sira DEP igin Kg (NIP) < Kg (dMIP) seklindedir. Buna gore dMIP
mikrokireler ile NIP mikrokiireleri kiyaslandiginda dagilim katsayilar1 dMIP
mikrokiireler icin daha yiiksek elde edildi. Ayni sekilde bir karsilastirma secicilik
molekiillerinde yapildiginda ise Kq (NIP) > K¢ (dMIP) seklinde bir durum ortaya

citkmast segici baskilama gerceklesmedigini gosterdi.

Cizelge 4.4.3’te gore secicilik katsayilarina (k) bakilarak karsilastirma yapildiginda
stiren i¢in k (dMIP) > k (NIP), hatta vanilik asit i¢in k (dMIP) >> k (NIP) seklinde
olmas1 hedef molekiiliin secicilik katsayilarinin yarismaci molekiillerin katsayilarina

kars1 ¢cok daha yiiksek oldugunu gosterdi.

Ayrica dMIP ve NIP mikrokiirelerin segicilik katsayilarinin oranini gosteren k' degerleri
biylk bir 6neme sahiptir. Bunun sebebi hem hedef molekiil ile yarismaci molekiiller
arasinda segiciligi belirler hem de baskilanmis formiilasyonlar ile baskilanmamis

formiilasyon arasindaki orandir. Bu sebeple bu degerlere bakildiginda A5

69



formulasyonunda her iki segicilik molekullerinde en yiiksek k' degerleri elde edildigi

goruldu.

4.5. Hazirlanan Adsorbanmin Kati Faz Ekstraksiyon Malzemesi Olarak Kullanim

ve Metot Optimizasyonu

Hazirlanan adsorbanin kati faz ekstraksiyon malzemesi olarak kullanilip GC-MS’e
enjekte edilmeden once belirli 6rnek hazirlama basamaklart bulunmaktadir. Bu sebeple

genel sema sekil 4.5’de verilmektedir.

Fitalat iceren c¢oOzelti icerisine adsorban ilave edilir. Adsorbanin fitalatlart
adsorplamasindan sonra mikrokiireler filtre edilir. Filtreleme isleminden sonra filtre

kagidi kurutularak uygun ¢oziicii ile fitalatlar desorbe edilir. Coziicii ile ekstrakte edilen

fitalatlar GC-MS’e enjekte edilir (Sekil 4.5).
Tez calismasinda da metodun genel semasit bu sekilde olmakla birlikte metodun

optimizasyonunda fitalat c¢ozeltileri ilave edilerek 6rnek hazirlama basamaklar1 ayni

proseddr ile yartalda.

N

Sekil 4.5. GC-MS enjeksiyonundan 6nce hazirlanan adsorbanin kati faz ekstraksiyon
malzemesi olarak kullaniminin sematik gosterimi
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4.5.1. Cozlcu se¢imi

Fitalatlarin desorpsiyonunda literatiirde farkli organik ¢oziiciiler kullanilmistir. Bunlarin
arasinda hekzan, asetonitril, etil asetat, aseton, kloroform, diklorometan ve asetik eter
gibi ¢ozuculer ornek verilebilir (He ve ark. 20103, Yan ve ark. 2012, Hu ve ark. 2014).
Aday coziiciilerin iyi bir kromatografik duyarlilik ve hedef molekiile yliksek bir affinite
gostermesi hedeflenmistir. Uygun ¢oziicii se¢imi, kati faz ekstraksiyon metodunun
verimliligi agisindan énemlidir (Ozer ve Giiger 2011). Fitalatlar polar ve polar olmayan
eliisyon ozelliklere sahip bilesikler oldugundan daha polar ¢oziiciiler ile desorpsiyonlari

daha uygundur.

Tez calismasinda GC-MS cihazina enjekte edilebilir uygun organik ¢oziiciilerin
secilmesi amaciyla desorpsiyonda aseton, metanol, kloroform, etil asetat, hekzan ve
diklorometan ¢oziiciileri ile ¢alisildi. Kromatogramlardaki fitalat pik alanlar
degerlendirilerek uygun ¢oziicii tespit edildi. Adsorbane tutunmus kisa zincirli kismen
daha hidrofilik fitalatlarin (DMP, DEP, DBP) desorpsiyonunda hekzan gibi apolar bir
¢oziicii yiiksek ekstraksiyon verimliligi gostermemistir. Deneysel ¢alismalar sonucunda,
diklorometan tiim fitalatlar icin daha yuksek ellisyon giictine sahip olup en yuksek pik

alanlar1 verdigi tespit edildi (Sekil 4.5.1).

LI Etil Asetat = Metanol #Hekzan = Aseton = Diklorometan ®sKloroform

5.00E+07
4 50E+07 -
4 .00E+07 -
3.50E+07 -
3.00E+07 -
2.50E+07 -
2.00E+07 -
1.50E+07 -
1.00E+07 - =
5.00E+06 - -
0.00E+00 =

Pik Alanlari

Sekil 4.5.1. Fitalatlarin desorpsiyonu i¢in uygun ¢oziiciiniin se¢imi (50 mL 6rnek; 50
pL standart fitalat ilavesi, 0,02 g A5 adsorbani, 1,5 saat, 25°C, 5 mL diklorometan ile
ekstraksiyon)
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4.5.2. Uygun adsorban formulasyonunun segimi

Adsorban formiilasyonlar1 arasinda A4  formulasyonu en yiksek adsorpsiyon
kapasitesine sahip olmasina ragmen uygun adsorban formilasyonu se¢ciminde segicilik
calismalar1 da g6z onilinde bulundurularak A5 formiilasyonu ile ¢alismalar siirdiiriildii

(Sekil 4.5.2).

%1:50507: / /
AR BN
0.00E+00 - /4 4 4 4 é é

Sekil 4.5.2. Adsorban formilasyonlarinin fitalatlarin desorpsiyonuna etkisi (50 mL
ornek; 50 pL standart fitalat ilavesi, 0,02 g A5 adsorbanmi, 1,5 saat, 25°C, 5 mL
diklorometan ile ekstraksiyon)

4.5.3. Ornek hacmi ve adsorban miktar: optimizasyonu

Gelistirilen kat1 faz ekstraksiyon metodunun optimizasyonunda zenginlestirme
faktorlinli arttirabilecek kosullar tespit etmek amaciyla o6rnek hacmi ve ilave edilen
adsorban miktarinin etkisi incelendi. Farkli miktarlardaki adsorbanlar, farkli hacimlerde
hazirlanan standart iceren ¢ozeltilere ilave edildi. Sekil 4.5.3’te goriildiigii gibi 200 mL
6rnek hacminde ve 0,06 g adsorban miktariyla ¢alisildiginda 6zellikle DMP ve DEP igin
pik alanlarinda artis gozlemlendi. 500 mL Ornek hacminde c¢alisildiginda ise pik
alanlari, 200 mL o6rnek hacminde elde edilen degerlere gore daha diisikk bulundu.
Adsorban miktarinin artis1 ile DMP ve DEP gibi daha hidrofilik bilesiklerin pik alanlari
Oonemli dl¢iide artis gosterdi. Bundan sonraki ger¢ek ornek calismalarinda 200 mL 6rnek

hacmi ve 0,06 g adsorban miktari ile calisma uygun bulundu.
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Sekil 4.5.3. Ornek hacmi ve adsorban miktarmin fitalatlarin desorpsiyonuna etkisi (50
uL standart fitalat ilavesi; 1,5 saat, 25°C)

4.5.4. Tuz konsantrasyonu etkisi

Ortamin iyonik siddeti kati faz ekstraksiyon yonteminde analitlerin kiitle transfer
mekanizmasinda etkilidir. Ayrica tuz konsantrasyonundaki artisla sulu ortamdaki apolar
organik bilesiklerin ¢Oziiniirlikleri azalma egilimi gosterir. Bu davranig genellikle
salting out etkisi olarak bilinir (Colon ve Dimandja 2004). Sonu¢ olarak tuz ilavesi ile

analitlerin adsorpsiyonu degisebilmektedir (Asadollahzadeh ve ark. 2010).

Bu nedenle tuz konsantrasyonunun fitalatlarin ekstraksiyonuna etkisi incelendi. Elde
edilen sonuglara gore tuz konsantrasyonu artisi ile pik alanlarinda 6nemli bir degisim
olmadig goriildii (Sekil 4.5.4). Literatiirde kat1 faz mikro ekstraksiyon tekniklerinde
kullanilan yiiksek tuz miktarinin adsorban yiizeyinde deformasyona neden oldugu da
belirtilmistir (Asadollahzadeh ve ark. 2010). Bu nedenlerden dolayi ekstraksiyon

sirasinda tuz ilavesi yapilmadi.
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Sekil 4.5.4. Fitalatlarin adsorpsiyonuna tuz konsantrasyonunun etkisi (200 mL 6rnek;
50 pL standart fitalat ilavesi, 0,06 g A5 adsorbani, 1,5 saat, 25°C)

4.6. Optimize Edilen Metodun Validasyonu

Analitik yontemler i¢in dogruluk, kesinlik, duyarlik, tekrarlanabilirlik, goézlenebilme
siir1 ve dogrusal calisma aralig1 gibi kalite Olgiitleri vardir. Bu kalite dl¢iitlerinin ele

aliip sonuglarin gegerliligi (validasyonu) biiyiik 6neme sahiptir.

Tez calismasi kapsaminda da belirlenen optimum kosullarda dogrusallik, duyarhlik,
tekrarlanabilirlik, gozlenebilme sinir1 (LOD), nicel dl¢iim smirt (LOQ), giin igi ve

giinler arasi tekrarlanabilirlik gibi parametreler incelendi.

Saf su Ornekleri icerisine artan miktarlarda (12,5-250 pg/L) fitalat standard: ilave edilip
adsorpsiyon prosesi uygulandi. I¢ standart kullanilarak GC-MS’e enjekte edildi. Her bir
fitalat i¢in kalibrasyon egrileri, pik alanlar1 tizerinden hesaplanarak belirlendi (Cizelge
4.6.1). 0,5-10 mg/L konsantrasyon araliginda tiim analitler i¢in dogrusallik elde edildi
ve regresyon katsayilar1 Cizelge 4.6.1.1°de verildi. G6zlenebilme sinir1 (LOD) ve nicel
Olciim st (LOQ) degerleri, sirasiyla 0,31-0,41 ve 1,03—1,35 pg/L araliginda

belirlendi.

Metodun dogrulugu ve kesinligini belirlemek amaciyla giin igerisinde saf su 6rnekleri
icerisine 5 mg/L olarak sekilde standart ilave edildi ve adsorpsiyon prosesi uygulandi.
Ardindan ekstrakte edilen 6rnege ic standart ilave edilerek GC-MS’e enjekte edildi. Bu

islemler giin igerisinde 5 tekrarli analiz edildi. Giinler arasi ¢aligmada ise saf su
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ornekleri igerisine 5 mg/L olacak sekilde standart ilavesi ile adsorpsiyon prosesi
uygulandi ve giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlikleri belirlendi. Yiizde bagil
standart sapma (%RSD) verileri giin i¢i c¢aligmalar icin % 1,2—5,9 ve giinler arasi

calismalar i¢in % 1,7-6,9 araliginda bulundu.

Cizelge 4.6.1. Metot parametreleri
Bilesikler Dogrusal Korelasyon LOD LOQ Gunigi Gunler

aralhk katsayis1  (ug/L) (pg/L) %RSD arasi

(ug/L) (R?) %RSD
DMP 12,5 -250,0 0,997 0,35 1,15 2,1 1,7
DEP 12,5 - 250,0 0,999 0,41 1,35 2,3 4,8
DBP 12,5 -250,0 0,999 0,32 1,08 1,4 4,3
BBP 12,5 -250,0 0,999 0,33 1,10 2,3 4,0
DEHP 12,5-175,0 0,998 0,39 1,30 1,2 6,9
DnOP 12,5-175,0 0,988 0,31 1,03 5,9 3,6

Gelistirilen metot ile fitalatlarin tayinine yonelik literatiirde molekiiler baskilanmis kati
faz ekstraksiyon adsorbanlari ile yapilan ¢alismalarin LOD degerleri karsilagtirildiginda

tez calismasinda elde edilen veriler kabul edilebilir diizeydedir (Cizelge 4.6.2).

Cizelge 4.6.2. Fitalatlarin tayinine yonelik gelistirilen molekiiler baskilanmisg
adsorbanlar ile literatiirde yapilan ¢alismalar ile tez ¢alismasi sonucu elde edilen LOD
degerlerinin karsilastirilmasi

Yontem Baskilama Tiirii Ornek LOD(ug/L)  Referans
MI-SPE-GC- Mag-MAA/ plastik kapal1 icme 0,53-1,2 Qiao ve ark.
FID EGDMA sular1 2014
MI-SPE- MAA / EDMA siselenmis icecekler 8-18 Jin ve ark.
HPLC 2013
MI-SPE-GC- MAA /EDMA soya suti 17-22 He ve ark.
MS 2010a
MI-SPE- Amino grubu ile portakal suyu 0,002-0,02 Hu ve ark.
GC-MS fonksiyonellestiril 2014
mis silika jel
MI-SPE-GC- AM/DVB plastik siselenmis 0,85-1,38 Yan ve ark.
FID icecekler 2012
dMI-SPE- MATrp/ EGDMA plastik siselenmis 0,31-0,41 Tez
GC-MS icecekler / yapay Calismasi
tukiruk

MIP: Molekiiler baskilanmig polimer
SPE: Kat1 faz ekstraksiyonu
dMI: Dummy (model kalip)-molekiiler baskilanmis polimer
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4.7. Metodun Gercek Orneklere Uygulanmasi

Metodun uygulanabilirligini gostermek amaciyla plastik siselenmis su ornekleri ile
oyuncaklardan yapay tiikiiriikk ¢ozeltisine gegen fitalatlar belirlenen optimum kosullarda
analizlendi. Plastik siselenmis su Ornekleri yukaridaki basliklarda belirtilen O6rnek
hazirlama metodu ile hazirlanirken, oyuncaklardan yapay tiikiiriige fitalatlarin gegisini
saglamak icin oncelikli olarak yatay calkalama metoduna tabi tutuldu. Oyuncaklar 2
saat boyunca 37°C de yapay tukiriuk cozeltisi ile inkibe edildi (CSTEE, 2001).
Optimize edilen metot uygulandiginda oyuncaklardan yapay tiikiirige DMP ve DBP
gecerken, plastik siselenmis su Ornekleri igerisnde sinir degerlerin iizerinde DEHP’e

rastlandi1 (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Metodun gergek orneklere uygulanmasi

Ornek DEHP(ug/L) DMP (pg/L) DBP(ug/L)
Yapay tukurik - 266,9 + 14,5 7,92 +0,63
Plastik sise suyu 1 11,90+ 1,70 - -
Plastik sise suyu 2 10,06 £ 0,84 - -
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5. SONUC

v

MATrp monomeri, L-triptofan metil esterinin metakriloil klorir ile reaksiyonu
sonucu elde edildi. Elde edilen monomer, NMR ve FTIR ¢alismalar1 ile karakterize
edildi.

Dietil fitalat (DEP) baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokdireler suspansiyon
polimerizasyonu teknigi ile hazirlandi. Fonksiyonel monomer (MATrp) ve kalip
molekiil (DEP) muamele edilerek 6n kompleks hazirlandi. MATrp ve DEP oranlari
degistirerek fitalatlar i¢in en secici mikrokiirelerin hazirlanmasi amaciyla
fonksiyonel monomer, kalip molekiil, ¢apraz baglayict (EGDMA) ve baslatici

(AIBN) ile sentez ortam1 hazirlanarak polimerizasyon gergeklestirildi.

DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokurelerinin karakterizasyonu igin
ilk olarak FTIR tekniginden yararlanildi. FTIR analizleri ile elde edilen sonuglar
fonksiyonel monomer MATrp’nin basartyla polimerik yapiya dahil edildigini
gosterdi. Bunun yani sira mikrokiirelerin morfolojisi taramali elektron mikroskobu

(SEM) kullanilarak incelendi.

Sentezlenen adsorbanlar ile Batch-tipi DEP adsorpsiyonu ¢aligmalarina baglanirken
farkli konsantrasyonlarda (1-30 mg/L) hazirlanan DEP c¢ozeltilerinin A=239 nm’de
absorbanslar1  Olgiildii. DEP i¢in kalibrasyon egrisi elde edilerek ilgili

hesaplamalarda kullanilmak tizere dogru denklemi belirlendi.

DEP baskilanmis poliEGDMA-MATrp) mikrokurelerinin  DEP adsorpsiyon
kapasitesine pH etkisini incelemek icin pH 2-10 araliginda ¢alisildi. Adsorpsiyon
kapasitesinin genel olarak pH’ye bagli degisim gdstermedigi tespit edildi.

Adsorpsiyon ortamindaki DEP derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisini

incelemek amaciyla pH 3’te 1-500 mg/LL DEP derisim araliginda adsorpsiyon

islemleri gerceklestirildi. Yapilan deneyler sonucunda artan DEP derisimi ile

77



adsorpsiyon kapasitesinin arttigi gozlendi. Maksimum adsorpsiyon kapasitesine
sahip MIP formiilasyonlar1 A4 (472,8 mg/g) ve A7 (468,2 mg/g) olarak bulundu.

DEP baskilanmis poli(EGDMA-MATrp) mikrokirelerin DEP’e kars1 segiciligini
belirlemek amaciyla yapisal olarak DEP molekiilii ile benzerlik gosteren vanilik asit
ve stiren molekiilleri kullanildi. DEP baskilanmis ve baskilanmamis poli(EGDMA-
MATrp) mikrokiirelerin baskilama segiciligi belirlendi. Elde edilen verilere gore
secicilik molekiilleri DEP ile yapisal benzerlik gostermesine ragmen DEP
baskilanmis poli(EGDMA-MATrp) mikrokirelerin sadece DEP’e onemli olgiide
secicilik gosterdigi goriildii. A5 formulasyonunda her iki secicilik molekillerinde
siir degere gore (k' >1) daha yiiksek k' degerleri elde edildigi goriildii. Bu sebeple

sonraki ¢aligmalara bu formiilasyon ile devam edildi.

Hazirlanan adsorbanin kat1 faz ekstraksiyon malzemesi olarak kullanimi ve metot
optimizasyonu ¢aligmalart kapsaminda ilk olarak GC-MS cihazina enjekte edilebilir
uygun organik ¢oziculerin segilmesi amaglandi. Desorpsiyonda aseton, metanol,
kloroform, etil asetat, hegzan ve diklorometan ¢oziciileri ile ¢alisildi.
Kromatogramlardaki fitalat pik alanlar1 degerlendirilerek uygun ¢oziicii tespit edildi.
Deneysel ¢alismalar sonucunda, diklorometan tiim fitalatlar icin daha yiksek

ellisyon giliciine sahip olup en yiiksek pik alanlar1 verdigi tespit edildi.

Uygun adsorban formiilasyonunun se¢imi yapildiginda formiilasyonlar arasinda en
yiiksek DEP adsorpsiyon kapasitesi A4 ve A5 formiilasyonlarinda goriildii. Fakat
secicilik calismalar1 g6z Oniinde bulundurularak A5 formiilasyonu ile c¢aligmalar
strddrdldid. NIP adsorbani ile kiyaslandiginda da NIP’nin adsorpsiyon kapasitesi
daha diisiik bulundu.

Gelistirilen kat1 faz ekstraksiyon metodunun optimizasyonunda 6rnek hacmi ve
ilave edilen adsorban miktarinin etkisi de incelendi. 500 mL ve 200 mL Ornek
hacminde calisildiginda pik alanlari, 500 mL hacimde c¢alisildiginda bulunan
degerler 200 mL 6rnek hacminde elde edilen degerlere gore daha diisiik bulundu.

Adsorban miktarinin artig1 ile DMP ve DEP gibi daha hidrofilik bilesiklerin pik
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alanlar1 6nemli Olgiide artis gosterdi. Bundan sonraki gercek ornek calismalarinda

200 mL 6rnek hacmi ve 0,06 g adsorban miktari ile ¢alisma uygun bulundu.

Ortamin iyonik siddeti kat1 faz ekstraksiyon yonteminde analitlerin kiitle transfer
mekanizmasinda  etkili oldugundan tuz  konsantrasyonunun fitalatlarin
ekstraksiyonuna etkisi incelendi. Elde edilen sonuglara gore tuz konsantrasyonu

artis1 ile pik alanlarinda 6nemli bir degisim olmadig1 goriildii.

Belirlenen optimum  kosullarda  dogrusallik, duyarlilik, tekrarlanabilirlik,
gozlenebilme sinir1 (LOD), nicel Olgiim sinirt (LOQ), giin i¢i ve gilinler arast
tekrarlanabilirlik gibi parametreler incelendi. 0,5-10 mg/L konsantrasyon araliginda
tiim analitler icin dogrusallik elde edildi ve korelasyon katsayilari 0,988-0,999
araliginda bulundu. Gozlenebilme siiri (LOD) ve nicel dlglim smir1 (LOQ)
degerleri, sirasiyla 0,31-0,41 ve 1,03—1,35 pg/L araliginda belirlendi. Yiizde bagil
standart sapma (%RSD) verileri giin i¢i ¢aligmalar i¢cin % 1,2—5,9 ve giinler arasi

calismalar i¢in % 1,7-6,9 araliginda bulundu.

Gelistirilen metodun uygulanabilirligini gostermek amaciyla plastik siselenmis su
ornekleri ile oyuncaklardan yapay tiikiiriige gecebilecek fitalatlarin analizi
gerceklestirildiginde su oOrneklerinde EPA’nin belirledigi simir degerin (6 pg/L)
tizerinde DEHP (11,9 ve 10,06 pg/L) bulundu. Oyuncaklardan yapay tiikiiriige
gecen fitalatlara bakildiginda ise DMP (266,9 pg/L) ve DBP (7,92 pg/L) molekiilleri
belirlendi.
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