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ÇEVRESEL MATRİKSLERDE BULUNAN HARDAL GAZI BOZUNMA 

ÜRÜNÜNÜN EUTECTİC ÇÖZÜCÜLER İLE EKSTRAKSİYONU, 

KROMATOGRAFİK VE SPEKTROFOTOMETRİK ANALİZLERİ 

ÖZET 

Kimyasal savaş ajanları (CWA) canlılara zarar vermek, yaralamak, güçsüzleştirmek 

veya öldürmek amacıyla kullanılan, aşırı derecede toksik sentetik kimyasallardır. 

Partiküllere adsorbe edilerek veya gaz, sıvı ya da aerosol şeklinde dağılabilirler. 

Hardal gazı (HD) veya bis(2-kloroetil) sülfür kimyasal savaş ajanları arasında en 

önemli ajanlardan biridir. HD oldukça toksik bir alkile edici bir maddedir. Hardal gazı 

çeşitli yollarla çevrede varlığını sürdürebilir ve ortamın hardal gazı ile kirletilmesi 

durumunda, bu ajanın bozulup bozulmayacağı, oluşan ürünün kimliğinin, 

toksisitesinin ve miktarının bilinmesi dekontaminasyonu açısından oldukça önemlidir. 

Kimyasal ajanlar ile kirletilmiş olduğundan şüphelenilen alanlarda hardal gazının 

varlığını doğrulayabilmek adına hardal gazı ve bozunma ürünlerinin tespiti için hızlı 

ve güvenilir analitik yöntemler gerekmektedir.  

Bu çalışmada, hardal gazının bozunma ürünü olan 1,4-ditianın çok-düşük 

konsantrasyonlarda tayini amacıyla yeşil kimya prensiplerine dayalı bir sıvı faz 

ekstraksiyon yöntemi geliştirilmiştir. Ekstraksiyon çözücüsü olarak çevresel 

sürdürülebilirlik, biyouyumluluk ve düşük toksisite avantajları nedeniyle geleneksel 

organik çözücüler yerine derin ötektik çözücüler (DES) tercih edilmiştir. DES’ler, 

belirli molar oranlarda karıştırılan bir kuaterner amonyum tuzu ve bir hidrojen bağ 

donöründen (HBD) oluşmakta olup, düşük maliyetli ve kolay hazırlanabilen 

çözücülerdir. Bu yaklaşımla daha az toksik ve daha az çözücü tüketen bir ekstraksiyon 

süreci elde edilmiştir. 

Geliştirilen yöntemde; DES oranı/hacmi, karıştırma süresi ve THF miktarı gibi tüm 

deneysel parametreler optimize edilmiş ve analizler gaz kromatografisi (GC) ile 

gerçekleştirilmiştir. GC sisteminde sıcaklık programı, split oranı ve taşıyıcı gaz akış 

hızı da metot performansını en üst düzeye çıkaracak şekilde optimize edilmiştir. 

Yöntemin analitik performans parametreleri incelendiğinde, gözlenebilme limiti 

(LOD) 44.3 μg/L, tayin limiti (LOQ) ise 147.8 μg/L olarak belirlenmiştir. Ayrıca 

kalibrasyon eğrisinin geniş bir aralıkta yüksek doğrusallık (R² = 0.9998) sergilediği ve 

yöntemin gün içi ve günler arası tekrarlanabilirliğinin sırasıyla %6.4 ve %4.3 RSD ile 

oldukça iyi olduğu tespit edilmiştir. 

Yöntemin doğruluğunu ve uygulanabilirliğini değerlendirmek amacıyla Kimyasal 

Silahların Yasaklanması Örgütü (OPCW) tarafından yürütülen yeterlilik testlerinde 

(PT) kullanılan kompleks matrisleri temsil eden musluk suyu (PEG+DCM) ve toprak 

(+dizel) örnekleri hazırlanmış ve bu matrislerde geri kazanım çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir.  
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Kalibrasyon eğrisinin doğrusal aralığında 1,4-ditian standardı eklenerek yapılan 

çalışmalarda, musluk suyu matrisinde %95-108, toprak matrisinde ise %83-105 geri 

kazanım değerleri elde edilmiştir. 

Sonuç olarak, bu çalışma ile basit, etkili ve yeşil kimya ilkelerine uygun bir 

ekstraksiyon yöntemi geliştirilmiş; yüksek geri kazanım yüzdeleri ve düşük tayin 

limitleriyle karmaşık matrislere uygulanabilirliği başarılı şekilde gösterilmiştir. Ayrıca 

literatürde 1,4-ditianın analizine yönelik sınırlı sayıda çalışma bulunmakta olup, derin 

ötektik çözücülerle (DES) geliştirilmiş ilk ekstraksiyon yöntemlerinden biri olması 

açısından da özgün bir katkı sağlamaktadır. 
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EXTRACTION OF MUSTARD GAS DEGRADATION PRODUCTS FROM 

ENVIRONMENTAL MATRICES USING EUTECTIC SOLVENTS: 

CHROMATOGRAPHIC AND SPECTROPHOTOMETRIC ANALYSIS 

 

SUMMARY 

Chemical warfare agents (CWAs) are highly toxic synthetic chemicals used to harm, 

injure, incapacitate, or kill living organisms. They can be dispersed by being adsorbed 

on the surface of particles or in the form of gas, liquid, or aerosol. The Organisation 

for the Prohibition of Chemical Weapons (OPCW), established in the 1990s, aims to 

eliminate the global use of Chemical Warfare Agents (CWAs). Together with the 

Chemical Weapons Convention (CWC), the development, production, and use of 

CWAs have been prohibited. There are laboratories that have obtained the competence 

to perform the analysis of chemicals listed under the CWC. These laboratories are 

referred to as OPCW designated laboratories. In order to become an OPCW designated 

laboratory, it is necessary to participate in the proficiency tests (PTs) organized 

annually by the OPCW and achieve successful results. 

Sulfur mustard (HD), or bis(2-chloroethyl) sulfide, is one of the most significant 

chemical warfare agents. HD is a highly toxic alkylating compound. Sulfur mustard 

can persist in the environment through various pathways, and in the event of 

environmental contamination, understanding whether the agent degrades, as well as 

identifying the degradation products, their toxicity, and their concentrations, is crucial 

for effective decontamination. In areas suspected of being contaminated with chemical 

agents, rapid and reliable analytical methods are required to detect sulfur mustard and 

its degradation products in order to confirm its presence. HD is initially hydrolyzed in 

environmental samples to form thiodiglycol (TDG). TDG can subsequently undergo 

oxidation to produce thiodiglycol sulfoxide (TDGO) and thiodiglycol sulfone 

(TDGOO). In addition,  HD with thermal interaction can lead to the formation of cyclic 

degradation products such as 1,4-dithiane and 1,4-dioxane. While the detection of 

intact HD in the environment is rare, its metabolites and degradation products are 

encountered much more frequently. Conclusion, the detection of these chemicals in 

analyzed samples can serve as reliable evidence of the presence of HD in the 

environment. 

1,4-Dithiane is an organosulfur compound that is not classified as carcinogenic and 

has a garlic- or onion-like odor. It appears as a thermal degradation product of HD 

under both normal and high temperatures. Although it is an important compound for 

demonstrating the presence of HD, there are relatively few studies in the literature 

focusing on its analysis.  

Within the scope of this thesis, gas chromatography was used to analyze 1,4-dithiane. 

Gas chromatography (GC) is a technique employed for the qualitative and quantitative 

analysis of compounds that are volatile or can be made volatile. The injection system, 

carrier gas system, column, and detector can be considered as its fundamental 

components. In a GC system, compounds injected into the column reach the dedector 
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at different times depending on their interactions with the stationary phase. However, 

not every sample can be analyzed directly by GC due to matrix characteristics or 

physical forms. Therefore, sample preparation procedures are required. Sample 

preparation enables the separation of target analytes from the matrix and the 

preconcentration of those present at trace levels, effectively eliminating matrix 

interferences. Liquid–liquid extraction (LLE) is a widely used sample preparation 

technique. It is based on transferring the analyte from an aqueous matrix into an 

immiscible organic solvent. In LLE, the organic solvent must be immiscible with the 

matrix and able to dissolve the analytes. However, due to the use of large amounts of 

high-purity organic solvents, it is not well aligned with green chemistry principles. 

Consequently, deep eutectic solvents (DESs) have emerged as environmentally 

friendly alternatives to conventional organic solvents. DESs are known as relatively 

less toxic, eco-friendly solvents. They are easy, fast, and low-cost to prepare, and they 

are also biocompatible. 

In this study, a green chemistry-assisted liquid-phase extraction technique was 

developed for the trace-level analysis of 1,4-dithiane, a cyclic degradation product of 

sulfur mustard. Deep eutectic solvents (DESs) were selected as the extraction solvent 

instead of commonly used organic solvents due to their environmentally friendly 

properties such as sustainability and biocompatibility. This approach enabled the use 

of less toxic and smaller volumes of solvent. Additionally, DESs, which are more cost- 

effective and easier to prepare, are synthesized by mixing a quaternary ammonium salt 

with a hydrogen bond donor (HBD) in a specific molar ratio. 

All experimental parameters such as the DES ratio/volume, mixing time, and the 

amount of THF were optimized for the analysis of 1,4-dithiane at low detection limits 

using the developed method, and the analysis was performed by gas chromatography. 

Additionally, GC system parameters including the temperature program, split ratio, 

and carrier gas flow rate were optimized for the analysis. During the optimization 

experiments, various conditions were evaluated for each parameter to determine their 

influence on the analyte signal, while the remaining parameters were maintained 

constant. All parameters were assessed in triplicate using a 10 mg/L 1,4-dithiane 

standard solution. After selecting the DES type and molar ratio, the formation of a 

hydrogen bond between choline chloride and phenol is required for DES formation. 

To examine the presence of this interaction, the characterization of the DES was 

carried out using FTIR. The IR spectra of pure choline chloride, pure phenol, and the 

DES formed from their combination were analyzed. In addition, to investigate the 

presence and solubility of 1,4-dithiane within the DES phase obtained after extraction, 

the IR spectra of the DES phase, pure 1,4-dithiane, and the DES itself were examined. 

As part of the method validation process, the limit of detection (LOD), limit of 

quantification (LOQ), linear dynamic range (LDR), relative standard deviation 

(%RSD), and repeatability parameters were determined under optimized conditions. 

Each analysis was performed seven times for the evaluation of all parameters. The 

analytical performance of the method was evaluated, and the limit of detection and 

limit of quantification were found to be 44.3 μg/L and 147.8 μg/L, respectively. When 

1,4-dithiane was analyzed using the developed method, the calibration curve exhibited 

good linearity with a correlation coefficient of 0.9998, and the repeatability, in terms 

of % relative standard deviation, was found to be 6.4% (intra-day) and 4.3% (inter-

day). 
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In order to validate the accuracy and applicability of the method, recovery studies were 

executed using tap water (PEG+DCM) and soil (+diesel) samples, which were 

prepared to simulate complex matrices used in proficiency tests (PTs) conducted by 

the OPCW. Matrix matching strategy was used to reduce the matrix effect in complex 

samples and ensure accurate quantification. Recovery studies were carried out in the 

samples by spiking 1,4-dithiane at concentrations within the linear calibration range. 

Recovery percentages were obtained in the range of 95-108% for the tap water and 83-

105% for the soil samples.  

The proposed simple, effective, and green chemistry-supported method achieved high 

recovery percentages, and its applicability to complex matrices used in OPCW 

proficiency tests was demonstrated. Furthermore, although there is a lack of significant 

studies on the analysis of 1,4-dithiane in the literature, no extraction method has been 

developed using DES for this purpose.  
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1. GİRİŞ 

1.1 Tezin Amacı 

Kimyasal savaş ajanları arasında en bilinen son derece toksik olan hardal gazı çevreye 

ve canlılara zarar vermek amacıyla yaygın olarak kullanılır. Hardal gazı çevrede uzun 

süre kalabilir ve durduğu zaman içerisinde farklı bozunma ürünleri ortaya çıkabilir. 

Bu nedenle hardal gazının varlığının belirlenmesi için bozunma ürünlerininde yüksek 

doğruluk ve hassasiyetle analizi oldukça önem teşkil eder. Bu çalışmada, hardal 

gazının döngüsel bozunma ürünlerinden biri olan 1,4-ditianın ekstraksiyonu/ön 

konsantrasyonu ve analizi için yeni, çevre dostu ve hassas bir analitik bir yöntem 

geliştirilmesi amaçlanmıştır. Bu doğrultuda yaygın kullanılan toksik organik çözücü 

kullanımı yerine ekstraksiyon çözücüsü olarak çevre dostu derin ötektik çözücüler 

kullanılarak sıvı faz ekstraksiyonu gerçekleştirilmiştir. Sonrasında geliştirilen metot 

optimize edilip ve gaz kromatografisi ile birleştirilmiştir. Bu metot musluk suyu ve 

toprak örneklerinden düşük seviyelerde dahi bulunan döngüsel bozunma ürününün 

yüksek doğruluk ve hassasiyetle tespit edilmesine olanak sağlamıştır. 

1.2 Kimyasal Savaş Ajanları 

Milattan önceki zamanlardan beri kimyasal maddelerin savaşlarda kullanıldığı 

bilinmektedir. Helleborus köklerinin Atinalılar tarafından Kirrha kuşatması sırasında 

su kaynaklarını kirletmek için kullanılması, zehirli dumanlar oluşturmak amacıyla ise 

zift ve kükürtün yakılması, arsenik dumanının kullanılması bunlara örnektir [1].  Daha 

sonra kimyasal savaş ajanları (CWA) yavaş yavaş savaş alanlarında kendilerini 

göstermeye başlamıştırı. Bu kimyasalların kullanımı Birinci Dünya Savaşı sırasında 

zirveye ulaşmıştır [2]. Kimyasal savaş ajanları (CWA) aşırı derecede toksik ve 

partiküllere adsorbe edilerek veya gaz, sıvı ya da aerosol şeklinde dağılabilen sentetik 

kimyasallardır. Canlıları öldürmek, yaralamak veya güçsüzleştirmek amacıyla 

kullanılmaktadırlar [3]. Başlangıçta pestisit olarak planlanan nörotoksik 

organofosfatlar olarakta bilinen sinir ajanları en güçlü kimyasal savaş ajanlarıdır. Bu 

ajanlar II. Dünya Savaşı'nda geliştirilmiştir. Aynı zamanda düşük maliyetli ve kolay 

üretilebilen ajanlar oldukları için terör örgütlerinin ilgi odağı haline gelmişlerdir [4]. 
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CWA'lar sinir, yakıcı (vezikanlar), boğucu ve kan zehirleyici gibi fizyolojik duruma 

göre farklı kategorilere ayrılmıştır. Sinir ajanlarına; VX, sarin (GB), soman (GD), 

kabarcık oluşturan/yakıcı ajanlara; kükürt hardalı (HD) ve azot hardalı, boğucu 

ajanlara; fosgen, kan zehirleyici ajanlara ise hidrojen siyanür örnek olarak verilebilir 

[5].  

1.2.1 Kimyasal silahları yasaklama örgütü (OPCW) ve yeterlilik testleri  

Kimyasal silahların dünya çapında kullamını ortadan kaldırılmasını amaçlayan, 

içerisinde birçok uluslararası devletleri içeren Kimyasal Silahların Yasaklanması 

Örgütü (OPCW) ve Kimyasal Silahlar Sözleşmesi (CWC) 1990’lı yıllarda ilk olarak 

ortaya çıkmıştır [6]. CWC ile birlikte kimyasal savaş ajanlarının (CWA) geliştirilmesi, 

üretilmesi, stoklanması ve kullanımı yasaklanmıştır [1]. Kimyasal Savaş ajanları risk 

etmenlerine açısından, OPCW tarafından 3 çizelgeye ayrılmıştır. Çizelgelerin A 

sınıfları kimyasal ajanların kendisini içerirken, B sınıfları ajanların öncüllerini içerir. 

Çizelge I kimyasalları ve öncülleri doğrudan CWA olarak geliştirilebilir, üretilebilir 

ve kullanılabilir. Bu çizelgede yer alan kimyasallar genelde barışçıl amaçlar için 

kullanılmazlar, bu sebeple Kimyasal Silahlar Sözleşmesi (CWC) kapsamında yüksek 

risk oluşturmaktadır. Sarin, soman, tabun, VX ve hardal gazı Çizelge I’e dahil 

edilmiştir. Çizelge II’de yer alan kimyasal ajanların üretiminin son aşamasında 

gerçekleştirilen reaksiyonlarda öncü kimyasal olarak kullanılabilirler ve genellikle 

önemli ticari kullanımı olan kimyasallardır. Bu nedenle sözleşmenin amacı açısından 

önemli bir risk oluşturmaktadır. Tiyodiglikol ve pinakolil alkol bu gruba dahildir. 

Çizelge III kimyasalları bir veya daha fazla kimyasalın üretiminde rol oynayacağından 

ve kimyasal silah olarak kullanılmasını sağlayabilecek özellikleri sebebiyle risk teşkil 

etmektedir. Fosgen ve trietanolamin bu grupta yer alır [7,8].   

CWC’nin amaç ve hedefinin gerçekleştirilmesi için taraf devletler Kimyasal Silahların 

Yasaklanması Örgütü'nü (OPCW) kurmuştur. Güncel olarak CWC kapsamındaki 

kimyasallar için numunelerin analizinde yeterlilik elde etmiş 32 laboratuvar 

bulunmaktadır. Bu laboratuvarlar OPCW tarafından tanınmış/yetkilendirilmiş 

laboratuvarlardır [9,10]. Yetkilendirilmiş laboratuvarlar, kimyasal üretim tesisleri, 

depolama alanları veya kimyasal silah kullanıldığı iddia edilen sahalardan toplanan 

örneklerin saha dışında analizini gerçekleştirme yetkinliğine sahiptir ve analizlerin 

doğru ve tarafsız yapıldığını devletlere garanti eder. OPCW, laboratuvarların 

kimliklerini gizli tutar. Laboratuvarlar da yaptıkları çalışmalarla ilgili olarak gizlilik 
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kurallarına bağlıdır. Bu düzenleme, analiz süreçlerinin ve elde edilen sonuçların 

bütünlüğünü ve güvenilirliğini korumak amacıyla uygulanmaktadır [11]. Bir 

laboratuvarın, OPCW tarafından yetkilendirilmiş laboratuvar olabilmesi  için her yıl 

OPCW tarafından düzenlenen resmi yeterlilik testlerine (PT) katılıp, başarılı sonuç 

elde etmesi gerekir [12]. Yeterlilik testlerine katılım sağlayacak laboratuvarların 

öncelikle uluslararası bir akreditasyon kuruluşundan akredite olmaları gerekir. 

Gerçekleştirilen bu yeterlilik testlerinde, laboratuvarların kirlenmiş çevresel 

örneklerdeki CWA’ları ve bunların metabolitlerinin varlığını kalitatif olarak doğru 

şekilde tespit etmeleri beklenir. Yeterlilik testini en az üç kez üst üste başarıyla 

gerçekleştiren laboratuvar sonrasında OPCW tarafından tanınmış bir laboratuvar 

olarak sertifikalandırılır. Genellikle su, toprak veya organik üç çevresel numune 

belirlenmiş bir laboratuvar tarafından hazırlanır ve eş zamanlı olarak diğer 

laboratuvarlara gönderilir. Numunelere OPCW tarafından sınıflandırılmış 

CWA’lardan veya metabolitlerinden spike edilir. Hazırlanan numunelerin içerisinde 4 

ila 9 arasında bu kimyasallardan bulunur, eklenen miktar bilinmemekle birlikte 1–10 

mg/L'den az değildir. Gerçek örneklerle birlikte matrikslerin boş numuneleri de 

beraberinde gönderilir [13]. Yeterlilik testleri için hazırlanan bazı örnek matriksler 

Çizelge 1.1’de verilmiştir. 

Çizelge 1.1 : OPCW yeterlilik testlerinde kullanılan örnek matriksleri [14]. 

Matriks Girişim maddesi Eklenen kimyasal 

Toluen Dizel 

O-(2-Metilpropil) S-2-

dietilaminoetilmetilfosfonotiolat, O,O-Dietil S-

(2-(dietilamino)etil)fosforotiolat (Amiton) 

Yeraltı 

suları 
PEG + 0.1 % DCM 

Etilfosfonik asit, O-İzopropil etilfosfonik asit, 

Trietanolamin 

Toprak Dizel + Trimetilfosfat 
O,O-Dimetil etilfosfonat, 1,5-Bis(2-

hidroksietiltiyo)- pentan 

Hekzan Dizel 

O-Etil S-2-dietilaminoetilmetilfosfonotiolat, 

Bis(2- kloroetil)sülfür (Hardal gazı), Dimetil 

fosfit 

Musluk 

suyu 

PEG + Yağ asidi + 0.1 

% DCM 

Etilfosfonik asit, Etil dietanolamin, Metil 

dietanolamin 
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1.2.2 Hardal gazı (HD) 

Hardal gazı bir diğer ismiyle kükürt hardalı (HD) veya bis(2-kloroetil) sülfür oldukça 

toksik bir alkile edici maddedir. Aynı zamanda savaş ajanlarının kralı olarak bilinen 

hardal gazı (HD), ilk kez I. Dünya Savaşı’nda ortaya çıkmıştır [5,15]. Hardal gazı 

renksiz, viskoz bir sıvıdır ve sarımsağa benzer bir kokusu vardır. Aynı zamanda 

kanserojen olan bu ajan mutajenik özellikler gösterir. Ortalama öldürücü doz miktarı 

0,7 mg/kg’dır [16]. Kimyasal savaş ajanlarının vezikantlar olarak bilinen kabarcık 

oluşturan ajanlar sınıfına giren hardal gazı, cilt ile maruziyetinde yanığa benzeyen 

yaralar oluşturur [3]. Ayrıca ciddi göz yaralanmalarına ve inhalasyon sonucu 

akciğerde hasar oluşmasına yol açar [15]. HD’ye şiddetli maruziyet sonrasında körlük, 

bronşit, lökopeni ve  kornea hasarı gibi ciddi etkiler ortaya çıkar [17]. Hardal gazı 

maruziyetinin etkileri uzun yıllar sonrasında da ortaya çıkabilir. Semptomların gelişim 

hızı ve yoğunluğu, etken madde miktarına, maruziyet biçimine ve çevresel koşullara 

bağlı olarak değişim gösterir. Bütün bu koşullar göz önüne alındığında hardal gazı 

maruziyeti ölümle sonuçlanabilir ve hardal gazı toksisitesi için özel bir panzehir yoktur 

[3,5]. Kükürt hardalının yağda çözünürlüğü sudaki çözünürlüğünden daha iyi olduğu 

için cilt ile maruziyetinde hızla emilir, ayrıca hava koşullarına bağlı olarak toprakta 

birkaç hafta, yer altında ise 10 yıla kadar aktif kalıcığı vardır. Bu sebeple önemli 

çevresel sonuçlara yol açabilir [18]. Tarihte, ordular vezikantları toprakları kirletmek 

için kullanmışlardır. Bu ajanlar bitki örtüsüne yapışarak, çevreye yayılmalarının 

üzerinden saatler geçse bile, askerlere yapraklardan, çimlerden veya çalılardan 

bulaşarak onlara zarar verebilirler. Kullanım kolaylığı ve düşük üretim maliyeti gibi 

özellikleri HD’yi diğer pahalı silah sistemlerine kıyasla daha çekici bir hale getirir. 

Çünkü diğer silah sistemleri üretmek ve dağıtmak için gelişmiş teknik bilgileri 

gerektirebilir [15,16]. Hardal gazı öldürücülüğü veya etkisizleştirici toksisitesi, 

potansiyel kimyasal silah olması sebebi ile OPCW’nun sınıflandırdığı Kimyasal 

Çizelge I’e dahil edilmiştir [7].  

1.2.2.1 Hardal gazı bozunma ürünleri 

Güçlü bir vezikant olan hardal gazı çeşitli yollarla çevrede varlığını devam ettirebilir. 

HD ajanı birçok savaş sırasında kullanılmıştır. Hardal gazı mühimmatının bertaraf 

yöntemlerinin kötü olması sebebiyle, yüzeyden ve çevreden tamamen yok olmaz. 

Bunun haricinde, kimyasal savaş ajanları (CWA) sivillere zarar vermek amacıyla 

tekrar üretilebilir veya tedarik edilebilir. Ortamın hardal gazı ile kirletilmesi 
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durumunda, bu ajanın bozulup bozulmayacağı, oluşan ürün kimliğinin, toksisitesinin 

ve miktarının bilinmesi dekontaminasyonu için oldukça önemlidir [19]. Kimyasal 

Silahlar Sözleşmesi kapsamındaki yükümlülükler ve çevresel ortama yayılan 

CWA’ların yarattığı tehditler doğrultusunda, hardal gazı (HD) ve ilgili bozunma 

ürünlerinin tespitine yönelik analitik yöntemlere duyulan ihtiyaç giderek artmıştır 

[20]. Kimyasal ajanlar ile kirletilmiş olduğundan şüphelenilen alanlarda hardal gazı 

varlığını doğrulamak, hardal gazı ve bozunma ürünlerinin tespiti için hızlı ve güvenilir 

analitik yöntemlere gereksinim vardır [21]. Örneğin, teröristler tarafından sivil nüfusa 

yapılan kimyasal saldırıda hardal gazı kullanıldığı takdirde, acil doktorları HD’nin 

bozunma ürünlerini tanımalı, HD varlığı tahmin edilmeli ve HD’ye maruz kalan 

hastaların nasıl tedavi edilcekleri bilinmelidir. Hardal gazı çevresel örneklerde hem 

hidroliz ürünleri, hem oksidasyon ürünleri, hem de HD'nin döngüsel bozunma ürünleri 

olarak bulunabilir [22]. Hardal gazı su varlığında ilk olarak hidrolize uğrayarak 

bozunur ve tiyodiglikole (TDG) dönüşür. Çevrede kaldığı süre içerisinde birden fazla 

farklı bozunma ürünü ortaya çıkabilir. Tiyodiglikol (TDG) yavaş bir şekilde 

oksitlenerek tiyodiglikol sülfoksiti (TDGO) ve tiyodiglikol sülfonu (TDGOO) 

oluşturabilir. Hardal gazının bilinen birden fazla döngüsel bozunma ürünü de 

bulunmaktadır. Döngüsel kükürt bileşiklerinden bir ikisi 1,4-tioksan ve 1,4-ditiandır. 

Kükürt hardalı genellikle kendisinden daha uzun süre hayatta kalan safsızlıklar içerir. 

Hardal gazının bozulmamış olarak ortamdan tespiti nadiren gerçekleşirken, farklı 

döngüsel bozunma ürünleri (1,4-tioksan, 1,4-ditian) ile daha sık karşılaşılmıştır. 

Örneğin; sudan ve çöplüklerden alınan tortu örneklerinde 1,4-tioksan ve 1,4-ditiana 

hardal gazı ve TDG, TDGO, TDGOO’dan daha sık rastlanmıştır.  Analiz edilen bir 

numunede birkaç döngüsel bozunma ürünü veya safsızlık tespit edildiği takdirde, bu 

tespit ortamda HD’nin varlığının güvenilir bir kanıtı olarak gösterilebilir. Hardal gazı 

bozunma ürünlerinin analizi ve tanımlanması için GC-MS ve LC-MS sıkça kullanılan 

yöntemlerdir. Bunların haricinde NMR, FPD gibi kullanılan farklı tekniklerde 

mevcuttur [20,21]. 

1.2.2.2 1,4-Ditian 

1,4-Ditian, (SC2H4)2 formülüne sahip bir organosülfür bileşiğidir. Siklohekzan 

çekirdek yapısından oluşan, iki metilen köprüsünün kükürt ile değiştirildiği 

heterosiklik bileşiktir [23]. Yüksek sıcaklıklarda kükürt hardalının termal 

bozunmasının önemli bir ürünü 1,4-ditian’dır, ancak benzer bozunma davranışı ortam 
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sıcaklıklarında da meydana gelir. 1927 yılında birkaç bilim adamı tarafından kükürt 

hardalı örneklerinin çoğunda 1,4-ditian bulunduğu ve örneğin yaşına bağlı olarak 1,4-

ditian konsantrasyonunun arttığı öne sürülmüştür. Kükürt hardalının, 1,4-ditianı 

oluşturduğu termal bozunma reaksiyonu Şekil 1.1’de gösterilmektedir [24].   Saf 

hardal gazının (%98) yapılan analizinde, 1,4-ditian büyük bir safsızlık olarak 

bulunmuştur [25]. Çevrede kararlı olan bu kimyasal neredeyse her zaman eskiyip 

değişime uğrayan veya bozulmuş kükürt hardalında bulunur. 1,4-ditian’ın erime ve 

kaynama sıcaklıkları sırasıyla 112,3 ℃ ve 199,5 ℃’dir [26]. Kükürt hardalının 

hidroliz ürünü olarak da karşımıza çıkabilen 1,4 – ditian’ın sıçanlar üzerindeki 

ortalama öldürücü dozu (LD50), oral yol ile maruziyetinde 2768 mg/kg olup ames 

testine göre ise insan üzerinde kanserojen olarak sınıflandırılmadığı raporlanmıştır 

[27,28]. Sarımsak, soğan ve balık tadında olan 1,4-dithiane hakkında literatürde az 

denebilecek sayıda makale yer almaktadır [29].  

 
 

Şekil 1.1 : Kükürt hardalının termal bozunma reaksiyonu sonucu oluşan 1,4-ditian 

[24]. 

1,4-Dithiane
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2. GENEL BİLGİ 

2.1 Hardal Gazı Bozunma Ürünlerinin Tayini İçin Analitik Teknikler 

Hardal gazı ve bozunma ürünlerinin tayini için en yaygın olarak kullanılan 

kromatografik teknikler yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) ve gaz 

kromatografisidir (GC). Aşağıda bu tekniklerden HPLC kısaca tanıtılmıştır. Tez 

çalışmaları kapsamında kullanılan gaz kromatografisi tekniği ise daha detaylı olarak 

anlatılmaktadır. 

2.1.1 Yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) 

Sıvı kromatografisi (LC), genellikle sıvı numunenin katı parçacıklarla dolu bir 

kolondan geçerek çözeltinin bileşenlerinin ayrılmasına dayanır. Sıvı kromatografisini 

gaz kromatografisinden ayıran özelliği sistemin hareketli fazının sıvı olmasıdır. Klasik 

LC yöntemi geliştirilerek yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) üretilmiştir. 

Yüksek basınçlı sıvı kromatografisine (HPLC) ait şematik gösterim Şekil 2.1’de 

verilmektedir. HPLC'de kolon içerisinde bulunan katı adsorban sabit fazı çok küçük 

parçacıklardır ve yeterince hızlı bir akış sağlamak ve yeterli basınç oluşturmak 

amacıyla bir pompa kullanılır [30].  

 

Şekil 2.1 : Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (HPLC) Şematik Gösterimi [32]. 
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HPLC, organik bileşiklerin analizi için mevcut olan en önemli tekniklerden biridir ve 

bu yöntem, GC’ye kıyasla daha az numune temizliği gerektirir. Bu yöntemde bileşikler 

aşırı ısıya maruz kalmaz ve genellikle analiz için türevlendirme işlemine gerek 

duyulmaz. Bunlar HPLC yönteminin avantajları olarak sayılabilir. Ancak, HPLC’den 

elde edilen kromatografik verimlilik, GC'den elde edilen kromatografik verimlilik 

kadar yüksek değildir. Bu sebeple HPLC’den elde edilen piklerde dedektörün ayırt 

edemediği bileşenler bulunabilir. Bunun sonucunda daha hassas ve seçici bir detektöre 

gereksinim duyulmuş ve LC/MS’e karşı önemli bir ilgi ortaya çıkmıştır. Yüksek 

performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) ve kütle spektrometresi (MS) nin 

birleşimiyle ortaya en güçlü analitik tekniklerinden biri çıkmıştır [31].   

2.1.2 Gaz kromatografisi (GC) 

Gaz kromatografisi (GC) ilk olarak James ve Martin (1952) tarafından ortaya 

sürülmüştür ve o zamandan beri hızla gelişmeye devam etmektedir [33]. Gaz 

kromatografisi, uçucu bileşiklerin miktarının belirlenmesi ve tanımlanması için 

kullanılan bir yöntemdir [34]. Gaz kromatografisi, tat-koku endüstrisi, tıbbi-biyolojik 

araştırmalarda, çevre bilimi, adli tıp gibi daha birçok alanda gıdaların, petrol 

ürünlerinin, pestisit ve pestisit kalıntılarının, farmasötik ürünlerin örneklerinin analizi 

gibi, karmaşık matrikslerdeki organik maddelerin tespiti için kullanılan en yaygın 

analitik tekniklerden biridir [35]. 

2.1.2.1 Gaz kromatografisi çalışma prensibi 

Gaz kromatografisinde, matriks içerisindeki bileşenler buharlaştırılır ve hareketli gaz 

fazı (taşıyıcı gaz) tarafından kolon boyunca taşınır. Bu teknik, numunelerin analiz 

sırasında verilen sıcaklıkta sabit fazdaki çözünürlüklerine, moleküler etkileşimlerine 

ve bağıl buhar basınçlarına göre hareketli faz ve sabit faz arasında ayrılmasına dayanır. 

Kolona enjekte edilen bileşiklerin, kolon içerisindeki ilerleme hızları bileşiklerin sabit 

faz ile olan etkileşimine bağlı olarak değişir. Bileşiğin sabit faza ilgisi ne kadar 

fazlaysa, bileşik o kadar kolonda tutulur ve kolondan çıkışı o kadar uzun sürer. GC 

ayrım prensibi açıklamalı olarak Şekil 2.2’de gösterilmektedir. Bileşiklerin 

enjeksiyonundan, kolondan çıkışına kadar geçen süreye alıkonma süresi (tR) olarak 

bilinir ve her bir madenin kimyasal yapısına, kolonun sıcaklık, uzunluk ve çapı gibi 

özelliklerine bağlı olarak farklılık gösterir [36]. Ayrımı gerçekleştirilecek bileşenler 
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kararlı olmalı ve belirli sıcaklıkta uçuculuğa sahip olmalıdır. Nispeten uçucu olmadığı 

düşünülen bileşiklerin analizi, kısa kolonların tercih edilmesi ve yüksek sıcaklıklarda 

çalışılmasıyla mümkün kılınabilir. Uçucu olmayan bileşikler için ise basit 

türevlendirme işlemiyle bileşikler uçucu hale getirilip analizleri gerçekleştirilebilir 

[33,37].  

 

Şekil 2.2 : Gaz kromatografisi ayırma prensibi. Sabit faz ile en az etkileşimde 

bulunan turuncu bileşik, diğer bileşiklerden daha erken kolondan çıkar ve en kısa 

alıkonma süresine sahiptir [38]. 

GC'nin yüksek çözünürlük, hız, kesinlik ve doğrulukta analiz gerçekleştirmesi en 

önemli avatajlarından biridir. Bunun yanı sıra yalnızca termal olarak kararlı uçucu 

bileşiklerin analizine uygun olması ve pikleri tanımlamak adına ayrı bir spektroskopik 

sistem gerekmesi gibi bazı sınırlamalara da sahiptir [39]. Gaz kromatografisinin temel 

bileşenleri olarak örnek enjeksiyon sistemi, kromatografik kolon ve dedektörler 

sayılabilir [40]. Bunların haricinde taşıyıcı gaz sistemi de bu bileşenlere dahil edilebilir 

[41]. Temel bileşenlerinin de gösterildiği GC cihazının şematik gösterimi Şekil 2.3’te 

yer almaktadır. 

 

Şekil 2.3 : Gaz Kromatografisi Şematik Gösterimi.  

Pik 
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2.1.2.2 Numune enjeksiyon sistemi 

Numune enjeksiyonu, GC analizinde oldukça önemli bir yere sahiptir. Enjeksiyon 

tekniği iyi olmadığı takdirde, kolonda gerçekleşen örnek ayrımı ve kantitatif 

sonuçların verimi düşebilir. Bu sebeple iyi bir enjeksiyon tekniğinde numune, kolonun 

başına dar bir bant olarak enjekte edilmeli ve enjekte edilecek numune miktarı kolon 

kapasitesi ile uyumlu olmalı, sabit faza aşırı yüklenerek kolon performansı 

düşürülmemelidir. Numuneleri GC kolonuna enjekte etmek için çeşitli yöntemler 

geliştirilmiştir. Bunlardan en yaygın olanı, genellikle 200-300 ℃ gibi yüksek sıcaklığa 

ısıtılmış enjeksiyon portuna bir septumdan sıvı enjeksiyondur. Tipik bir enjeksiyon 

portuna ait şematik gösterim Şekil 2.4 de verilmektedir. Burada sıvı numune, flaş 

buharlaşma adı verilen işlemden geçerek hızlı bir şekilde buhar haline dönüşür ve 

taşıyıcı gaz buharlaşmış numuneyi kolon boyunca taşır. Kolon ve enjeksiyon portu 

arasındaki conta numunenin tamamının kolona ulaşması için sızdırmaz olmalıdır. Bu 

şekilde kolon verimliliği düşmeden en iyi sonuçlar elde edilebilir [42].  

 

Şekil 2.4 : Numune enjeksiyon portu  [43]. 

2.1.2.3 Taşıyıcı gaz 

Taşıyıcı gaz, gaz kromatografisinde, analizi yapılacak numuneyi kolon boyunca taşır. 

Cihazın verimliliği ve analizin doğruluğu için taşıyıcı gaz seçimi oldukça önem taşır 

[44]. Taşıyıcı gazın türü ve gazın kolonda akış hızı, verimliliği ve taşıyıcı gazda 
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çözünen maddelerin tutulma süresini etkiler. Tercih edilecek taşıyıcı gaz, içerisinde 

çözünenlere ve sabit faza karşı inert olmalı, kirleticilerden arındırılmış olmalı ve uygun 

fiyata sahip olmalıdır. Difüzivite ve viskozite, taşıyıcı gazın kromatografik işlevini 

etkileyen en önemli iki özelliğidir. Örneğin daha düşük difüziviteye sahip bir gazın 

daha yavaş difüzyon, uzun ayrılma süresi sonuç olarak analiz süresinin daha uzun 

olmasına yol açacaktır. Taşıyıcı gazın viskozitesi ise inlet basıncını belirleyecektir, 

viskositesi düşük olan gaz ile daha hızlı analiz gerçekleşir [45]. Taşıyı gaz olarak 

GC'de yaygın olarak azot (N), hidrojen (H) ve helyum (He) gazları kullanılır. Azot ile 

maksimum verimde gerçekleştirilen analiz süresi, hidrojen ile gerçekleştirilen analiz 

süresinden yaklaşık dört kat uzundur. Çünkü hidrojenenin viskozitesi azot ve 

helyumun viskozitesinin yaklaşık yarısı kadardır. Böylelikle hidrojen kullanımıyla, 

kolon içi akış daha düzgün, difüzyonu daha hızlı olur ve daha hızlı bir analiz 

gerçekleşir. Taşıyıcı gaz olarak hidrojen kullanımı, yüksek difüzyon katsayısı ve 

düşük viskozitesi sayesinde analiz sürelerini belirgin ölçüde kısaltmakta, bu esnada 

kromatografik çözünürlük veya verimlilikte herhangi bir azalmaya yol açmamaktadır. 

Ayrıca hidrojen, helyuma kıyasla çok daha düşük maliyetli olup, daha yüksek optimal 

lineer hızlara olanak tanımakta, çalışma sürelerini kısaltarak kolon üzerindeki uzun 

süreli yükü azaltmakta ve böylece kolon ömrünü uzatmaktadır. Tüm bu avantajlar, 

operasyonel maliyetlerin anlamlı ölçüde düşürülmesine olanak tanırken, GC 

sisteminin analitik performansını potansiyel olarak artırmaktadır [46]. Helyum GC 

için oldukça iyi bir seçenek olmasına rağmen helyumun yenilenemeyen bir kaynak 

olması ve mevcut rezervlerinin hızla tükenmesi sebebiyle kullanımının 

sürdürülebilirliği ciddi endişe söz konusu olmuştur [47]. 

2.1.2.4 Kromatografik kolon 

Kolon, kromatografinin merkezi olarak düşünülebilir ve ayırma işlemini sağlar. GC 

sisteminde, numune buharlaştırıldıktan sonra ayırma kolonunun başına enjekte edilir 

ve numune, hareketli faz olarak seçilen bir inert gaz akışıyla kolondan geçirilir. 

Numune bileşenleri sabit faz ile etkileşimlerindeki farklılıklara göre ayrılarak farklı 

zamanlarda kolondan çıkar ve detektörden geçer. Burada ayrılmış bileşiğin 

konsantrasyonuna karşılık gelen bir sinyal üretilir [48]. GC kolonlarının iki genel 

sınıflandırması vardır: dolgulu kolonlar ve kapiler kolonlar [39]. GC ile yapılan ilk 

analizlerde dolgulu kolonlar kullanılmıştır. Bu kolonlar, paslanmaz çelik veya camdan 

üretilen, uzunlukları 0,5-5 m arasında, iç çapları ise 2-5 mm arasında değişen 
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kolonlardır. Dolgulu kolonlarda sabit faz doğrudan kolonun içine doldurulur. Sabit faz 

genellikle silika, grafitli karbon, diatome topraklar gibi katı adsorbanlardır. Bunun 

yanı sıra katı yüzeyine emdirilmiş bir sıvı da sabit faz olarak kullanılabilir. Kılcal 

kolonlar ise 10-60 m uzunluğunda ve 0,20-0,53 mm iç çapındadır. Hızlı ve etkili ayrım 

sağladığı için günümüzde GC analizlerinde yaygın olarak kullanılmaktadır.  Kapiler 

olarak ta bilinen bu kolonlarda, kolonun iç duvarı ince bir sıvı faz filmiyle kaplanır. 

Kolon seçimi yapılırken maliyetin yanı sıra, iyi kromatografik uygulama ilkeleri 

dikkate alınmalıdır. Kolonun boyutu (uzunluk, iç çap) ve tipi (kapiler, doldurulmuş 

vb.), kullanılan enjeksiyon sistemi ile dedektörün özellikleri göz önünde 

bulundurularak belirlenmelidir [49]. Ayrıca, uygun kolon seçimi; analitin kimyasal 

yapısı, numune matriksi ve analit ile sabit faz arasındaki moleküler etkileşimler gibi 

parametrelere doğrudan bağlıdır. Bu faktörlerin doğru şekilde değerlendirilmesi, 

analitik ayırmanın etkinliği açısından kritik önem taşımaktadır. Örneğin hidrojen bağı 

yapabilen analitler, polietilen glikol gibi hidroksil grupları içeren sabit fazda daha iyi 

ayrılabilir [50]. 

2.1.2.5 GC dedektörleri 

Gaz kromatografisinde kullanılan dedektörlerin çoğu GC'nin ilk geliştirildiği 

zamanlarda tanıtılmış ve bugün hala teknolojiyle beraber geliştirilmiş halleriyle 

kullanılmaktadır. Bu hassas dedektörler, gaz fazı iyonizasyon işlemine (alev 

iyonizasyonu, termiyonik iyonizasyon, elektron yakalama), optik (alev fotometrik, 

kemilüminesans ve atomik emisyon), elektrokimyasal (elektrolitik iletkenlik) ve 

gelişmiş spektroskopik (kütle spektrometrisi, kızılötesi ve uzak-UV spektroskopisi) 

gibi tespit prensiplerine göre sınıflandırılabilirler [51]. Dedektör kolonun çıkışında 

bulunur ve numune bileşenlerinin taşıyıcı gazla birlikte elüe olan bileşikleri tespit 

eder.Dedektör çıkış sinyalinin zamana karşı çizdirilen grafiğine kromatogram denir. 

Şekil 2.5’te, detektörden elde edilen sinyal ile oluşan kromatogram örneği 

gösterilmektedir. GC'de en yaygın kullanılan dedektörlere , kütle spektrometresi (MS), 

alev iyonizasyon dedektörü (FID), elektron yakalama dedektörü (ECD), alev 

fotometrik dedektör (FPD), atomik emisyon dedektör (AED) ve kemilüminesans 

dedektörü örnek verilebilir [37,41]. Bu detektörlerin bazılarının çalışma prensibinden 

aşağıda bahsedilmiştir. 
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Şekil 2.5 : Bir dedektörden elde edilen sinyal ile oluşan kromatogram (tR=alıkonma 

zamanı, VR=alıkonma hacmi, tM: kolonda alıkonmayan gaz için çıkış zamanı) [37].  

2.1.2.5.1 Alev iyonizasyon dedektörü (FID) 

Alev iyonizasyon dedektörü (FID), ilk olarak Yeni Zelanda’da tanıtılmıştır. 1960’lı 

yıllardan beri organik maddeleri tespit etmek amacıyla yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Gaz kromatografisi’nde diğer dedektörlerden daha sık tercih edilir [52,53]. Bunun yanı 

sıra FID, diğer GC tespit sistemleri arasında en basitidir, çeşitli bileşiklere karşı yüksek 

hassasiyet ve güvenilir sonuç sağlar [54]. FID alevi genellikle hava/saf hidrojen ile 

oluşturulur [55]. Çoğu karbon içeren bileşikler dahil olmak üzere hidrojen/hava 

alevinde iyonize olan moleküllere duyarlıdır [54]. FID, karbon bileşiklerinin alev ile 

etkileşimi sonucu iyon üretmesi prensibine bağlı olarak çalışır [52]. GC kolonundan 

elüe edilen bir karbon bileşiği alev iyonizasyon dedektörünün hidrojen alevi ile 

etkileşime girer. Bu etkileşim sonucunda oluşan iyon miktarı ile orantılı olarak değişen 

bir akım üretir [54]. Akım, aleve yakın yerleştirilen ve uygun bir potansiyelde tutulan 

elektrotlar arasında geçer. Bunun sonucunda, kaydedilebilir bir sinyal elde edilir [52]. 

Alevli iyonizasyon dedektörünün şematik olarak gösterimi Şekil 2.6’da verilmektedir. 

FID’nin yüksek hassasiyete sahip olması ve hassasiyetinin dedektör sıcaklığı, hidrojen 

veya taşıyıcı gazın akış hızları ve bunun gibi diğer parametrelerden çok fazla 

etkilenmemesi, oldukça düşük bir gürültü seviyesine sahip olması, geniş aralıkta 

doğrusal bir yanıta sahip olması gibi özellikler FID’nin başlıca avantajlarındandır. 

Detektörün bir diğer avantajı ise, yanıtın tahmin edilebilir olmasıdır. FID sistemi, 

tespit edilecek organik maddenin, karbon atomlarının sayısına orantılı yanıtlar verir 

[52,56]. 
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Şekil 2.6 : Alev İyonizasyon Dedektörü (FID) [57]. 

2.1.2.5.2 Alev fotometrik dedektör (FPD)   

Gaz kromatografisinde yaygın kullanılan bir diğer dedektör ise alev fotometrik 

dedektördür (FPD).  Bu dedektör fosfor ve kükürt bileşiklerinin analizi için 

geliştirilmiş hassas ve seçici detektördür ve birçok alan için kükürt içeren organik 

bileşiklerin analizi oldukça önem taşımaktadır. Nispeten sağlam, ucuz ve kullanımının 

kolay olması avantajları arasındadır, farklı matrikslerde analiz için gıda, petrol, çevre 

ve kimyasal savaş gibi birçok farklı alan kullanılmaktadır [58,59]. FPD, fosfor 

bileşiklerinin milyarda bir (ppb) seviyelerinin, kükürt bileşiklerinin ise milyonda bir 

(ppm) seviyelerinin daha azına duyarlıdır. Ayrıca, dedektörün çalışma prensibi 

hidrojen/hava ile oluşturulan alevdeki kükürt ve fosfor bileşiklerinin alev 

emisyonunun fotometrik tespitine dayanmaktadır. Alev içerisinde ortaya çıkan fosfor 

ve kükürt kemiluminesans reaksiyon verir ve uyarılmış radikaller oluşturur, bu 

radikaller daha düşük enerji düzeylerine geçerken karakteristik foton emisyonu 

gerçekleştirir. Sonrasında düz bir cam ısı filtresinden ve optik filtresinden (fosfor için 

526 nm, sülfür için 394 nm) geçen fotonlar bir fotomultiplier tarafından algılanır. 

Fotomultiplier tüp önüne yerleştirilen optik filtre sadece sülfür veya fosforun 

karakteristik dalga boyunu geçirir ve harici elementlerin oluşturduğu alev 

emisyonundan kaynaklanan girişimleri engeller. Fotomultiplier tüp, filtreden geçen 

fotonları analog sinyale dönüştürür [57,60,61]. FPD’nin şematik görünümü Şekil 

2.7’de gösterilmektedir. 
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Şekil 2.7 : Alev Fotometrik Dedektör (FPD) [62]. 

2.1.2.5.3 Kütle spektrometresi (MS) 

Kromatografide karmaşık matriks içerisindeki bileşenler birbirlerinden tamamen 

ayrılamayabilir ve bu durum hedef analitin doğru ve güvenilir şekilde kantitatif olarak 

tayin edilmesini zorlaştırabilir [63]. Kütle spektrometresi (MS) duyarlılığı ve seçiciliği 

gibi çoklu analitik özellikleri sebebiyle diğer yöntemlerden üstündür. Ayrıca MS nitel 

kimyasal analiz için önemli bir tekniktir, bileşikleri moleküler kütlelerine göre 

tanımlayabilmeyi sağlar [64]. Kütle spektrometresi, bir numune giriş modülü, iyon 

kaynağı, kütle analizörü, dedektör ve veri sisteminden oluşan beş ana bileşene sahiptir 

[65].  Kütle spektrometresinin, moleküllerin iyonizasyonu, bu moleküllerin kütle/yük 

(m/z) oranına göre ayrılması ve oluşan iyonun çokluğunun belirlenmesi gibi üç ana 

işlevi bulunur. Kolondan çıkan bileşikler taşıyıcı gaz ile birlikte detektöre gelir ve ilk 

olarak, elektron darbesi (EI) yöntemi ile moleküller iyonize edilir, fragmentler 

oluşturulur. Bu süreç, iyon-molekül çarpışmalarının sayısını minimize etmek için, 

yüksek vakum koşullarında gerçekleşir. İyonlaştırılan bileşikler daha sonra kütle 

analizörüne gönderilir. Kütle analizöründe iyonlar, kütle/yük (m/z) oranlarına göre 

ayrılır ve bu ayrım, kullanılan analizör tipine (örneğin kuadrupol, TOF, Orbitrap) bağlı 

olarak değişkenlik gösterir. Son olarak, ayrılmış iyonlar dedektöre ulaşır ve burada 

yoğunlukları ölçülerek bir kütle spektrumu elde edilir. Bu spektrum, her bir iyonun 

m/z değerine karşılık gelen sinyal yoğunluğunu gösterir ve hem moleküler kütle hem 

de yapısal bilgi sağlayarak bileşiğin yüksek güvenilirlikle tanımlanmasına olanak tanır 

[66,67,68]. MS dedektörünün şematik gösterimi Şekil 2.8’de yer almaktadır. MS, 

evrensel (toplam iyon modunda) ve seçici dedektör (tek iyon modunda) olarak iki 
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farklı modda kullanılabilir [69]. Kütle spektrometresini, gaz kromatografisi (GC-MS), 

yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC-MS), Kapiler elektroforez (CE) ve 

ince tabaka kromatografisi (TLC) gibi farklı kromatografik tekniklerle birleştirmek 

mümkündür. Bunlardan GC-MS en yaygın kullanılan yöntemdir. CE ve TLC 

tekniklerinin MS ile birlikte kullanımı ise daha az sıklıktadır [66]. 

 

Şekil 2.8 : Kütle Spektrometresi (MS) [70]. 

2.2  Analitik Kimyada Ekstraksiyon Teknikleri 

Birçok numune, matriks özellikleri veya fiziksel formu nedeniyle doğrudan cihaz ile 

analize uygun değildir. Bu nedenle bir numune hazırlama prosedürüne başvurulur 

[71]. Analitik kimya alanında analizi yapılan numuneler, çok farklı çeşitlilikte ve 

karmaşıklıkta matrikslere sahip olabilir. Ayrıca, karmaşık matrikse sahip bu 

numuneler, çok sayıda ve eser miktarlarda analit içerebilir. Bu nedenle, numunelerin 

cihazda analizi yapılmadan önce numune hazırlama yöntemlerine başvurulur. Numune 

hazırlama yöntemleri, hedef analitlerin matrikten ayrılmasını ve eser seviyelerde 

bulunan analitlerin de ön konsantrasyonunu sağlar. Böylelikle matriks girişimi ortadan 

kaldırılır [72]. Numune hazırlama işlemleri, analizin yapılacağı numuneye, matrikse 

ve analit seviyesine bağlı olarak değişir. Numune hazırlama yöntemlerinden biri olan 

ekstraksiyon, analitik kimyada oldukça önemli bir yere sahiptir. Ekstraksiyon 

prosedürünün verimli olması için analitin kimyasal özellikleri, çözündüğü sıvı ortamın 

ve ayırmayı gerçekleştirmek için kullanılan gaz, sıvı veya katının özellikleri önemlidir  

[71,73]. Sıvı-sıvı ekstraksiyonu, soxhlet ekstraksiyonu ve katı faz ekstraksiyonu bazı 

geleneksel ekstraksiyon yöntemlerine örnek olarak verilebilir. Bu ekstraksiyon 

yöntemleri, zaman alıcı, pahalı, insan sağlığı ve çevre için zararlı büyük hacimli 
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organik çözücülerin kullanımını içerir. Bu dezavantajları ortadan kaldırmak amacıyla, 

son zamanlarda ekstraksiyon prosedürlerini kolaylaştırmaya ve ayrıca yeşil kimyanın 

ilkelerine uygun olarak tehlikeli maddelerin kullanımını azaltmak veya ortadan 

kaldırmak için çalışmalar yapılmıştır [74].  

2.2.1 Katı faz ekstraksiyonu (SPE) 

Katı faz ekstraksiyonu (SPE), genellikle sıvı fazda çözünen analitlerin çözeltiden 

ayrılmasına dayanan yaygın bir ekstraksiyon yöntemidir [75]. SPE, bu açıdan sıvı-sıvı 

ekstraksiyonu (LLE) ile benzerlik gösterir. Ancak, LLE'de karışmayan iki sıvı faz ile 

ekstraksiyon gerçekleştirilirken, SPE’de sıvı faz yerine katı faz bulunur. Burada sıvı 

faz numune matriksi, katı ise bir sorbenttir. Çözeltideki analitler sorbent tarafından 

adsorplanır, sonrasında elüsyon yoluyla uygun bir çözücü kullanılarak geri kazanılır. 

Katı faz ekstraksiyonu ile hedef analitlerin, matriks bileşenlerinden uzaklaştırılmasına 

ait işlem basamakları Şekil 2.9 de görsel olarak verilmektedir. [76]. Katı faz 

ekstraksiyonunda, eser miktarda analit miktarını zenginleştirme ve numuneyi 

matriksinden farklı bir çözücüye veya faza aktarma amaçlanır. SPE çevre, ilaç, gıda 

ve endüstriyel kimya çeşitli alanlarda yaygın olarak kullanılır [75]. 

 

Şekil 2.9 : Katı Faz Ekstraksiyon Tekniğinin Şematik Gösterimi [77]. 

2.2.2 Sıvı-sıvı ekstraksiyonu (LLE) 

Sıvı sıvı ektstraksiyon (LLE) analitin sulu matriksten, su ile karışmayan organik bir 

çözücü faza alınması prensibine dayanır. Şekil 2.10’da analitlerin matriksten ayrılıp 

organik çözücü fazına geçiş adımları yer almaktadır [78]. Burada analitler 
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ekstraksiyon çözücüsünde çözünür olmalı ve iki sıvının birbirinden ayrılıp faz 

oluşturması açısından ekstraksiyon çözücüsünün matriksle karışmıyor olması gerekir. 

Yaygın olarak kloroform, diklorometan ve hekzan gibi organik çözücüler ekstraksiyon 

çözücüsü olarak kullanılır [79]. LLE, ayırma hunisi, şişeler, vialler gibi basit 

ekipmanlarla gerçekleştirilir, mikrolitreden litre hacimli örneklere kadar kolayca 

uygulanır. Karıştırıcılar, çalkalayıcılar ve santrifüj gibi mekanik destekli uygulamalar 

ile kullanılarak faz ayrımı kolaylaştırılır [80]. LLE tekniği gıdadan, ilaca, metalurji 

endüstrilerinde, biyoloji ve ekoloji gibi birçok alanda sıklıkla kullanılır [81]. LLE 

süreci zaman alıcıdır, yöntemin otomatikleştirilmesi zordur ve çok fazla miktarda 

yüksek saflıkta çözücü kullanımı gerekir. Bu sebeplerden dolayı LLE yeşil kimyaya 

uygun bir seçenek değildir ama yine de yaygın olarak kullanılan bir numune hazırlama 

tekniğidir [82].  

 

Şekil 2.10 : Sıvı-Sıvı Ekstraksiyon Şematik Gösterimi [83]. 

2.3 Derin Ötektik Çözücüler (DES) 

Kimyasal reaksiyonlarda çok fazla miktarda organik çözücüler kullanılır ve bu 

doğrultuda organik çözücülerin oluşturduğu çevre kirliliği ve toksisiteleri nedeni ile 

insanlara zararı oldukça fazladır. Bu sebeple yeşil kimya için geri dönüştürülebilir, 

toksisitesi az veya olmayan, kirlilik oluşturma potansiyeli az yeşil solventler 

gereklidir. Derin ötektik çözücüler (DES'ler) ilk olarak 2003 yılında ortaya çıkmıştır. 

Derin ötektik çözücüler, iyonik sıvılarlar (IL) benzer fiziksel özelliklere sahip 

oldukları için yeni iyonik sıvılar olarak kabul edilmektedir ama aslında her iki solvent 

türü de farklıdır. DES'lerde iyonik sıvılar (IL) gibi oda sıcaklığında sıvı haldedir, 

yanmaz ve iyi çözünürlük özelliklerine sahiplerdir. Ancak DES’ler IL’lere kıyasla 

maliyetleri düşük, çok daha az toksik, ucuz ve hazırlanması kolay çözücülerdir. Bu 

özelliklerinin yanında DES’lerin biyoparçalanabilirliği, biyobozunurluğu, 
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biyouyumluluğu ve sürdürülebilirliği bulunur. DES'in çevre dostu özelliklerinden 

dolayı, yeni yeşil solventler olarak geliştirilmiş ve kabul edilmiştir [84,85]. DES’ler 

çoğunlukla ikili veya üçlü karışımlar olarak tanımlanır. Bu karışımları oluşturan 

bileşenler, belirli molar oranda hidrojen bağı yoluyla birleşebilen bileşiklerdir [86]. 

Oluşan çözelti ötektir bir karışımdır ve karışımı oluşturan her bir bileşenin erime 

noktasından daha düşük bir erime noktasına sahiptir. Birçoğu 100 °C’nin altındaki 

sıcaklıklarda sıvı halde bulunur [87]. DES'ler genellikle bir kuaterner amonyum 

tuzunun bir metal tuzu veya hidrojen bağı donörü (HBD) ile kompleks oluşturması ile 

elde edilirler. Örneğin bir halojenür iyonu ile hidrojen donör kısmı arasındaki hidrojen 

bağı yoluyla meydana gelen yük delokalizasyonu, bileşenlerin tek başına sahip 

oldukları erime noktalarına göre oluşturdukları karışımın erime noktasındaki 

azalmadan sorumludur [85]. DES'ler Çizelge 2.1’de özetlendiği üzere hazırlanışlarına 

göre sınıflandırılabilirler. Çizelge 2.1’de de gösterildiği gibi, Tip I olarak 

sınıflandırılandırılan DES’ler bir kuaterner amonyum tuzu ve bir metal klorürden 

oluşurken, Tip II DES bir kuaterner amonyum tuzu ve bir metal klorür hidrattan oluşur. 

Tip III DES; bir kuaterner amonyum tuzu ve bir hidrojen bağ verici (HBD) (amid, 

karboksilik asit veya poliol gibi), Tip IV DES, bir metal klorür hidrat ve hidrojen bağ 

vericiden oluşur [88]. Tip V DES ise nispeten yeni bir sınıftır yalnızca iyonik olmayan 

moleküler hidrojen bağ alıcılar (HBA) ve HBD'lerden oluşur. DES’leri hazırlama 

aşamasında, vakumlu buharlaştırma, öğütme ve dondurarak kurutma gibi yöntemler 

yer alsa da, DES bileşenlerinin homojen bir sıvı oluşana kadar karıştırılarak ısıtılması 

en yaygın kullanılan hazırlama yöntemidir. DES’lerin hazırlanmasında ayrıca bir 

solvente ihtiyaç duyulmaz herhangi bir reaksiyon meydana gelmez, hazırlık 

aşamasında herhangi bir saflaştırma aşaması gerekmez. Özetle, DES’ler hazırlama 

kolaylığı açısından ve avantajlı özelliklerinden dolayı geleneksel organik çözücülere 

ve IL'lere kıyasla ekonomik açıdan uygun bir alternatif olarak tercih edilirler [89]. 

Çizelge 2.1 : Derin Ötektik Çözücülerin Türü [88,89]. 

 

DES Türü Bileşenler 

Tip I kuaterner amonyum tuzu + metal klorür 

Tip II kuaterner amonyum tuzu + metal klorür hidrat 

Tip III kuaterner amonyum tuzu + hidrojen bağ verici 

Tip IV metal klorür hidrat + hidrojen bağ verici 

Tip V hidrojen bağ alıcı + hidrojen bağ verici 
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Derin ötektik çözücülerin çok geniş uygulama alanlıları bulunmaktadır. Bunlardan 

bazıları; ekstraksiyon ve ayırma işlemleri [90,91], sentez [92], biyoteknoloji, 

biyokataliz [93], elektrokimya, gıda [94], kozmetik, biyoyakıt [95]  ve ilaç sektörü  

[96,97] olarak sıralanabilir [98]. DES’ler çeşitli katı faz ekstraksiyon (SPE) 

yönteminde sorbent olarak, birçok sıvı-sıvı mikroekstraksiyon yönteminde ise dağıtıcı 

ve ekstraksiyon çözücüleri olarak kullanılırlar. Bu yöntemlerden bazıları; tek damla 

mikroekstraksiyonu (SDME), içi boş elyaf sıvı faz mikroekstraksiyonu (HF-LPME), 

dağıtıcı sıvı-sıvı mikroekstraksiyonu (DLLME) karıştırma çubuğu sorptif 

ekstraksiyon (SBSE) ve katı faz mikroekstraksiyonudur (SPME) [99].  

N.R. Mustafa ve arkadaşları tarafından, iyi bilinen, az çözünen bir dizi ilacı çözünür 

hale getirmek amacıyla bir dizi iki veya daha fazla basit doğal bileşenin belirli molar 

karışımıyla oluşturulan NADES’ler araştırılmıştır. Bu çalışma sonucunda test edilen 

ilaçların en yüksek miktarda kolaylıkla NADES içerisinde çözündüğü görülmüştür ve 

farmasötiklerin sıvı formülasyonları için gelecek vaat eden, toksik olmayan doğal 

bileşenlerle elde edilen çözücüler olduğu kanısına varılmıştır [100]. N. Khan ise 

yaptığı çalışmada DES’leri kullanarak bir çalışmada ise DES’ler kullanılarak, kükürt 

bazlı bir model yağdan maksimum verimle kükürt içeriğini uzaklaştırmak için 

ekstraktif desülfürizasyon yöntemi geliştirmiştir. Yakıtlardan kükürdü uzaklaştırmak 

için kullanılan en yaygın yöntem hidrodesülfürizasyondur ve aromatik kükürt 

bileşikleri oldukça kararlı bileşikler olduğundan uzaklaştırma işlemleri için yüksek 

miktarda hidrojen, sıcaklık ve basınç gibi zorlu koşullar gerekir. Geliştirilen yöntem 

ile bu zorlu koşulların önüne geçilmiş ve düşük maliyetli, kolay uygulanabilir bir 

yöntem geliştirilmiştir [101]. 

2.4 Vorteks Destekli- Derin Ötektik Çözücü- Emülsifikasyon- Sıvı Sıvı 

Ekstraksiyon (VA-DES-ELLE) 

Derin ötektik çözücüler (DES) birçok analitik yöntemle birlikte, farklı ekstraksiyon 

teknikleriyle yaygın olarak kullanılmaktadır. Bunlardan bazılara şunlardır; Y. Huang 

ve arkadaşları tarafından önemli bir flavanoid olan rutinin HPLC-UV analizi 

öncesinde tartar karabuğday örneklerinden ekstraksiyonu için DES’ler kullanılarak bir 

metot geliştirilmiştir [102]. Bir diğer çalışmada F. Aydin ve arkadaşları, çiftlik ve süs 

akvaryumu balık su örneklerinden malaşit yeşilinin mikroekstraksiyonu için DES’ler 

kullanmıştır. Yöntem UV–VIS spektrometrisi ile birleştirilmiştir [103]. Yakıtlardan 

kükürtlü bileşiklerin ayrılmasındaki zorluklardan yola çıkarak, T. Khezeli ve   
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arkadaşları tarafından GC-FID analizi öncesi tiyofenin n-heptandan 

mikroekstraksiyonu için manyetik derin ötektik çözücüler (MDES) sentezlenmiştir 

[104]. Farklı bir analitik uygulamada, M. B. Arain ve arkadaşları, kobaltın alevli 

atomik absorpsiyon spektroskopisi (FAAS) öncesi bir ilaç takviyesi ve çay 

örneklerinden analizi için çevre dostu DES bazlı bir sıvı faz mikroekstraksiyon 

yöntemi geliştirmiştir [105]. Bu çalışmada, sülfür hardalının (HD) döngüsel bozunma 

ürünlerinden biri olan 1,4-ditianın toprak ve musluk suyu örneklerinden düşük 

konsantrasyonlarda ayrılması ve ön deriştirme işlemi için derin ötektik çözücüye 

dayalı vorteks destekli emülsifikasyon ekstraksiyon (VA-DES-ELLE) prosedürü 

geliştirilmiştir. Geliştirilen ekstraksiyon prosedürünün şematik anlatımı Şekil 2.11’da 

verilmiştir. Ekstraksiyon sonucu elde edilen nihai çözeltilerin analizi GC-FID sistemi 

ile gerçekleştirilmiştir. Literatürde 1,4-ditianın tespit edilmesiyle ilgili sınırlı 

çalışmalar bulunmakta fakat bu çalışmaların hiçbirinde DES’ler kullanılarak yapılan 

ekstraksiyon ve analize rastlanmamıştır. 

 

Şekil 2.11 : Geliştirilen analitik yöntemine ait işlem basamakları. 

2.5 Metot Validasyonu 

Metot doğrulama, bir amaç için geliştirilen analitik yöntemin kabul edilebilir ve 

güvenilir sonuçlar elde edilebilir olduğunu kanıtlamak üzere gerçekleştirilir. Analitik 

metot validasyonu, bilinmeyen bir numunedeki analit miktarının belirlenmesine 

yönelik olarak yürütülecek her analizde elde edilecek sonuçların, gerçek veya referans 

değere yeterli düzeyde yakınlıkta ve güvenirlikte olmasını sağlamak amacıyla 

gerçekleştirilir. Validasyon parametreleri şu şekildedir; doğruluk, kesinlik, 

gözlenebilme limiti (LOD), tayin limiti (LOQ), sağlamlık, seçicilik ve özgüllük 
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[106,107]. Bir yöntemin matriks içerisinde bulunan hedef analiti benzer davranışa 

sahip diğer bileşenlerin müdahalesi olmadan belirleyebilmesi seçicilik olarak ifade 

edilir [108]. Yöntemin doğruluğu ise tekrarlı ölçümlerle elde edilen deneysel değer ile 

referans değeri olarak kabul edilen değerin birbirlerine yakınlığıdır. Doğruluğu 

değerlendirmek amacıyla gerçekleştirilen bazı yöntemler şunlardır; boş numunelere 

bilinen analit konsantrasyonları eklenerek analit miktarını ölçme ve geri kazanım 

yüzdesini belirleme, numunedeki analit konsantrasyonunu standart ekleme yöntemiyle 

belirleme. Bu yöntemlerin gerçekleştirilmesinde en az üç konsantrasyon noktası ve her 

nokta için en az üç tekrarlı ölçüm önerilmektedir [109].  

Kesinlik/hassasiyet parametresi, bir değerin tekrarlı ölçümleriyle elde edilen sonuçları 

arasındaki yakınlığı olarak tanımlanır. Ayrıca kesinlik terimi, verilerin ortalama 

değere yakınlığı olarak da ifade edilmektedir.  Kesinliğin değerlendirilmesinde, 

verilerin yakınlığını belirlemek için her veri noktasının ortalamayla farkı yani standart 

sapması ve varyasyon katsayısı gibi bir dizi ölçüm sayısal olarak belirlenir. Bu 

parametrenin belirlenmesinde tekrarlanabilirlik ve tekrarüretilebilirlik de temel 

adımlardan sayılabilir. Tekrarlanabilirlik, tüm deneysel koşulların aynı olduğu kısa bir 

zaman diliminde (örn. aynı gün içinde) yapılan analizlerin tutarlığını ifade ederken, 

tekrarüretilebilirlik, zaman (farklı günlerde) veya deneyi gerçekleştiren kişi vb. 

koşulların farklı olduğunda gerçekleştirilen tekrarlı analizlerin ölçüm tutarlılığını ifade 

eder [109,110]. Bir yöntemin kesinliği belirsizlik olarak ifade edilir ve analit 

konsantrasyonu azaldıkça belirsizlik artar. Çizelge 2.2’de 0,001-100 mg/kg 

aralığındaki analit konsantrasyonları için hedef RSD’ler verilmiştir [111]. 

Çizelge 2.2 : Analit konsantrasyonuna bağlı olarak beklenen tekrarlanabilirlik 

(RSDr) ve tekrarüretilebilirlik (RSDR) çizelgesi  [111]. 

Konsantrasyon % RSDr % RSDR 

100 ppm (mg/kg) 5.3 8 

10 ppm (mg/kg) 7.3 11 

1 ppm (mg/kg) 11 16 

100 ppb (μg/kg) 15 22 

10 ppb (μg/kg) 21 32 

1 ppb (μg/kg) 30 45 
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Geri kazanım, analitik kimyada numuneden ekstrakte edilip ölçülen değerin, 

numunede bulunan veya eklenen gerçek analit miktarına oranı olarak tanımlanır [112]. 

Bir dizi konsantrasyon noktaları için hedef geri kazanım yüzdeleri Çizelge 2.3’te 

gösterilmiştir [111]. 

Çizelge 2.3 : Analit konsantrasyonuna bağlı olarak beklenen/kabul edilebilir 

ortalama geri kazanım değerleri [111]. 

Konsantrasyon Geri Kazanım, % 

100 ppm (mg/kg) 90-107 

10 ppm (mg/kg) 80-110 

1 ppm (mg/kg) 80-110 

100 ppb (μg/kg) 80-110 

10 ppb (μg/kg) 60-115 

1 ppb (μg/kg) 40-120 

Tayin limiti, geliştirilen yöntem koşulları altında kabul edilebilir doğrulukta ve 

hassasiyette numunede belirlenebilen en düşük analit konsantrasyonudur. Gözlem 

limiti, belirlenen deneysel koşullar altında numunedeki tespit edilebilen ancak 

ölçülemeyen en düşük analit konsantrasyonudur. TL ve GL’nin belirlenmesinde 

sinyal/gürültü oranı (S/N), boş numunenin standart sapması veya kalibrasyon 

grafiğinin en düşük konsantrasyonda analit içeren numunenin tekrarlı ölçümleri 

kullanılabilir.  Sinyal-gürültü oranından hesaplandığı takdirde; GL için sinyal gürültü 

seviyesinin 3 katı, TL için ise 10 katına karşılık gelir [107,113].  

2.6 1,4-Ditianın Tespitine Yönelik Çalışmalar 

1,4-ditian bileşiğinin farklı numune matrikslerinde tespit ve tayinine yönelik 

literatürde yer alan çalışmalardan bazıları aşağıda özetlenmiştir. 

B. T. Røen ve arkadaşları tarafından yayınlanan bir çalışmada, kükürt hardalı (HD) ve 

bazı döngüsel ayrışma bileşiklerinin çamurlu nehir suyu ve deniz suyu 

numunelerinden eser miktarlarının tayini için bir yöntem geliştirilmiştir. Bu yöntemde 

hassas ve doğru bir analiz için headspace-trap ile gaz kromatografisi-kütle 

spektrometrisi (GC-MS) birleştirilerek bir HS-trap-GC-MS yöntemi oluşturulmuştur. 
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Geliştirilen yöntemle, HD 1,0 ng/ml kadar düşük bir konsantrasyonda tespit 

edilebilirken, 1,4-ditianın da bulunduğu HD’nin döngüsel bozunma ürünlerinin 

analizinde gözlem limitinin yaklaşık 0,1 ng/ml olarak bulunmuştur. Bu sonuçlara göre 

geliştirilen yöntemin döngüsel bozunma ürünlerine karşı daha hassas olduğu 

gösterilmiştir. Döngüsel bileşikler için tespit limitinin 0,2-0,4 ng/ml konsantrasyon 

aralığında olduğu ve geliştirilen yöntemin iyi bir doğrusallık ve tekrarlanabilirlik 

gösterdiği (bağıl standart sapma %7-8) rapor edilmiştir [114]. 

H. Lees ve arkadaşları tarafından geliştirilen yöntemde, HD'nin döngüsel bozunma 

ürünlerinin su örneklerinden tespiti için hızlı ve basit yöntem olan HPLC-DAD ve 

Agilent 3D cihazı (kapiler elektroforetik ayrım için DAD ile birleştirilmiştir) 

kullanılmıştır. HPLC ile beş bileşiğin tamamının 8 dakika içinde, CE yöntemiyle 11 

dakikadan az bir süre içerisinde ayrım sağlanmıştır. Her iki yöntem de iyi doğrusal 

korelasyon göstermiş (R2>0,9904) ve HPLC yöntemi için tespit sınırları 0,08–0,1 μM 

ve CE için 10–20 μM aralığında elde edilmiştir. %RSD' ler HPLC ve CE metodu için 

sırasıyla 5.5%'ten ve %7,7'den az bulunmuştur. Geliştirilen analitik yöntemler, deniz 

suyu örneklerinde bulunan beş farklı döngüsel HD (hardal gazı) bozunma ürününün 

tayininde başarıyla uygulanmıştır [20]. 

R. Magnusson ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada, önceden kimyasal silah 

döküm alanlarından alınan tortu örneklerinde 1,4-ditianı da içeren beş döngüsel kükürt 

hardal bozunma ürününün analizi gerçekleştirilmiştir. Bu çalışma kapsamında tortu 

örneklerindeki HD’nin döngüsel bozunma ürünlerinin yerinde analizi için dinamik 

HS-GC-MS’e dayanan, HAPSITE® taşınabilir saha GC-MS cihazı kullanılarak bir 

analitik yöntem geliştirilmiştir. Yöntem ile 5-200 ng/g aralığında iyi doğrusallık ve 

tekrarlanabilirlik elde edilmiştir. Tortu örneklerine spike edilen analitler düşük 

konsantrasyonlarda (13-65 μg/kg) tanımlanabilmiştir. Seçilen beş analit için spike 

edilmiş tortu örneklerinden %60-90'a kadar analit geri kazanımı sağlanmıştır. 

Geliştirilen yöntem, organik çözücü gerektirmediği ve numune hazırlama işlemi 10 

dakikadan fazla sürmediği için kullanımının oldukça basit olduğu gösterilmiştir [21]. 

Çevresel su örneklerinden aralarında 1,4-ditianın da bulunduğu kükürt hardalı (HD) 

bozunma ürünlerinin ön işlemi, zenginleştirilmesi ve eş zamanlı tespiti için P. Jõul ve 

arkadaşları tarafından karbon aerojel (CA) bazlı bir sorbent kullanılarak SPE yöntemi 

geliştirilmiştir ve hedef analitlerin konsantrasyonları HPLC-DAD ve CE-DAD ile 

belirlenmiştir. Doğrusal aralık, belirleme katsayısı, LOD, LOQ ve hassasiyet gibi bir 
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dizi kantitatif parametre optimize edilmiş koşullar altında incelenmiştir. Tüm analitler 

için LOD 0,17–0,50 μM ve gün içi %RSD 2,0–7,7 olarak elde edilmiştir. Baltık 

Denizi'ndeki su örneklerine uygulan bu yöntem ile tüm analitlerin için %83,5 ila 

%99,7 arasında değişen yüksek geri kazanımlar sağlanmıştır [22]. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1 Enstrümental 

Tez çalışmaları kapsamında yapılan analizler Agilent 6890N model gaz kromatografisi 

ve alevli iyonizasyon detektörü (FID) kullanılarak gerçekleştirildi. Bileşiklerin 

kromatografik ayrımı için MEGA-WAX MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 μm) kapiler 

kolon kullanıldı. Kullanılan sıcaklık programında, başlangıç sıcaklığı 120 °C’den 

15°C/dk ile son sıcaklık 240 °C'ye ayarlandı ve toplam analiz süresi 8 dakika olarak 

belirlendi. Taşıyıcı gaz olarak hidrojen gazı kullanıldı ve akış hızı 1,5 ml/dk olarak 

ayarlandı. İnlet sıcaklığı 245 °C olarak ayarlandı ve tüm standart/numune çözeltileri 

(1,0 µL) 30:1 split modda cihaza enjekte edildi. Detektör sıcaklığı 245 °C olarak 

belirlendi. Ultra saf su eldesi için Arioso Power +70 DIP (Human Corporation) model 

bir saf su cihazı kullanıldı. Ekstraksiyon çalışmalarını ve DES sentezini 

gerçekleştirmek üzere Scilogex (MS-X) vorteks, Hermle-Z326K santrifüj, Heidolph 

(MR Hei-Standard) manyetik karıştırıcı ve Mettler Toledo (XPR225DR) hassas terazi 

kullanıldı. ChCl-Ph ile hazırlanan DES’in karakterizasyon çalışması için Shimadzu IR 

Spirit-T model FT-IR kullanıldı. 

3.2 Kimyasallar 

Tez çalışmaları kapsamında yapılan tüm deneylerde yüksek saflık derecesine 

(analytical grade) sahip kimyasallar kullanıldı. 1,4-ditianın (%97, Sigma-Aldrich, 

USA) uygun miktarda asetonitril (Supelco®) ile seyreltilmesiyle 1000 mg/L stok 

çözeltisi hazırlandı. Stok çözelti, deiyonize su ile seyreltilerek çalışma standardı 

çözeltileri, kalibrasyon standart çözeltileri ve gerçek numunelere eklenen çözeltiler 

hazırlandı. Tüm seyreltmelerde kullanılan ultra saf su Arioso Power +70 DIP 

sisteminden elde edildi. Derin ötektik çözücü sentezi için kolin klorür (Glentham Life 

Science, U.K.), fenol (SRL, India), propiyonik asit, gliserol ve etilen glikol (Sigma 

Aldrich, USA) kullanıldı. Tetrahidrofuran (THF) ve gerçek örnek hazırlanmasında 

kullanılan dikloro metan (DCM), PEG4000 Sigma-Aldrich’ten temin edildi.  
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3.3 Derin Ötektik Çözücü Sentezi 

Bu çalışmada kullanılacak derin ötektik çözücü için bir kuarter amonyum tuzu olarak 

kolin klorür (ChCl), hidrojen donör (HBD) olarak ise fenol (Ph) birleşimi kullanıldı 

ChCl-Ph ile hazırlanan DES karışımı ve çözücü mekanizması Şekil 3.1, Şekil 3.2’de 

gösterilmektedir.  Bunun yanı sıra optimizasyon çalışmaları kapsamında, hidrojen bağı 

oluşturma kapasitesine sahip etilen glikol, üre ve propiyonik asit gibi bileşikler, derin 

ötektik çözücü (DES) oluşturmak amacıyla hidrojen bağ donörü olarak kolin klorür ile 

kombine edilmiştir. Kombine edilen edilen tüm bu DES karışımları aynı yöntem ile 

hazırlandı. Belirli mol oranlarına karşılık gelen miktarlar (g) hesaplandı ve 20 mL’lik 

cam şişe içerisinde tartıldı. Çözelti 25-30 ℃’ de 500 rpmde berrak görüntü elde edilene 

kadar karıştırıldı. 

 

Şekil 3.1 : Kolin klorür ve fenol ile hazırlanan derin ötektik çözelti. 

 

 

Şekil 3.2 : Ch-Ph derin ötektik çözücü mekanizması [115]. 
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3.4 DES Karakterizasyonu 

DES karakterizasyonu için saf kolin klorür, fenol ve DES’in FT-IR spektrumları, ATR 

aksesuarı ve Shimadzu IR Spirit-T spektrometresi kullanılarak kaydedildi. Çalışma 

parametreleri şu şekilde ayarlandı; spektral aralık 4000-600 cm-1, çözünürlük: 4 cm-1, 

örnek tarama sayısı: 16, arka plan tarama sayısı: 16. DES oluşumu için kolin klorür ve 

fenol arasında bir hidrojen bağ oluşması gerekmektedir. Bu bağın oluşumunu 

incelemek için de saf kolin klorür, saf fenol ve oluşturdukları DES’in IR spektrumları 

karşılaştırılmıştır. Şekil 3.3’te de görüldüğü üzere DES’in spektrumları ChCl ve Ph’ün 

spektrumlarıyla örtüşmektedir, bu da iki bileşiğinde yapılarının DES oluşumunda 

bozulmadığını gösterir. Bir diğer önemli noktaysa, ChCl ve Ph’ün spektrumlarında 

sırasıyla 3327 ve 3209 cm-1’deki bantlar, –OH bağının gerilme titreşimine aittir. DES 

spektrumunda ise –OH gerilme titreşim bandının daha düşük dalga sayısına kaydığını 

görülmektedir. Bu durum, fenoldeki –OH bağıının ChCl’ün anyonuyla H bağı 

oluşturduğunun bir göstergesidir.  Bunun yanı sıra diğer fonksiyonel gruplarında dalga 

sayıları beklendiği aralıkta izlenmiştir (Çizelge 3.1). Fenolik C-O gerilmesi fenolde 

1230 ve 1070 cm-1 olarak izlenirken, DES’te 1224 cm-1 izlenmiştir. Aromatik C-H 

düzlem dışı bükülmesi fenol ve DES için beklenen aralıkta 900-650 cm-1 aralığında 

gözlemlenmiştir. Kolin klorürde var olan N+(CH3)
3 metil gruplarının bükülmesinden 

kaynaklanan alifatik C-H gerilmesini temsil eder ve 1475 cm-1 de izlenmiştir. C-C 

gerilmeleri zayıf/ötüşen bantlardır, spesifik işaretleyici değildir ve çoğu zaman C-O 

bantlarıyla karışır. C-Cl gerilmesine ilişkin ise kolin klorürde kovalent bir C-Cl bağı 

bulunmaz; klorür, Cl- kuarterner amonyuma karşı iyonik türdür. Bu yüzden C-Cl 

gerilmesine ait bir bant beklenmemiştir. 

Çizelge 3.1 : Fonksiyonel bağların spektrumda karşılık gelen dalga sayısı (cm-1). 

 

Bağlar Kolin Klorür Fenol DES 

O    H 3327 3209 3189 

C    H 3007 2948 2934 

C    C - 1597/1498 1591/1472 

C    O 1080 1070 1078 

C    N 956 - 951 

C    H 1474 886/809/750/685 814/755/693 



30  

 

Şekil 3.3 : ChCl, Ph ve ChCl:Ph (1:2 M) FT-IR spektrumları.  

DES fazı içerisinde 1,4-ditianın varlığını göstermek amacıyla ekstraksiyon sırasında 

matriksten ayrılan DES fazının, saf 1,4-ditian’ın ve DES’in FTIR spektrumları 

incelenmiştir. İncelenen spektrumlar Şekil 3.4’te gösterilmektedir. Bu doğrultuda, 

DES içerisinde 1,4-ditian varlığını en iyi gösteren izler; DES spektrumu ile 

karşıldığında yalnızca 1,4-ditianın ve DES fazının spektrumunda görünen 1,4-ditian’a 

özgü C–S/halka bantlarıdır. Bu bant, saf 1,4-ditianda  

891 cm-1’deyken, DES içinde 869 cm⁻¹’e kaydığı görülmektedir. 

 

Şekil 3.4 : 1,4-Ditian, 1,4-ditian içeren DES fazı ve ChCl:Ph (1:2 M) FT-IR 

spektrumları.  
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3.5 Gerçek Örnek Hazırlanışı  

Geri kazanım çalışmaları, çevresel numunelerin önemli bir parçası olduğundan sulu 

numuneler üzerinde gerçekleştirildi. Bu doğrultuda çalışmalar OPCW yeterlilik 

testlerinde (Proficiency Tests) numune hazırlama laboratuvarları tarafından tercih 

edilmiş olan matriks hazırlama yaklaşımları (musluk suyu, DCM, PEG, toprak ve 

dizel) kullanılarak yürütüldü. Dizel, DCM ve PEG girişim etkisi yaratmak üzere 

örneklere eklendi. Musluk suyu ve toprak örnekleri TÜBİTAK (Gebze Yerleşkesi-

Kocaeli) toplandı ve yöntemin uygulanabilirliğini ve doğruluğunu göstermek amacıyla 

yapılan çalışmalarda kullanıldı. Yeterlilik testleri için su numunesi, musluk suyuna 

%0,1 DCM ve 0,05 g PEG ilave edildi. Buna ek olarak, bir diğer matriks olan toprak 

numunesi ise girişim etkisi oluşturmak için dizel eklenerek hazırlandı. Toprak 

örneklerine ait hazırlık aşamaları Şekil 3.5’te yer almaktadır.  Toprak örneklerinin 

hazırlanması, literatürde bildirilen prosedüre göre gerçekleştirildi [116]. Toplanan 

toprak örnekleri 70 °C’ de etüvde suyu bir saat boyunca kurutuldu. 2.5 g toprak örneği 

50 mL’lik deney tüpüne alındı ve üzerine deiyonize su eklendi. Sonrasında 30 dk 

vorteks ile karıştırma ve 10 dk ultrasonik karıştırma işlemi uygulandı. Suyu topraktan 

ayırmak için 9000 rpm’de 4 dk boyunca santrifüj uygulandı ve üstte kalan su fazı 12 

μm gözenek boyutlu filtre kağıdından geçirildi. Hazırlanan sulu toprak örneğine %0,1 

dizel eklendi ve homojen çözelti oluşturmak amacıyla vortekslendi. Son olarak 

ekstraksiyon prosedürü öncesinde matriks içerisine, farklı konsantrasyon 

seviyelerinde 1,4-ditian standart çözeltileri artan konsantrasyon seviyelerinde (0.25, 

0.5, 1.0, 5.0 mg/L) eklendi.  

 

Şekil 3.5 : Toprak örneğinin hazırlanış aşamaları. 
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3.6 Ekstraksiyon Prosedürü 

Numunelerden 1,4-ditianın ekstraksiyonu 15 mL’lik santrifüj tüplerinde 

gerçekleştirildi. 8 mL numune/standart çözeltisine (10 mg/L) 250 µL DES (ChCl:Ph) 

karışımı eklendi. DES’in çözeltisi içerisine homojen bir şekilde dağılması amacıyla  

15 s vorteks ile karıştırma uygulandı. Karıştırma sonrası çözeltiye 1 mL THF çözeltisi 

eklendi ve 10 s karıştırma işlemi uygulandı. Elde edilen bulanık çözelti faz ayrımı elde 

etmek için 16 ℃’de 9000 rpm de 4 dakika santrifüj edildi. Sonrasında çözeltinin 

üzerinde oluşan DES fazı (≈ 200 µL) mikropipet ile 1,5 mL’lik GC vialinin içerisine 

yerleştirilen inserte alındı. Burada yaklaşık 40 kat ön deriştirme faktörü elde edildi 

(Vilk/Vson). Daha sonra numune GC-FID sistemine enjekte edildi. Geliştirilen 

ekstraksiyon yöntemine ait deneysel görseller Şekil 3.6’da yer almaktadır. 

 

Şekil 3.6 : Sıvı numune/standart çözeltiden 1,4-ditian ekstraksiyonu. 
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4. SONUÇ ve TARTIŞMA 

4.1 1,4-Ditian Tayini İçin Geliştirilen Yöntemin Optimizasyonu 

Geliştirilen yöntemde ekstraksiyon verimliliğini ve GC-FID sistemini etkileyen DES 

türü/hacmi, örnek miktarı, karıştırma süresi, THF miktarı gibi tüm parametrelerin 

optimizasyonu gerçekleştirildi. Optimizasyon çalışmalarında, analit sinyaline etkisi 

incelenen parametre için farklı koşullar denenirken diğer tüm parametreler sabit 

tutuldu ve 10,0 mg/L 1,4-ditian standart çözeltisi kullanıldı. Tüm optimizasyon 

adımları için örnekler üç tekrarlı hazırlandı ve ortalamaları alındı. En yüksek ortalama 

pik alanı değerini veren parametre optimum parametre olarak seçildi.  

4.1.1 GC-FID metot optimizasyonu 

Gaz kromatografi sistemini etkileyen başlangıç sıcaklığı, sıcaklık artış hızı (ramp), gaz 

akış hızı ve split oranı gibi farklı parametreler düzgün (simetrik) analit piki ve analizi 

gerçekleştirmek amacıyla optimize edildi. Başlangıç sıcaklığı olarak 100, 120 ve 150 

℃ olmak üzere üç farklı sıcaklık denendi. 100 ℃ ile en yüksek pik alanı elde 

edilmesine rağmen pik şeklinin düzgün olmadığı görüldü. 150 ℃ ile başlayan metotta 

ise 1,4-ditian piki, solvent piki ile çok yakın izlendi. Bu sebeple 120 ℃ metodun 

başlangıç sıcaklığı olarak seçildi. Sıcaklık artışı için ise 10, 15 ve 25 ℃/dk sıcaklıklar 

uygulandı ve 15 ℃/dk olarak belirlendi. Taşıyıcı gaz olarak hidrojen gazı kullanıldı, 

1.0, 1.5 ve 2.0 mL/dk akış hızında denendi ve en uygun olarak 1.5 mL/dk akış hızı 

seçilirken, split oranı için 10:1, 20:1 ve 30:1 oranlar denendi ve 30:1 split oranı seçildi. 

Dedektör sıcaklığı 245 ℃ olarak belirlendi. 1,4-ditianın analizi için optimize edilen 

GC-FID metot parametrelerinin kromatogramları ve grafikleri Şekil 4.1-4.8’de 

verilmektedir. GC-FID için optimum seçilen parametreler Çizelge 4.1’de 

özetlenmektedir. 
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Şekil 4.1 : GC-FID ile elde edilen farklı başlangıç sıcaklıklarındaki 1,4-ditian (10 

mg/L) kromatogramları. 

 

 

Şekil 4.2 : GC-FID başlangıç sıcaklığı optimizasyonu.
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Şekil 4.3 : GC-FID ile elde edilen farklı sıcaklık artışlarında 1,4-ditian (10 mg/L) 

kromatogramları. 

 

 

Şekil 4.4 : GC-FID sıcaklık artışı optimizasyonu.
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Şekil 4.5 : GC-FID ile elde edilen farklı akış hızlarında 1,4-ditian (10 mg/L) 

kromatogramları. 

 

 

Şekil 4.6 : GC-FID taşıyıcı gaz akış hızı optimizasyonu. 
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Şekil 4.7 : GC-FID ile elde edilen farklı split oranlarında 1,4-ditian (10 mg/L) 

kromatogramları. 

 

 

Şekil 4.8 : GC-FID split oranı optimizasyonu. 
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Çizelge 4.1 : 1,4-Ditianın tayini için optimize edilmiş GC-FID metodu. 

Parametreler Değerler 

Başlangıç sıcaklığı: 120 ℃ 

Son sıcaklık:  220 ℃ 

Sıcaklık artş hızı: 15 ℃/dk 

Taşıyıcı gaz/Akış hızı: Hidrojen / 1.5 mL/dk 

Split oranı:  30:1 

İnlet sıcaklığı: 245 ℃ 

Dedektör sıcaklığı: 245 ℃ 

Enjeksiyon hacmi: 1 µL 

4.1.2 DES türü optimizasyonu 

Sıvı faz ekstraksiyon yönteminde ekstraksiyon çözücüsü türü en önemli parametre 

sayılabilir. Bu çalışmada yaygın kullanılan ekstraksiyon çözücüleri yerine derin 

ötektik çözücüler (DES) kullanıldı. Seçilecek DES’in, hedef analiti matriksten seçici 

ve etkin bir şekilde ayırabilme yeteneği, ekstraksiyon verimliliği açısından kritik 

öneme sahiptir. Bu nedenle, analite en uygun DES karışımının optimize edilmesi, 

yöntemin başarısını doğrudan etkilemektedir. Derin ötektik çözücü karışımı için farklı 

polarite ve viskozite gibi özelliklere sahip, kolin klorür ile birlikte etilen glikol, fenol, 

gliserol ve propiyonik asit ayrı ayrı hazırlanarak numune çözeltisine eklendi ve 

DES’lerin 1,4-ditian için ekstraksiyon verimliliği üzerinde etkileri karşılaştırıldı. Elde 

edilen sonuçlar doğrultusunda en yüksek yanıt veren ve yaklaşık %103 geri kazanım 

sağlayan DES karışımı kolin klorür-fenol ile sağlandı. Sonuçlar Şekil 4.9’da 

sunulmuştur. 

4.1.3 DES molar oranı ve hacim optimizasyonu 

DES karışımı, uygun oranda ve hacimde numuneye eklendiğinde faz ayrımı oluşturur 

ve ekstraksiyonun gerçekleşmesi DES’lerin analitlerle arasındaki etkileşimlere 

bağlıdır. Bu çalışmada, 1:1, 1:2 ve 1:3 olmak üzere farklı molar oranlarında ChCl-Ph 

bileşenleriyle üç ayrı DES hazırlandı. Her bir numuneye 250 µL DES çözeltisi eklendi. 

1:1 M oranda hazırlanan DES ile faz ayrımı gözlemlenemedi. Şekil 4.10’da da 
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görüldüğü gibi 1:2 molar oranıyla hazırlanan DES ile en yüksek pik alanı elde edildi 

ve bu sebeple 1:2 M seçildi.  

Ekstraksiyon çözücüsü olarak kullanılan DES’in hacminin belirlenmesi ön deriştirme 

faktörünü ve ekstraksiyon verimliliğini iyileştirmek için çok önemli bir parametredir. 

Bu deneyde, diğer ekstraksiyon parametreleri sabit tutularak 150, 250, 350 ve 450 µL 

hacimlerinde DES (1:2 M) numuneye eklendi. Şekil 4.11’de DES hacminin artışıyla 

elde edilen ekstraksiyon verimliliğinin sonuçları yer almaktadır. 150 µL DES ile faz 

oluşumunun gerçekleşmediği görüldü ve artan DES hacmi ile önderiştirme faktörüde 

azaldığından sonuçlar daha düşük elde edildi. 250 µL ile iyi bir ayrım ve sonuç elde 

edildi ve sonraki adımlar için seçildi. 

 

Şekil 4.9 : Farklı DES türlerinin ekstraksiyon verimliliği üzerinde etkisi. 

 

Şekil 4.10 : Farklı DES molar oranlarının ekstraksiyon verimliliği üzerinde etkisi. 
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Şekil 4.11 : DES hacmi ekstraksiyon verimliliği üzerinde etkisi. 

4.1.4 Örnek hacmi optimizasyonu 

Örnek hacmi olarak 3, 5, 8 ve 10 mL ile optimizasyon gerçekleştirildi. Örnek hacminin 

azalmasıyla analiti içeren ayrılan üst fazın hacminin arttığı görüldü. 10 mL örnek 

hacmi için 250 µL DES ile yeterli faz ayrımı gerçekleştirilemedi. Ön deriştirme faktörü 

de göz önüne alındığında optimum örnek hacmi olarak 8 mL diğer işlemler için 

kullanıldı. Faz ayrımları Şekil 4.12’de gösterilmektedir. 

 

Şekil 4.12 : Farklı örnek hacimlerinde oluşan faz ayrımı. 
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4.1.5 DES karıştırma süresi optimizasyonu 

Numunedeki hedef analit ve ekstraksiyon çözeltisi arasındaki etkileşimi arttırarak sulu 

fazdan etkili kütle transferini gerçekleştirmek amacıyla optimum karıştırma türü ve 

süresi belirlendi. Manuel, ultrasonik ve vorteks karıştırma türlerinin etkisi incelendi ve 

diğer optimizasyonlar için vorteks ile karıştırma seçildi. Analit ve DES arasındaki 

etkileşim için gerekli karıştırma süresini optimize etmek için 0, 10, 15, 30, 45 ve 60 s 

karıştırma süreleri denendi. 15 s optimum değer olarak belirlendi. Şekil 4.13’te 

görüldüğü gibi sonuçlar arasında çok büyük bir fark gözlemlenmedi. Etkili ve hızlı bir 

karışım sağlanması için 15 s karıştırma süresi sonraki çalışmalarda uygulandı. 

 

Şekil 4.13 : Karıştıma süresinin ekstraksiyon verimliliği üzerinde etkisi. 

4.1.6 THF hacim optimizasyonu 

Ekstraksiyon prosedüründe THF, emülgatör ajan olarak kullanılmış ve böylece derin 

ötektik çözücünün (DES) sulu fazdan etkin şekilde ayrılması sağlanmıştır. THF, 

DES’e kıyasla su ile daha güçlü etkileşime girer, DES’in su ile olan etkileşimlerini 

azaltarak DES bileşenlerinin kendi aralarında yeniden birleşmesine ve bunun 

sonucunda ayrı bir faz oluşturarak sistemden ayrılmasına olanak sağlar [117]. 

Optimum THF hacminin belirlenmesi amacıyla, DES içeren çözeltiye sırasıyla 0.5, 

1.0, 1.5 ve 2.0 mL THF ilave edildi. Yapılan deneylerde, 0.5 mL THF’nin sulu fazdan 

DES’in etkin şekilde ayrılmasını sağlayamadığı ve faz oluşumunun gerçekleşmediği 

gözlemlendi. Şekil 4.14’e bakıldığında, en yüksek pik alanı ise 1.0 mL THF ilavesiyle 

elde edildi ve bu hacmin optimum ekstraksiyon verimini sağladığı belirlendi. 
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Şekil 4.14 : THF hacminin ekstraksiyon verimliliği üzerinde etkisi. 

4.1.7 THF karıştırma süresi optimizasyonu 

Ekstraksiyon verimliliğini artırmak amacıyla yapılan çalışma kapsamında, THF 

ilavesinin ardından iyi bir emülsiyon oluşumunu sağlamak üzere vorteks ile karıştırma 

işlemi uygulandı ve bu işlemin süresinin ekstraksiyon üzerindeki etkisi sistematik 

olarak araştırıldı. Çalışmada 0, 10, 15, 30, 45 ve 60 s süreyle uygulanan vorteks 

işlemleri sonrasında, 10 s ve üzeri sürelerde homojen ve bulanık emülsiyonların elde 

edildiği gözlemlendi. Şekil 4.15’te sunulan bulgular doğrultusunda, sonraki 

analizlerde standartlaştırılmış bir protokol olarak 10 s vorteks süresi tercih edildi. 

 

Şekil 4.15 : Karıştırma süresinin ekstraksiyon verimliliği üzerinde etkisi. 
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4.2 Yöntemin Analitik Performansının İncelenmesi 

Bu çalışmada geliştirilen yöntem ile 1,4-ditian için daha düşük tayin limitlerine 

ulaşmak amacıyla tüm sistemsel ve deneysel parametreler kapsamlı biçimde optimize 

edildi; ilgili optimizasyon sonuçları Çizelge 4.2’de özetlendi. Metodun validasyonu 

kapsamında gözlenebilme limiti (LOD), tayin limiti (LOQ), doğrusal dinamik aralık 

(LDR), bağıl standart sapma (%RSD) ile gün içi ve günler arası tekrarlanabilirlik gibi 

temel performans kriterleri optimize edilen koşullar altında sistematik olarak 

belirlendi. Tüm bu parametrelerin tayini için her bir analiz yedi tekrarlı örnek ile 

yürütüldü. Ayrıca, yöntemin doğruluğunu teyit etmek amacıyla hesaplanan validasyon 

parametreleri Çizelge 4.3’te sunulmaktadır. Kalibrasyon eğrisinin oluşturulabilmesi 

için, matrikse farklı konsantrasyonlarda 1,4-ditian standart çözeltileri eklenerek 

yöntemin uygulama prosedürü takip edildi ve her bir konsantrasyon düzeyi için yedişer 

tekrar analiz edildi. Elde edilen veriler doğrultusunda, 150-5000 μg/L konsantrasyon 

aralığında yüksek derecede korelasyon (R²=0,9998) sağlanarak yöntemin geniş bir 

doğrusal dinamik aralığa sahip olduğu gösterildi (Şekil 4.16). Optimum koşullar 

altında analiz edilen 1,4-ditiana ait kromatogram Şekil 4.17’de gösterilmektedir. LOD 

ve LOQ değerleri ise, kalibrasyon eğrisinin en düşük konsantrasyonuna ait standart 

sapmanın sırasıyla üç (3S) ve on (10S) katının eğime bölünmesi ile hesaplandı. LOD 

(gözlenebilme limiti) ve LOQ (tayin limiti) değerleri sırasıyla 44,3 μg/L ve 147,8 μg/L 

olarak hesaplandı. Bu hesaplamalarda, sırasıyla (4.1) ve (4.2) numaralı denklemler 

kullanılarak metot duyarlılığı istatistiksel olarak değerlendirildi [107].   

𝐺𝐿 = 3 𝑥 
𝑆𝐷𝑎

𝑏
   

𝑇𝐿 = 10 𝑥 
𝑆𝐷𝑎

𝑏
  

SDa : En düşük konsantrasyonlu kalibrasyon standart çözeltisinin standart sapması 

b: Kalibrasyon doğrusunun eğimi 

 

 

 

(4.1) 

(4.2) 
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Çizelge 4.2 : Optimize edilmiş yöntem parametreleri. 

Parametreler Optimum Değerler 

DES türü ChCl : Ph 

DES oran 1:2 M 

DES hacim 250 μL 

Karıştırma süresi (ekstraksiyon) 15 s 

THF hacmi 1.0 mL 

Karıştırma süresi (emülsifikasyon) 10 s 

 

Çizelge 4.3 : Optimum koşullar altında geliştirilen yöntemin analitik performansı. 

Metot LOD, μg/L LOQ, μg/L R2 Doğrusal aralık, μg/L 

VA-DES-ELLE 44,3 147,8 0,9998 150-5000 

 

 

Şekil 4.16 : 1,4-ditian bileşiğinin 150-5000 μg/L konsantrasyon aralığında elde 

edilen kalibrasyon eğrisi. 
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Şekil 4.17 : Tüm optimize edilen parametreler sonunda elde edilen 1,4-ditian (10 

mg/L) kromatogramı.  

Tekrarlanabilirlik ve tekrarüretilebilirlik 

Yöntemin doğrusal aralığındaki en düşük, orta ve en yüksek kalibrasyon noktalarının 

tekrarlanabilirliği incelendi. Her bir konsantrasyon noktası için yedi tekrarlı numune 

hazırlandı ve ekstraksiyon prosedürü uygulandı. Sonuçlar aşağıda bulunan Çizelge 

4.4. ‘te ve Şekil 4.18’de gösterilmektedir.  

Çizelge 4.4 : Farklı konsantrasyonlarda 1,4-ditian için tekrarlanabilirlik sonuçları. 

Respons 150 μg/L 1000 μg/L 5000 μg/L 

R1 161.5 1022.4 4995.9 

R2 170.6 1018.8 4884.7 

R3 145.1 977.3 5273.6 

R4 162.6 958.8 5365.1 

R5 143.6 940.3 4681.0 

R6 184.3 909.6 4514.4 

R7 181.0 913.7 4699.6 

Ortalama 164.1 963.0 4916.3 

Standart sapma 14.8 45.9 316.3 

%RSD 9.7 4.8 6.4 
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Şekil 4.18 : 1,4-Ditian (5 mg/L) enjeksiyonu tekrarlanabilirlik çalışmasına ait FID 

kromatogramları. 

Geliştirilen yöntemin gün içi ve günler arası bağıl standart sapmasının (%RSD) 

belirlenmesi amacıyla ekstraksiyon prosedürü, aynı gün içinde iki kez ve iki gün arayla 

olacak şekilde tekrarlandı. Her analiz günü için yedi tekrarlı örnek hazırlandı. Elde 

edilen sonuçlar, yöntemin gün içi ve günler arası bağıl standart sapmasının sırasıyla 

%6,4 ve %4,3 olduğunu gösterdi. Bu bulgular, yöntemin her iki parametre açısından 

yüksek tekrarlanabilirlik özelliğine sahip olduğunu doğrulamaktadır. 

4.3 Geri Kazanım Çalışmaları 

Geliştirilen ekstraksiyon yönteminin doğruluğunu ve uygulanabilirliğini 

değerlendirmek amacıyla gerçek örnekler üzerinde geri kazanım çalışmaları 

gerçekleştirildi. Geri kazanım çalışmalarında OPCW’nun yeterlilik testlerinde (PT) 

kullanılan kompleks matriksleri simüle eden musluk suyu (PEG+DCM) ve toprak 

(+dizel) örnekler, deneysel bölümde anlatıldığı gibi hazırlandı. Karmaşık örneklerde 

matriks etkilerini en aza indirmek ve doğru miktar tayini sağlamak amacıyla matriks 

eşleme stratejisi kullanıldı. Bu strateji, potansiyel matriks girişimlerinin 

düzeltilmesine olanak tanımış ve geri kazanım hesaplamalarının güvenilirliğini 

artırmıştır. Matriks eşlemeli geri kazanım çalışmaları için 1,4-ditianın farklı 

konsantrasyonlardaki standart çözeltileri (0.25, 0.5, 0,75, 1 ve 5 mg/L) hazırlanarak 

musluk suyu ve toprak matrikslerine ilave edildi. Analit içermeyen boş çözeltilere ve 
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standart çözeltilere optimum koşullar altında ekstraksiyon prosedürü uygulandı. Her 

bir konsantrasyon için üç tekrarlı örnek hazırlandı ve DES fazı GC-FID sistemine 

enjekte edildi. Elde edilen sinyal sonuçlarıyla, her iki matriks için beş noktalı bir 

kalibrasyon eğrisi oluşturuldu ve hem örneklere ilave edilmiş analit derişimini, hem 

de geri kazanım yüzdesini belirlemek amacıyla kullanıldı. 1,4-ditian pikinin alanından, 

1,4-ditian ile aynı noktada kör çözeltiden gelen interferansın alanı çıkarılarak 

kalibrasyon noktalarının sonuçları hesaplandı.   Her iki matriks için oluşturulan 

kalibrasyon eğrileri ve kromatogramlar Şekil 4.19-4.22’de verilmektedir. Geliştirilen 

yöntem ile PT örneklerinde kullanılan musluk suyu (PEG+DCM) matriksinde %95-

108 aralığında, toprak (+dizel) örneklerinde ise %85-105 aralığında geri kazanım 

değerleri elde edildi (Çizelge 4.5). Bu sonuçlar, Çizelge 2.3’te verilen kabul edilebilir 

geri kazanım sınır değerleri içinde kaldığı görülmektedir. Özetle, bu analiz bulguları, 

düşük standart sapmalar ile yöntemin tekrarlanabilirliğinin yüksek olduğunu, elde 

edilen %100’e yakın geri kazanım değerleri ise metodun doğruluğunun tatmin edici 

seviyede olduğunu ve kompleks su matrikslerinde güvenle uygulanabileceğini ortaya 

koymaktadır. 

Çizelge 4.5 : Musluk suyu (DCM+PEG) ve toprak (+dizel) örneklerindeki 1,4-

ditianın yüzde geri kazanım sonuçları (N=7). 

Örnek 

İlave Edilen 

Konsantrasyon,  

μg/L 

Ölçülen 

Konsantrasyon,  

μg/L 

Geri Kazanım, 

% 

Musluk suyu 250 270 108,0 ± 4,4 

Musluk suyu 500 493,3 98,7 ± 1,7 

Musluk suyu 750 719 95,9 ± 3,1 

Musluk suyu 1000 970,9 97,1 ± 2,5 

Musluk suyu 2000 2002,7 100,1 ± 1,9 

Musluk suyu 5000 5027,3 100,5 ± 0,8 

Toprak 250 209 83,6 ± 6,7 

Toprak 500 528,9 105,8 ± 5,9 

Toprak 750 751,1 100,1 ± 2,6 

Toprak 1000 1051,8 105,2 ± 3,7 

Toprak 2000 1975,7 98,79 ± 3,1 

Toprak 5000 4991,8 99,8 ± 4,2 



48  

 

 

Şekil 4.19 : Musluk suyu örneklerinde matriks eşleme kalibrasyon standartları için 

kalibrasyon grafiği. 

 

Şekil 4.20 : Musluk suyu örneklerinde analiz edilen 1,4-Ditian (5 mg/L) ve blank 

kromatogramı.
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Şekil 4.21 : Toprak örneklerinde matriks eşleme kalibrasyon standartları için 

kalibrasyon grafiği. 

 

Şekil 4.22 : Toprak örneklerinde analiz edilen 1,4-Ditian (5 mg/L) ve blank 

kromatogramı. 

y = 0,007x + 0,87

R² = 0,9995

0

5

10

15

20

25

30

35

40

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

P
ik

 A
la

n
ı

1,4-Ditian, μg/L 

Toprak 

min1.4 1.6 1.8 2 2.2 2.4

pA

20

25

30

35

40

45

50

 FID1 A,  (DES-RECOVERY\DES-RECOVERY-METOT 2025-02-26 15-32-05\5000PPB-DITHIANE-INSOILSAMPLE-31.D)
 FID1 A,  (DES-RECOVERY\DES-RECOVERY-METOT 2025-02-26 15-32-05\BLANK-SOIL-31.D)

min1.4 1.6 1.8 2 2.2 2.4

pA

20

25

30

35

40

45

50

 FID1 A,  (DES-RECOVERY\DES-RECOVERY-METOT 2025-02-26 15-32-05\5000PPB-DITHIANE-INSOILSAMPLE-31.D)
 FID1 A,  (DES-RECOVERY\DES-RECOVERY-METOT 2025-02-26 15-32-05\BLANK-SOIL-31.D)

blank 

1,4-Ditian 

min 



50  

4.4 Analitik Yöntemin Yeşilliğinin Değerlendirilmesi 

Yeşil kimya, kimyasal süreçlerle ilişkili olumsuz çevresel etkileri azaltmayı veya 

tamamen ortadan kaldırmayı amaçlar. Analitik bilimler alanında ise yöntemlerin yeşil 

kimya ilkelerine uyumunun değerlendirilmesi, tehlikeli kimyasalların, çözücülerin ve 

enerji tüketiminin en aza indirilmesine odaklanan Yeşil Analitik Kimya (GAC) 

prensiplerini sağlamak açısından büyük önem taşır. Yeşil analitik tekniklerin 

uygulanması, çevresel sürdürülebilirliği desteklemesinin yanı sıra daha güvenli ve 

kaynak açısından verimli endüstriyel uygulamaların geliştirilmesine de katkı sağlar. 

Analitik yöntemlerin çevresel etkisini nicel olarak değerlendirmek amacıyla çeşitli 

yeşillik değerlendirme araçları geliştirilmiştir. Bu araştırmada, önerilen analitik 

yöntemin sürdürülebilirlik profilini değerlendirmek için birbiriyle tamamlayıcı üç 

araç; AGREE, AGREEprep ve BAGI kullanılmıştır [118,119]. 

4.4.1 Analitik yeşillik hesaplayıcısı (AGREE) 

 AGREE, GAC'ın 12 ilkesine dayanan, yöntemin yeşilliğini kapsamlı bir şekilde 

değerlendiren bir araçtır. Bu araç, her bölümün bir prensibi simgelediği 12 parçaya 

ayrılmış dairesel bir piktogram kullanır. Her kriter 0'dan 1'e kadar değişen bir ölçekte 

değerlendirilir ve bu puanlar ortalaması alınarak nihai yeşillik puanı elde edilir. Ortaya 

çıkan saat benzeri piktogram, hem sayısal puanı hem de ilgili renk gradyanını 

göstererek yöntemin sürdürülebilirliğinin görsel olarak açık bir şekilde 

değerlendirilmesini sağlar [120]. Şekil 4.23a'da gösterildiği gibi, geliştirilen analitik 

yöntem 0.64'lük kayda değer bir yeşillik puanı vermiş olup, GAC ilkelerine güçlü bir 

uyum sergilemektedir. 

4.4.2 Örnek hazırlama için analitik yeşillik metriği (AGREEprep) 

AGREEprep, Yeşil Numune Hazırlama (GSP) çerçevesinde özetlenen on ilkeyi 

kullanarak çevresel sürdürülebilirlik değerlendirmesini örnek hazırlama aşamalarını 

da kapsayacak şekilde genişletir. Her parametre, 0 ile 1 arasında değişen ikili bir 

ölçekte değerlendirilir ve genel puan bu değerlerin ortalaması alınarak hesaplanır. Bu 

metrik, örnek hazırlama yöntemleriyle ilişkili sürdürülebilirliğin kapsamlı ve 

sistematik bir değerlendirmesini sunar [121]. Önerilen yöntem, 0.67’lik AGREEprep 

puanı elde etmiş olup (Şekil 4.23b), örnek hazırlamada sürdürülebilir ilkelere ve çevre 

dostu uygulamalara genel anlamda uyum sağladığını göstermektedir. 
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4.4.3 Mavi uygulanabilirlik derece indeksi (BAGI) 

BAGI, çeşitli analitik yöntemlerin uygulanabilirliğini, fizibilitesini ve operasyonel 

verimliliğini değerlendirmeyi amaçlayan pragmatik bir ölçüttür. Bir asteroit şeklindeki 

piktogram, 25 ila 100 arasında bir puan tahsis eder ve her segment, beyazdan koyu 

maviye geçişli bir gradyanla gösterilen 0 ila 10 arasında bir ölçekte değerlendirilir. 

Genellikle, minimum 60 puan, hem yeşil, çevre dostu hem de pratik olarak 

uygulanabilir bir yöntemin göstergesi olarak kabul edilir [122]. Önerilen yöntem, 

dikkate değer pratik uygulanabilirliğini, önemli otomasyon potansiyelini, yüksek 

verimlilik seviyelerini ve özellikle düşük operasyonel maliyetlerine sahip olduğunu 

gösteren 67,5'lik bir BAGI puanı elde etmiştir (Şekil 4.23c). 

 

a)                                                                         b)   

                    

                                          

Şekil 4.23 : Önerilen yöntemin çevresel değerlendirmesi üç temel ölçüte 

dayanmaktadır: (a) AGREE, (b) AGREEprep ve (c) BAGI.

c) 
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4.5 Sonuç 

Literatürde 1,4-ditianın analizi üzerine yapılan çalışmalar oldukça sınırlıdır. Mevcut 

literatürde, 1,4-ditianın farklı matrislerden sıvı-sıvı ekstraksiyon (LLE) yöntemi ile 

ayrıştırıldığı görülmekle birlikte, derin ötektik çözücüler (Deep Eutectic Solvents, 

DES) kullanılarak 1,4-ditian ekstraksiyonuna yönelik herhangi bir çalışma 

bulunmamaktadır. 

Bu çalışma kapsamında, hardal gazı bozunma ürünlerinden biri olan 1,4-ditianın, 

OPCW’nun yeterlilik testlerinde kullanılan karmaşık sulu matriks örneklerinden ön 

deriştirilmesi ve ekstraksiyonu ile GC-FID sisteminde analizine yönelik yeni ve çevre 

dostu bir analitik yöntem geliştirilmiştir. Geliştirilen yöntemde, geleneksel organik 

çözücüler yerine, daha düşük hacimde ve ekolojik açıdan avantajlı derin ötektik 

çözücüler kullanılmıştır. 

Ekstraksiyon prosedüründe tüm parametreler optimize edilerek, optimize edilen 

parametre haricindeki değişkenler sabit tutulmuştur. Optimum koşullar altında, 1,4-

ditian için 150–5000 μg/L aralığında yüksek korelasyon katsayısına sahip doğrusal bir 

kalibrasyon eğrisi elde edilmiştir. Tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ) sırasıyla 

44,3 μg/L ve 147,8 μg/L olarak belirlenmiştir. 

Yöntemin uygulanabilirliği ve geçerliliği, karmaşık su matriks örneklerinde yürütülen 

geri kazanım çalışmaları ile doğrulanmıştır. Elde edilen geri kazanım oranları, 

geliştirilen yöntemin karmaşık matrikslere karşı yüksek doğruluk ve hassasiyetle 

uygulanabileceğini ortaya koymuştur. Bunun yanı sıra, üç temel yeşillik parametresi 

ile gerçekleştirilen yeşillik değerlendirmeleri sonucunda geliştirilen yöntemin, 

çevresel açıdan sürdürülebilir ve yeşil kimya prensiplerine uygun bir yöntem olduğu 

kanıtlanmıştır. 
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