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CEVRESEL MATRIKSLERDE BULUNAN HARDAL GAZI BOZUNMA
URUNUNUN EUTECTIC COZUCULER iLE EKSTRAKSIYONU,
KROMATOGRAFIK VE SPEKTROFOTOMETRIK ANALIZLERI

OZET

Kimyasal savas ajanlar1 (CWA) canlilara zarar vermek, yaralamak, gii¢siizlestirmek
veya Oldiirmek amaciyla kullanilan, asir1 derecede toksik sentetik kimyasallardir.
Partikiillere adsorbe edilerek veya gaz, sivi ya da aerosol seklinde dagilabilirler.

Hardal gazi (HD) veya bis(2-kloroetil) siilfiir kimyasal savas ajanlar1 arasinda en
onemli ajanlardan biridir. HD oldukga toksik bir alkile edici bir maddedir. Hardal gazi
cesitli yollarla ¢evrede varligim siirdiirebilir ve ortamin hardal gazi ile kirletilmesi
durumunda, bu ajanin bozulup bozulmayacagi, olusan {riiniin kimliginin,
toksisitesinin ve miktarinin bilinmesi dekontaminasyonu agisindan olduk¢a 6nemlidir.
Kimyasal ajanlar ile kirletilmis oldugundan siiphelenilen alanlarda hardal gazinin
varligini1 dogrulayabilmek adina hardal gazi ve bozunma {irlinlerinin tespiti i¢cin hizl
ve glivenilir analitik yontemler gerekmektedir.

Bu c¢alismada, hardal gazinin bozunma {riinii olan 1,4-ditianin ¢ok-diisiik
konsantrasyonlarda tayini amaciyla yesil kimya prensiplerine dayali bir sivi faz
ekstraksiyon yontemi gelistirilmistir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak ¢evresel
stirdiirtilebilirlik, biyouyumluluk ve diisiik toksisite avantajlar1 nedeniyle geleneksel
organik ¢oziicliler yerine derin 6tektik c¢oziiciiler (DES) tercih edilmistir. DES’ler,
belirli molar oranlarda karistirilan bir kuaterner amonyum tuzu ve bir hidrojen bag
donodriinden (HBD) olugsmakta olup, diisiik maliyetli ve kolay hazirlanabilen
¢oziiciilerdir. Bu yaklasimla daha az toksik ve daha az ¢oziicii tiiketen bir ekstraksiyon
stireci elde edilmistir.

Gelistirilen yontemde; DES orani/hacmi, karistirma siiresi ve THF miktar1 gibi tim
deneysel parametreler optimize edilmis ve analizler gaz kromatografisi (GC) ile
gerceklestirilmistir. GC sisteminde sicaklik programi, split oran1 ve tasiyict gaz akis
hiz1 da metot performansini en iist diizeye ¢ikaracak sekilde optimize edilmistir.
Yontemin analitik performans parametreleri incelendiginde, godzlenebilme limiti
(LOD) 44.3 pg/L, tayin limiti (LOQ) ise 147.8 pg/L olarak belirlenmistir. Ayrica
kalibrasyon egrisinin genis bir aralikta yiiksek dogrusallik (R =0.9998) sergiledigi ve
yontemin giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirliginin sirasiyla %6.4 ve %4.3 RSD ile
oldukca iyi oldugu tespit edilmistir.

Yontemin dogrulugunu ve uygulanabilirligini degerlendirmek amaciyla Kimyasal
Silahlarin Yasaklanmasi1 Orgiitii (OPCW) tarafindan yiiriitiilen yeterlilik testlerinde
(PT) kullanilan kompleks matrisleri temsil eden musluk suyu (PEG+DCM) ve toprak
(+dizel) ornekleri hazirlanmis ve bu matrislerde geri kazanim calismalar
gerceklestirilmistir.

XXi



Kalibrasyon egrisinin dogrusal araliginda 1,4-ditian standardi eklenerek yapilan
caligmalarda, musluk suyu matrisinde %95-108, toprak matrisinde ise %83-105 geri
kazanim degerleri elde edilmistir.

Sonug olarak, bu calisma ile basit, etkili ve yesil kimya ilkelerine uygun bir
ekstraksiyon yontemi gelistirilmis; yiiksek geri kazanim yiizdeleri ve diisiik tayin
limitleriyle karmasik matrislere uygulanabilirligi basarili sekilde gosterilmistir. Ayrica
literatlirde 1,4-ditianin analizine yonelik sinirli sayida ¢alisma bulunmakta olup, derin
otektik coziiciilerle (DES) gelistirilmis ilk ekstraksiyon yontemlerinden biri olmasi
acisindan da 6zgiin bir katkr saglamaktadir.
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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
guantification (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 pg/L and 147.8 pg/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. GIRIS

1.1 Tezin Amaci

Kimyasal savas ajanlar1 arasinda en bilinen son derece toksik olan hardal gazi ¢evreye
ve canlilara zarar vermek amaciyla yaygin olarak kullanilir. Hardal gazi ¢cevrede uzun
siire kalabilir ve durdugu zaman igerisinde farkli bozunma {iriinleri ortaya ¢ikabilir.
Bu nedenle hardal gazinin varliginin belirlenmesi i¢in bozunma tiriinlerininde yiiksek
dogruluk ve hassasiyetle analizi olduk¢a Onem teskil eder. Bu calismada, hardal
gazinin dongiisel bozunma triinlerinden biri olan 1,4-ditianin ekstraksiyonu/on
konsantrasyonu ve analizi igin yeni, ¢evre dostu ve hassas bir analitik bir yontem
gelistirilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda yaygin kullanilan toksik organik ¢6ziicii
kullanim1 yerine ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak ¢evre dostu derin otektik ¢oziiciiler
kullanilarak sivi faz ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Sonrasinda gelistirilen metot
optimize edilip ve gaz kromatografisi ile birlestirilmistir. Bu metot musluk suyu ve
toprak orneklerinden diisiik seviyelerde dahi bulunan dongiisel bozunma iiriiniiniin

yiiksek dogruluk ve hassasiyetle tespit edilmesine olanak saglamistir.

1.2 Kimyasal Savas Ajanlari

Milattan Onceki zamanlardan beri kimyasal maddelerin savaslarda kullanildig:
bilinmektedir. Helleborus koklerinin Atinalilar tarafindan Kirrha kusatmasi sirasinda
su kaynaklarini kirletmek i¢in kullanilmasi, zehirli dumanlar olusturmak amaciyla ise
zift ve kiikiirtin yakilmasi, arsenik dumaninin kullanilmasi bunlara 6rnektir [1]. Daha
sonra kimyasal savas ajanlart (CWA) yavas yavas savas alanlarinda kendilerini
gostermeye baslamistirt. Bu kimyasallarin kullanimi Birinci Diinya Savasi sirasinda
zirveye ulasmistir [2]. Kimyasal savas ajanlari (CWA) asir1 derecede toksik ve
partikiillere adsorbe edilerek veya gaz, sivi ya da aerosol seklinde dagilabilen sentetik
kimyasallardir. Canlilar1 6ldiirmek, yaralamak veya gligsiizlestirmek amaciyla
kullanilmaktadirlar  [3]. Baslangicta pestisit olarak planlanan ndrotoksik
organofosfatlar olarakta bilinen sinir ajanlar1 en giiglii kimyasal savas ajanlaridir. Bu
ajanlar II. Diinya Savasi'nda gelistirilmistir. Aynm1 zamanda diisiik maliyetli ve kolay

tiretilebilen ajanlar olduklar i¢in terdr orgiitlerinin ilgi odagi haline gelmislerdir [4].



CWA!lar sinir, yakic1 (vezikanlar), bogucu ve kan zehirleyici gibi fizyolojik duruma
gore farkli kategorilere ayrilmistir. Sinir ajanlarina; VX, sarin (GB), soman (GD),
kabarcik olusturan/yakici ajanlara; kiikiirt hardali (HD) ve azot hardali, bogucu

ajanlara; fosgen, kan zehirleyici ajanlara ise hidrojen siyaniir 6rnek olarak verilebilir

[5]

1.2.1 Kimyasal silahlar1 yasaklama orgiitii (OPCW) ve yeterlilik testleri

Kimyasal silahlarin diinya ¢apinda kullamini ortadan kaldirilmasini amaglayan,
icerisinde bir¢cok uluslararasi devletleri iceren Kimyasal Silahlarin Yasaklanmast
Orgiitii (OPCW) ve Kimyasal Silahlar S6zlesmesi (CWC) 1990’11 yillarda ilk olarak
ortaya ¢ikmugtir [6]. CWC ile birlikte kimyasal savas ajanlarinin (CWA) gelistirilmesi,
tiretilmesi, stoklanmasi ve kullanimi yasaklanmigtir [1]. Kimyasal Savag ajanlar1 risk
etmenlerine agisindan, OPCW tarafindan 3 c¢izelgeye ayrilmistir. Cizelgelerin A
smiflar1 kimyasal ajanlarin kendisini igerirken, B siniflar1 ajanlarin 6nciillerini igerir.
Cizelge | kimyasallar1 ve onciilleri dogrudan CWA olarak gelistirilebilir, iiretilebilir
ve kullanilabilir. Bu ¢izelgede yer alan kimyasallar genelde barig¢il amaglar igin
kullanilmazlar, bu sebeple Kimyasal Silahlar S6zlesmesi (CWC) kapsaminda yiiksek
risk olusturmaktadir. Sarin, soman, tabun, VX ve hardal gazi Cizelge I’e dahil
edilmistir. Cizelge II’de yer alan kimyasal ajanlarin {iretiminin son asamasinda
gergeklestirilen reaksiyonlarda oncii kimyasal olarak kullanilabilirler ve genellikle
onemli ticari kullanimi olan kimyasallardir. Bu nedenle sézlesmenin amaci agisindan
onemli bir risk olusturmaktadir. Tiyodiglikol ve pinakolil alkol bu gruba dahildir.
Cizelge 1l kimyasallar1 bir veya daha fazla kimyasalin liretiminde rol oynayacagindan
ve kimyasal silah olarak kullanilmasini saglayabilecek ozellikleri sebebiyle risk teskil

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

CWC’nin amag ve hedefinin gergeklestirilmesi i¢in taraf devletler Kimyasal Silahlarin
Yasaklanmas: Orgiitii'nii (OPCW) kurmustur. Giincel olarak CWC kapsamindaki
Kimyasallar i¢in numunelerin analizinde yeterlilik elde etmis 32 laboratuvar
bulunmaktadir. Bu laboratuvarlar OPCW tarafindan taninmis/yetkilendirilmis
laboratuvarlardir [9,10]. Yetkilendirilmis laboratuvarlar, kimyasal tiretim tesisleri,
depolama alanlar1 veya kimyasal silah kullanildig1 iddia edilen sahalardan toplanan
orneklerin saha diginda analizini gergeklestirme yetkinligine sahiptir ve analizlerin
dogru ve tarafsiz yapildigini devletlere garanti eder. OPCW, laboratuvarlarin

kimliklerini gizli tutar. Laboratuvarlar da yaptiklari ¢alismalarla ilgili olarak gizlilik



kurallarina baghdir. Bu diizenleme, analiz siireglerinin ve elde edilen sonuglarin
biitinligiinii ve giivenilirligini korumak amaciyla uygulanmaktadir [11]. Bir
laboratuvarin, OPCW tarafindan yetkilendirilmis laboratuvar olabilmesi igin her yil
OPCW tarafindan diizenlenen resmi yeterlilik testlerine (PT) katilip, basarili sonug
elde etmesi gerekir [12]. Yeterlilik testlerine katilim saglayacak laboratuvarlarin
oncelikle uluslararast bir akreditasyon kurulusundan akredite olmalar1 gerekir.
Gergeklestirilen bu yeterlilik testlerinde, laboratuvarlarin kirlenmis ¢evresel
orneklerdeki CWA’lar1 ve bunlarin metabolitlerinin varligin1 kalitatif olarak dogru
sekilde tespit etmeleri beklenir. Yeterlilik testini en az {i¢ kez st iiste basariyla
gerceklestiren laboratuvar sonrasinda OPCW tarafindan tanmmis bir laboratuvar
olarak sertifikalandirilir. Genellikle su, toprak veya organik ii¢ ¢evresel numune
belirlenmis bir laboratuvar tarafindan hazirlanir ve es zamanlhi olarak diger
laboratuvarlara  gonderilir. Numunelere OPCW tarafindan  siniflandirilmig
CWA’lardan veya metabolitlerinden spike edilir. Hazirlanan numunelerin igerisinde 4
ila 9 arasinda bu kimyasallardan bulunur, eklenen miktar bilinmemekle birlikte 1-10
mg/L'den az degildir. Gergek orneklerle birlikte matrikslerin bos numuneleri de
beraberinde gonderilir [13]. Yeterlilik testleri i¢in hazirlanan bazi1 6rnek matriksler

Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1 : OPCW yeterlilik testlerinde kullanilan 6rnek matriksleri [14].

Matriks Girisim maddesi Eklenen kimyasal
O-(2-Metilpropil) S-2-
Toluen Dizel dietilaminoetilmetilfosfonotiolat, O,0-Dietil S-
(2-(dietilamino)etil)fosforotiolat (Amiton)
Yeralti PEG + 0.1 % DCM Etilfosfonik asit, O-Izopropil etilfosfonik asit,
sulart Trietanolamin

0O,0-Dimetil etilfosfonat, 1,5-Bis(2-

Toprak  Dizel + Trimetilfosfat hidroksietiltiyo)- pentan

O-Etil S-2-dietilaminoetilmetilfosfonotiolat,

Hekzan Dizel Bis(2- kloroetil)siilfiir (Hardal gaz1), Dimetil
fosfit
Musluk PEG + Yag asidi + 0.1 Etilfosfonik asit, Etil dietanolamin, Metil
suyu % DCM dietanolamin




1.2.2 Hardal gaz1 (HD)

Hardal gaz1 bir diger ismiyle kiikiirt hardali (HD) veya bis(2-kloroetil) siilfiir oldukca
toksik bir alkile edici maddedir. Ayn1 zamanda savas ajanlarinin krali olarak bilinen
hardal gaz1 (HD), ilk kez I. Diinya Savasi’nda ortaya ¢ikmustir [5,15]. Hardal gazi
renksiz, viskoz bir sividir ve sarimsaga benzer bir kokusu vardir. Ayni zamanda
kanserojen olan bu ajan mutajenik 6zellikler gosterir. Ortalama oldiirticii doz miktar1
0,7 mg/kg’dir [16]. Kimyasal savas ajanlarinin vezikantlar olarak bilinen kabarcik
olusturan ajanlar sinifina giren hardal gazi, cilt ile maruziyetinde yaniga benzeyen
yaralar olusturur [3]. Ayrica ciddi goz yaralanmalarina ve inhalasyon sonucu
akcigerde hasar olusmasina yol acar [15]. HD’ye siddetli maruziyet sonrasinda korliik,
bronsit, 16kopeni ve kornea hasari gibi ciddi etkiler ortaya ¢ikar [17]. Hardal gazi
maruziyetinin etkileri uzun yillar sonrasinda da ortaya ¢ikabilir. Semptomlarin gelisim
hiz1 ve yogunlugu, etken madde miktarina, maruziyet bigimine ve ¢evresel kosullara
bagl olarak degisim gosterir. Biitiin bu kosullar géz oniline alindiginda hardal gaz
maruziyeti 6liimle sonuglanabilir ve hardal gazi toksisitesi i¢in dzel bir panzehir yoktur
[3,5]. Kiikiirt hardalinin yagda ¢6ziiniirliigii sudaki ¢oziiniirligiinden daha iyi oldugu
icin cilt ile maruziyetinde hizla emilir, ayrica hava kosullarina bagl olarak toprakta
birkag¢ hafta, yer altinda ise 10 yila kadar aktif kalicig1 vardir. Bu sebeple 6nemli
cevresel sonuglara yol agabilir [18]. Tarihte, ordular vezikantlari topraklari kirletmek
icin kullanmislardir. Bu ajanlar bitki Ortiisiine yapisarak, ¢evreye yayilmalarinin
lizerinden saatler gecse bile, askerlere yapraklardan, c¢imlerden veya c¢alilardan
bulasarak onlara zarar verebilirler. Kullanim kolaylig1 ve diisiik liretim maliyeti gibi
ozellikleri HD’yi diger pahali silah sistemlerine kiyasla daha ¢ekici bir hale getirir.
Ciinkii diger silah sistemleri iiretmek ve dagitmak icin gelismis teknik bilgileri
gerektirebilir [15,16]. Hardal gazi oldiriiciiliigli veya etkisizlestirici toksisitesi,
potansiyel kimyasal silah olmasi sebebi ile OPCW’nun smiflandirdigi Kimyasal

Cizelge I’e dahil edilmistir [7].

1.2.2.1 Hardal gazi bozunma iiriinleri

Giglii bir vezikant olan hardal gazi ¢esitli yollarla ¢cevrede varligin1 devam ettirebilir.
HD ajani bir¢ok savas sirasinda kullanilmistir. Hardal gazi mithimmatinin bertaraf
yontemlerinin kotii olmasi sebebiyle, ylizeyden ve ¢evreden tamamen yok olmaz.
Bunun haricinde, kimyasal savas ajanlari (CWA) sivillere zarar vermek amaciyla

tekrar tiretilebilir veya tedarik edilebilir. Ortamin hardal gaz ile kirletilmesi
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durumunda, bu ajanin bozulup bozulmayacagi, olusan iiriin kimliginin, toksisitesinin
ve miktarimin bilinmesi dekontaminasyonu i¢in olduk¢a onemlidir [19]. Kimyasal
Silahlar Sozlesmesi kapsamindaki yiikiimliilikler ve c¢evresel ortama yayilan
CWA’larin yarattigi tehditler dogrultusunda, hardal gazi (HD) ve ilgili bozunma
tiriinlerinin tespitine yonelik analitik yontemlere duyulan ihtiya¢ giderek artmistir
[20]. Kimyasal ajanlar ile kirletilmis oldugundan siiphelenilen alanlarda hardal gazi
varligin1 dogrulamak, hardal gazi ve bozunma iiriinlerinin tespiti i¢in hizli ve giivenilir
analitik yontemlere gereksinim vardir [21]. Ornegin, terdristler tarafindan sivil niifusa
yapilan kimyasal saldirida hardal gazi kullanildig: takdirde, acil doktorlart HD’nin
bozunma iiriinlerini tanimal, HD varligi tahmin edilmeli ve HD’ye maruz kalan
hastalarin nasil tedavi edilcekleri bilinmelidir. Hardal gazi ¢evresel orneklerde hem
hidroliz tirtinleri, hem oksidasyon iiriinleri, hem de HD'nin déngiisel bozunma tiriinleri
olarak bulunabilir [22]. Hardal gazi su varliginda ilk olarak hidrolize ugrayarak
bozunur ve tiyodiglikole (TDG) doniistir. Cevrede kaldigi siire igerisinde birden fazla
farkli bozunma {riinii ortaya cikabilir. Tiyodiglikol (TDG) yavas bir sekilde
oksitlenerek tiyodiglikol siilfoksiti (TDGO) ve tiyodiglikol siilfonu (TDGOO)
olusturabilir. Hardal gazinin bilinen birden fazla dongiisel bozunma {iriinii de
bulunmaktadir. Dongiisel kiikiirt bilesiklerinden bir ikisi 1,4-tioksan ve 1,4-ditiandir.
Kiikiirt hardali genellikle kendisinden daha uzun siire hayatta kalan safsizliklar igerir.
Hardal gazinin bozulmamis olarak ortamdan tespiti nadiren gergeklesirken, farkl
dongiisel bozunma friinleri (1,4-tioksan, 1,4-ditian) ile daha sik karsilasilmistir.
Ornegin; sudan ve ¢opliiklerden alinan tortu drneklerinde 1,4-tioksan ve 1,4-ditiana
hardal gazi ve TDG, TDGO, TDGOOQO’dan daha sik rastlanmistir. Analiz edilen bir
numunede birka¢ dongiisel bozunma iiriinii veya safsizlik tespit edildigi takdirde, bu
tespit ortamda HD’nin varliginin giivenilir bir kanit1 olarak gosterilebilir. Hardal gazi
bozunma iirlinlerinin analizi ve tanimlanmasi i¢in GC-MS ve LC-MS sikc¢a kullanilan
yontemlerdir. Bunlarin haricinde NMR, FPD gibi kullanilan farkli tekniklerde
mevcuttur [20,21].

1.2.2.21,4-Ditian

1,4-Ditian, (SC2Hs)2> formiiline sahip bir organosiilfiir bilesigidir. Siklohekzan
cekirdek yapisindan olusan, iki metilen koprisiiniin kikiirt ile degistirildigi
heterosiklik bilesiktir [23]. Yiiksek sicakliklarda kiikiirt hardalinin termal

bozunmasinin énemli bir tiriint 1,4-ditian’dir, ancak benzer bozunma davranigi ortam



sicakliklarinda da meydana gelir. 1927 yilinda birka¢ bilim adami tarafindan kiikiirt
hardali 6rneklerinin gogunda 1,4-ditian bulundugu ve 6rnegin yasina bagl olarak 1,4-
ditian konsantrasyonunun arttigi one striilmistiir. Kiikiirt hardalinin, 1,4-ditian1
olusturdugu termal bozunma reaksiyonu Sekil 1.1’de gosterilmektedir [24].  Saf
hardal gazinin (%98) yapilan analizinde, 1,4-ditian biiyiikk bir safsizlik olarak
bulunmustur [25]. Cevrede kararli olan bu kimyasal neredeyse her zaman eskiyip
degisime ugrayan veya bozulmus kiikiirt hardalinda bulunur. 1,4-ditian’in erime ve
kaynama sicakliklar1 sirasiyla 112,3 °C ve 199,5 °C’dir [26]. Kiikiirt hardalinin
hidroliz {irinii olarak da karsimiza ¢ikabilen 1,4 — ditian’in siganlar {izerindeki
ortalama 6ldiiriicii dozu (LD50), oral yol ile maruziyetinde 2768 mg/kg olup ames
testine gore ise insan lizerinde kanserojen olarak siiflandirilmadigi raporlanmistir
[27,28]. Sarimsak, sogan ve balik tadinda olan 1,4-dithiane hakkinda literatiirde az
denebilecek sayida makale yer almaktadir [29].

Cl +HD
Cl\/\s/\/O CI\/\SQ g

Cl/\/s\/\s/\/CI + Cl/\/Cl

1,4-Dithiane
/ \ Cl / \ cl
N A Cl \ /

Sekil 1.1 : Kiikiirt hardalinin termal bozunma reaksiyonu sonucu olusan 1,4-ditian
[24].



2. GENEL BIiLGI

2.1 Hardal Gazi Bozunma Uriinlerinin Tayini i¢in Analitik Teknikler

Hardal gazi ve bozunma iriinlerinin tayini i¢in en yaygin olarak kullanilan
kromatografik teknikler yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ve gaz
kromatografisidir (GC). Asagida bu tekniklerden HPLC kisaca tamitilmistir. Tez
caligmalar1 kapsaminda kullanilan gaz kromatografisi teknigi ise daha detayli olarak

anlatilmaktadir.

2.1.1 Yiiksek basin¢h sivi kromatografisi (HPLC)

Siv1 kromatografisi (LC), genellikle sivi numunenin kati pargaciklarla dolu bir
kolondan gecerek ¢ozeltinin bilesenlerinin ayrilmasina dayanir. Sivi kromatografisini
gaz kromatografisinden ayiran 6zelligi sistemin hareketli fazinin s1vi olmasidir. Klasik
LC yontemi gelistirilerek yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) iiretilmistir.
Yiiksek basingli sivi kromatografisine (HPLC) ait sematik gosterim Sekil 2.1°de
verilmektedir. HPLC'de kolon igerisinde bulunan kat1 adsorban sabit faz1 ¢ok kiigiik
parcaciklardir ve yeterince hizli bir akig saglamak ve yeterli basing olusturmak

amactyla bir pompa kullanilir [30].
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Sekil 2.1 : Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC) Sematik Gosterimi [32].



HPLC, organik bilesiklerin analizi i¢in mevcut olan en 6nemli tekniklerden biridir ve
bu yontem, GC’ye kiyasla daha az numune temizligi gerektirir. Bu yontemde bilesikler
asir1 1stya maruz kalmaz ve genellikle analiz i¢in tiirevlendirme islemine gerek
duyulmaz. Bunlar HPLC yonteminin avantajlar1 olarak sayilabilir. Ancak, HPLC’den
elde edilen kromatografik verimlilik, GC'den elde edilen kromatografik verimlilik
kadar yiiksek degildir. Bu sebeple HPLC’den elde edilen piklerde dedektoriin ayirt
edemedigi bilesenler bulunabilir. Bunun sonucunda daha hassas ve segici bir detektore
gereksinim duyulmus ve LC/MS’e karst 6nemli bir ilgi ortaya ¢ikmustir. Yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve kiitle spektrometresi (MS) nin
birlesimiyle ortaya en gii¢lii analitik tekniklerinden biri ¢ikmustir [31].

2.1.2 Gaz kromatografisi (GC)

Gaz kromatografisi (GC) ilk olarak James ve Martin (1952) tarafindan ortaya
stirilmiistir ve o zamandan beri hizla gelismeye devam etmektedir [33]. Gaz
kromatografisi, ucucu bilesiklerin miktarinin belirlenmesi ve tanimlanmasi i¢in
kullanilan bir yontemdir [34]. Gaz kromatografisi, tat-koku endiistrisi, tibbi-biyolojik
arastirmalarda, c¢evre bilimi, adli tip gibi daha bir¢cok alanda gidalarin, petrol
tirlinlerinin, pestisit ve pestisit kalintilarinin, farmasotik iirtinlerin 6rneklerinin analizi
gibi, karmagik matrikslerdeki organik maddelerin tespiti i¢in kullanilan en yaygin
analitik tekniklerden biridir [35].

2.1.2.1 Gaz kromatografisi ¢caliyma prensibi

Gaz kromatografisinde, matriks igerisindeki bilesenler buharlastirilir ve hareketli gaz
faz1 (tasiyic1 gaz) tarafindan kolon boyunca tasinir. Bu teknik, numunelerin analiz
sirasinda verilen sicaklikta sabit fazdaki ¢oziiniirliiklerine, molekiiler etkilesimlerine
ve bagil buhar basinglarina gore hareketli faz ve sabit faz arasinda ayrilmasina dayanir.
Kolona enjekte edilen bilesiklerin, kolon igerisindeki ilerleme hizlar1 bilesiklerin sabit
faz ile olan etkilesimine bagli olarak degisir. Bilesigin sabit faza ilgisi ne kadar
fazlaysa, bilesik o kadar kolonda tutulur ve kolondan ¢ikis1 o kadar uzun siirer. GC
ayrim prensibi agiklamali olarak Sekil 2.2°de gosterilmektedir. Bilesiklerin
enjeksiyonundan, kolondan ¢ikisina kadar gegen siireye alikonma siiresi (tr) olarak
bilinir ve her bir madenin kimyasal yapisina, kolonun sicaklik, uzunluk ve ¢ap1 gibi

ozelliklerine bagli olarak farklilik gésterir [36]. Ayrimi gerceklestirilecek bilesenler



kararli olmal1 ve belirli sicaklikta uguculuga sahip olmalidir. Nispeten ugucu olmadigi
diistiniilen bilesiklerin analizi, kisa kolonlarin tercih edilmesi ve yiiksek sicakliklarda
calisiimasiyla miimkiin kilinabilir. Ucucu olmayan bilesikler i¢in ise basit
tiirevlendirme islemiyle bilesikler ugucu hale getirilip analizleri gergeklestirilebilir

[33,37].

GC Kapiler Kolon

Numune b A Sabit Faz
jeksi <%= Mobil Faz inert Gaz
enjeksiyonu e

Bilesenlerin
ayrilmasi l 1 e

Kolondan ¢ikan
bilesenlerin
dedektorde tespiti

Peak

Sekil 2.2 : Gaz kromatografisi ayirma prensibi. Sabit faz ile en az etkilesimde
bulunan turuncu bilesik, diger bilesiklerden daha erken kolondan ¢ikar ve en kisa
alikonma siiresine sahiptir [38].

GC'nin yiiksek ¢oziiniirliik, hiz, kesinlik ve dogrulukta analiz gerce pijk nesi en
onemli avatajlarindan biridir. Bunun yani sira yalnizca termal olarak kararli ugucu
bilesiklerin analizine uygun olmasi ve pikleri tanimlamak adina ayr1 bir spektroskopik
sistem gerekmesi gibi bazi sinirlamalara da sahiptir [39]. Gaz kromatografisinin temel
bilesenleri olarak ornek enjeksiyon sistemi, kromatografik kolon ve dedektorler
sayilabilir [40]. Bunlarin haricinde tasiyici gaz sistemi de bu bilesenlere dahil edilebilir
[41]. Temel bilesenlerinin de gosterildigi GC cihazinin sematik gosterimi Sekil 2.3’te

yer almaktadir.

Kromatogram Dedektor Inlevt\ > Ornek
X
o
/ ﬂj‘\
; '
% Tasiyici gaz
4 4
Firin Kolon

Sekil 2.3 : Gaz Kromatografisi Sematik Gosterimi.
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2.1.2.2 Numune enjeksiyon sistemi

Numune enjeksiyonu, GC analizinde olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Enjeksiyon
teknigi iyi olmadig1 takdirde, kolonda gergeklesen ornek ayrimi ve Kkantitatif
sonuglarin verimi diigebilir. Bu sebeple iyi bir enjeksiyon tekniginde numune, kolonun
basina dar bir bant olarak enjekte edilmeli ve enjekte edilecek numune miktar1 kolon
kapasitesi ile uyumlu olmali, sabit faza asir1 yiiklenerek kolon performansi
diistiriilmemelidir. Numuneleri GC kolonuna enjekte etmek i¢in ¢esitli yontemler
gelistirilmistir. Bunlardan en yaygin olani, genellikle 200-300 °C gibi yiiksek sicakliga
1sitilmis enjeksiyon portuna bir septumdan sivi enjeksiyondur. Tipik bir enjeksiyon
portuna ait sematik gosterim Sekil 2.4 de verilmektedir. Burada sivi numune, flas
buharlagsma adi verilen islemden gecerek hizli bir sekilde buhar haline doniisiir ve
tagiyict gaz buharlasmis numuneyi kolon boyunca tasir. Kolon ve enjeksiyon portu
arasindaki conta numunenin tamaminin kolona ulagmasi i¢in sizdirmaz olmalidir. Bu

sekilde kolon verimliligi diismeden en iyi sonuglar elde edilebilir [42].

" Siringa ignesi
Septum .
L’ Septum purge hatti

=1 Split cikig

Tasyici
gaz girisi

Isitici blok

Liner

H Kapiler kolon

Sekil 2.4 : Numune enjeksiyon portu [43].

2.1.2.3 Tasiy1c1 gaz

Tastyic1 gaz, gaz kromatografisinde, analizi yapilacak numuneyi kolon boyunca tasir.
Cihazin verimliligi ve analizin dogrulugu i¢in tasiyici gaz se¢imi olduk¢a Gnem tagir

[44]. Tas1yic1 gazin tiirii ve gazin kolonda akis hizi, verimliligi ve tasiyici gazda
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¢ozlinen maddelerin tutulma stiresini etkiler. Tercih edilecek tastyic1 gaz, icerisinde
cozlinenlere ve sabit faza kars1 inert olmali, kirleticilerden arindirilmis olmali ve uygun
fiyata sahip olmalidir. Difiizivite ve viskozite, tasiyict gazin kromatografik islevini
etkileyen en 6nemli iki 6zelligidir. Ornegin daha diisiik difiiziviteye sahip bir gazin
daha yavag difilizyon, uzun ayrilma siiresi sonu¢ olarak analiz siiresinin daha uzun
olmasina yol agacaktir. Tastyic1 gazin viskozitesi ise inlet basincini belirleyecektir,
viskositesi diisiik olan gaz ile daha hizli analiz gerceklesir [45]. Tasiy1 gaz olarak
GC'de yaygin olarak azot (N), hidrojen (H) ve helyum (He) gazlar1 kullanilir. Azot ile
maksimum verimde gerceklestirilen analiz siiresi, hidrojen ile ger¢eklestirilen analiz
stiresinden yaklagik dort kat uzundur. Ciinkii hidrojenenin viskozitesi azot ve
helyumun viskozitesinin yaklasik yaris1 kadardir. Boylelikle hidrojen kullanimiyla,
kolon ig¢i akis daha diizgiin, difiizyonu daha hizli olur ve daha hizli bir analiz
gerceklesir. Tasiyict gaz olarak hidrojen kullanimi, yiliksek difiizyon katsayisi ve
diisiik viskozitesi sayesinde analiz siirelerini belirgin 6l¢iide kisaltmakta, bu esnada
kromatografik ¢oziiniirliikk veya verimlilikte herhangi bir azalmaya yol agmamaktadir.
Ayrica hidrojen, helyuma kiyasla ¢ok daha diisiik maliyetli olup, daha yiiksek optimal
lineer hizlara olanak tanimakta, ¢alisma siirelerini kisaltarak kolon {izerindeki uzun
stireli yiikii azaltmakta ve boylece kolon dmriinii uzatmaktadir. Tiim bu avantajlar,
operasyonel maliyetlerin anlamli 6lgiide diistiriilmesine olanak tanirken, GC
sisteminin analitik performansini potansiyel olarak artirmaktadir [46]. Helyum GC
icin oldukca 1yi bir secenek olmasina ragmen helyumun yenilenemeyen bir kaynak
olmast ve mevcut rezervlerinin hizla tiikenmesi sebebiyle kullaniminin

stirdiirtilebilirligi ciddi endise s6z konusu olmustur [47].

2.1.2.4 Kromatografik kolon

Kolon, kromatografinin merkezi olarak diistiniilebilir ve ayirma islemini saglar. GC
sisteminde, numune buharlastirildiktan sonra ayirma kolonunun basina enjekte edilir
ve numune, hareketli faz olarak segilen bir inert gaz akisiyla kolondan gegirilir.
Numune bilesenleri sabit faz ile etkilesimlerindeki farkliliklara gore ayrilarak farkl
zamanlarda kolondan c¢ikar ve detektdrden gecer. Burada ayrilmis bilesigin
konsantrasyonuna karsilik gelen bir sinyal iretilir [48]. GC kolonlarinin iki genel
siiflandirmasi vardir: dolgulu kolonlar ve kapiler kolonlar [39]. GC ile yapilan ilk
analizlerde dolgulu kolonlar kullanilmistir. Bu kolonlar, paslanmaz ¢elik veya camdan

tiretilen, uzunluklar1 0,5-5 m arasinda, i¢ ¢aplar1 ise 2-5 mm arasinda degisen
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kolonlardir. Dolgulu kolonlarda sabit faz dogrudan kolonun i¢ine doldurulur. Sabit faz
genellikle silika, grafitli karbon, diatome topraklar gibi kati adsorbanlardir. Bunun
yani sira kat1 ylizeyine emdirilmis bir sivi da sabit faz olarak kullanilabilir. Kilcal
kolonlar ise 10-60 m uzunlugunda ve 0,20-0,53 mm i¢ ¢apindadir. Hizli ve etkili ayrim
sagladigi icin giiniimiizde GC analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kapiler
olarak ta bilinen bu kolonlarda, kolonun i¢ duvari ince bir siv1 faz filmiyle kaplanir.
Kolon se¢imi yapilirken maliyetin yani1 sira, iyi kromatografik uygulama ilkeleri
dikkate alinmalidir. Kolonun boyutu (uzunluk, i¢ ¢ap) ve tipi (kapiler, doldurulmus
vb.), kullanilan enjeksiyon sistemi ile dedektoriin  Ozellikleri gbz Onilinde
bulundurularak belirlenmelidir [49]. Ayrica, uygun kolon se¢imi; analitin kimyasal
yapisi, numune matriksi ve analit ile sabit faz arasindaki molekiiler etkilesimler gibi
parametrelere dogrudan baglidir. Bu faktoérlerin dogru sekilde degerlendirilmesi,
analitik ayirmanin etkinligi agisindan kritik dnem tasimaktadir. Ornegin hidrojen bagi
yapabilen analitler, polietilen glikol gibi hidroksil gruplari i¢eren sabit fazda daha iyi
ayrilabilir [50].

2.1.2.5 GC dedektorleri

Gaz kromatografisinde kullanilan dedektorlerin ¢ogu GC'nin ilk gelistirildigi
zamanlarda tanitilmig ve bugiin hala teknolojiyle beraber gelistirilmis halleriyle
kullanilmaktadir. Bu hassas dedektorler, gaz fazi iyonizasyon islemine (alev
iyonizasyonu, termiyonik iyonizasyon, elektron yakalama), optik (alev fotometrik,
kemiliiminesans ve atomik emisyon), elektrokimyasal (elektrolitik iletkenlik) ve
gelismis spektroskopik (kiitle spektrometrisi, kizilotesi ve uzak-UV spektroskopisi)
gibi tespit prensiplerine gore siniflandirilabilirler [51]. Dedektor kolonun ¢ikisinda
bulunur ve numune bilesenlerinin tasiyici gazla birlikte eliie olan bilesikleri tespit
eder.Dedektor ¢ikis sinyalinin zamana karsi ¢izdirilen grafigine kromatogram denir.
Sekil 2.5°te, detektorden elde edilen sinyal ile olusan kromatogram Ornegi
gosterilmektedir. GC'de en yaygin kullanilan dedektorlere , kiitle spektrometresi (MS),
alev iyonizasyon dedektorii (FID), elektron yakalama dedektorii (ECD), alev
fotometrik dedektor (FPD), atomik emisyon dedektor (AED) ve kemiliiminesans
dedektorii 6rnek verilebilir [37,41]. Bu detektdrlerin bazilarinin ¢alisma prensibinden

asagida bahsedilmistir.
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Sekil 2.5 : Bir dedektorden elde edilen sinyal ile olusan kromatogram (tr=alikonma
zamani, Vr=alikonma hacmi, tm: kolonda alikonmayan gaz i¢in ¢ikis zamani) [37].

2.1.2.5.1 Alev iyonizasyon dedektorii (FID)

Alev iyonizasyon dedektort (FID), ilk olarak Yeni Zelanda’da tanitilmistir. 1960°h
yillardan beri organik maddeleri tespit etmek amaciyla yaygin olarak kullaniimaktadir.
Gaz kromatografisi’nde diger dedektorlerden daha sik tercih edilir [52,53]. Bunun yani
siraFID, diger GC tespit sistemleri arasinda en basitidir, gesitli bilesiklere kars1 yiiksek
hassasiyet ve giivenilir sonug saglar [54]. FID alevi genellikle hava/saf hidrojen ile
olusturulur [55]. Cogu karbon igeren bilesikler dahil olmak iizere hidrojen/hava
alevinde iyonize olan molekiillere duyarlidir [54]. FID, karbon bilesiklerinin alev ile
etkilesimi sonucu iyon tiretmesi prensibine bagli olarak ¢alisir [52]. GC kolonundan
eliie edilen bir karbon bilesigi alev iyonizasyon dedektoriiniin hidrojen alevi ile
etkilesime girer. Bu etkilesim sonucunda olusan iyon miktar: ile orantili olarak degisen
bir akim tretir [54]. Akim, aleve yakin yerlestirilen ve uygun bir potansiyelde tutulan
elektrotlar arasinda gecer. Bunun sonucunda, kaydedilebilir bir sinyal elde edilir [52].
Alevli iyonizasyon dedektoriiniin sematik olarak gosterimi Sekil 2.6’da verilmektedir.
FID’nin yiiksek hassasiyete sahip olmasi ve hassasiyetinin dedektor sicakligi, hidrojen
veya tasiyici gazin akis hizlari ve bunun gibi diger parametrelerden ¢ok fazla
etkilenmemesi, olduk¢a diisiik bir giiriiltii seviyesine sahip olmasi, genis aralikta
dogrusal bir yanita sahip olmas: gibi 6zellikler FID’nin baglica avantajlarindandir.
Detektoriin bir diger avantaji ise, yanmtin tahmin edilebilir olmasidir. FID sistemi,
tespit edilecek organik maddenin, karbon atomlarinin sayisina orantili yanitlar verir
[52,56].
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Sekil 2.6 : Alev Iyonizasyon Dedektorii (FID) [57].

2.1.25.2 Alev fotometrik dedektor (FPD)

Gaz kromatografisinde yaygin kullanilan bir diger dedektor ise alev fotometrik
dedektordiir (FPD). Bu dedektor fosfor ve kiikiirt bilesiklerinin analizi igin
gelistirilmis hassas ve segici detektordiir ve birgok alan igin kikiirt iceren organik
bilesiklerin analizi oldukg¢a 6nem tasimaktadir. Nispeten saglam, ucuz ve kullaniminin
kolay olmasi avantajlari arasindadir, farkli matrikslerde analiz igin gida, petrol, cevre
ve kimyasal savas gibi bircok farkli alan kullanilmaktadir [58,59]. FPD, fosfor
bilesiklerinin milyarda bir (ppb) seviyelerinin, kiikiirt bilesiklerinin ise milyonda bir
(ppm) seviyelerinin daha azina duyarlidir. Ayrica, dedektoriin c¢alisma prensibi
hidrojen/hava ile olusturulan alevdeki kiikiirt ve fosfor bilesiklerinin alev
emisyonunun fotometrik tespitine dayanmaktadir. Alev icerisinde ortaya ¢ikan fosfor
ve kiikiirt kemiluminesans reaksiyon verir ve uyarilmis radikaller olusturur, bu
radikaller daha diisiik enerji diizeylerine gecerken karakteristik foton emisyonu
gerceklestirir. Sonrasinda diiz bir cam 1s1 filtresinden ve optik filtresinden (fosfor igin
526 nm, silfiir i¢in 394 nm) gecen fotonlar bir fotomultiplier tarafindan algilanir.
Fotomultiplier tiip oniine yerlestirilen optik filtre sadece siilfiir veya fosforun
karakteristik dalga boyunu gegirir ve harici elementlerin olusturdugu alev
emisyonundan kaynaklanan girisimleri engeller. Fotomultiplier tiip, filtreden gecen
fotonlar1 analog sinyale dondstiiriir [57,60,61]. FPD’nin sematik goriinimii Sekil

2.7°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.7 : Alev Fotometrik Dedektor (FPD) [62].

2.1.25.3 Kiitle spektrometresi (MS)

Kromatografide karmagik matriks igerisindeki bilesenler birbirlerinden tamamen
ayrilamayabilir ve bu durum hedef analitin dogru ve giivenilir sekilde kantitatif olarak
tayin edilmesini zorlastirabilir [63]. Kiitle spektrometresi (MS) duyarlilig: ve segiciligi
gibi ¢oklu analitik 6zellikleri sebebiyle diger yontemlerden istiindiir. Ayrica MS nitel
kimyasal analiz igin onemli bir tekniktir, bilesikleri molekiiler kiitlelerine gore
tanimlayabilmeyi saglar [64]. Kiitle spektrometresi, bir numune giris modiili, iyon
kaynag, kiitle analizorii, dedektor ve veri sisteminden olusan bes ana bilesene sahiptir
[65]. Kiitle spektrometresinin, molekiillerin iyonizasyonu, bu molekiillerin kiitle/yiik
(m/z) oranina gore ayrilmasi ve olusan iyonun ¢oklugunun belirlenmesi gibi {i¢ ana
islevi bulunur. Kolondan ¢ikan bilesikler tasiyici gaz ile birlikte detektore gelir ve ilk
olarak, elektron darbesi (EI) yontemi ile molekiiller iyonize edilir, fragmentler
olusturulur. Bu siireg, iyon-molekiil ¢arpismalarinin sayisini minimize etmek igin,
yiiksek vakum kosullarinda gerceklesir. Iyonlastirilan bilesikler daha sonra kiitle
analizoriine gonderilir. Kiitle analizoriinde iyonlar, kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore
ayrilir ve bu ayrim, kullanilan analizor tipine (6rnegin kuadrupol, TOF, Orbitrap) bagh
olarak degiskenlik gosterir. Son olarak, ayrilmis iyonlar dedektore ulasir ve burada
yogunluklar1 6l¢iilerek bir kiitle spektrumu elde edilir. Bu spektrum, her bir iyonun
m/z degerine karsilik gelen sinyal yogunlugunu gdésterir ve hem molekiiler kiitle hem
de yapisal bilgi saglayarak bilesigin yiiksek giivenilirlikle tanimlanmasina olanak tanir
[66,67,68]. MS dedektoriiniin sematik gosterimi Sekil 2.8’de yer almaktadir. MS,
evrensel (toplam iyon modunda) ve segici dedektor (tek iyon modunda) olarak iki
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farkli modda kullanilabilir [69]. Kiitle spektrometresini, gaz kromatografisi (GC-MS),
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC-MS), Kapiler elektroforez (CE) ve
ince tabaka kromatografisi (TLC) gibi farkli kromatografik tekniklerle birlestirmek
mumkiindir. Bunlardan GC-MS en yaygin kullanilan yontemdir. CE ve TLC
tekniklerinin MS ile birlikte kullanimi ise daha az sikliktadir [66].

Miknatis
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Sekil 2.8 : Kiitle Spektrometresi (MS) [70].

2.2 Analitik Kimyada Ekstraksiyon Teknikleri

Birgok numune, matriks 6zellikleri veya fiziksel formu nedeniyle dogrudan cihaz ile
analize uygun degildir. Bu nedenle bir numune hazirlama prosediiriine bagvurulur
[71]. Analitik kimya alaninda analizi yapilan numuneler, ¢ok farkli gesitlilikte ve
karmagsiklikta matrikslere sahip olabilir. Ayrica, karmasik matrikse sahip bu
numuneler, ¢ok sayida ve eser miktarlarda analit igerebilir. Bu nedenle, numunelerin
cthazda analizi yapilmadan 6nce numune hazirlama yontemlerine bagvurulur. Numune
hazirlama yontemleri, hedef analitlerin matrikten ayrilmasini ve eser seviyelerde
bulunan analitlerin de 6n konsantrasyonunu saglar. Boylelikle matriks girigimi ortadan
kaldirilir [72]. Numune hazirlama islemleri, analizin yapilacagi numuneye, matrikse
ve analit seviyesine bagli olarak degisir. Numune hazirlama yontemlerinden biri olan
ekstraksiyon, analitik kimyada olduk¢a Onemli bir yere sahiptir. Ekstraksiyon
prosediiriiniin verimli olmasi i¢in analitin kimyasal 6zellikleri, ¢6zlindiigii s1v1 ortamin
ve ayirmay1 ger¢eklestirmek i¢in kullanilan gaz, sivi veya katinin 6zellikleri 6nemlidir
[71,73]. Stvi-siv1 ekstraksiyonu, soxhlet ekstraksiyonu ve kati1 faz ekstraksiyonu bazi
geleneksel ekstraksiyon yontemlerine Ornek olarak verilebilir. Bu ekstraksiyon

yontemleri, zaman alici, pahali, insan saglig1 ve ¢evre i¢in zararl biiyiik hacimli
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organik ¢oziiciilerin kullanimini igerir. Bu dezavantajlari ortadan kaldirmak amaciyla,
son zamanlarda ekstraksiyon prosediirlerini kolaylastirmaya ve ayrica yesil kimyanin
ilkelerine uygun olarak tehlikeli maddelerin kullanimini azaltmak veya ortadan

kaldirmak i¢in ¢alismalar yapilmistir [74].

2.2.1 Kati faz ekstraksiyonu (SPE)

Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE), genellikle siv1 fazda ¢6zlinen analitlerin ¢ozeltiden
ayrilmasina dayanan yaygin bir ekstraksiyon yontemidir [75]. SPE, bu a¢idan s1vi-sivi
ekstraksiyonu (LLE) ile benzerlik gosterir. Ancak, LLE'de karigsmayan iki siv1 faz ile
ekstraksiyon gerceklestirilirken, SPE’de siv1 faz yerine kati1 faz bulunur. Burada sivi
faz numune matriksi, kat1 ise bir sorbenttir. Cozeltideki analitler sorbent tarafindan
adsorplanir, sonrasinda eliisyon yoluyla uygun bir ¢oziicii kullanilarak geri kazanilir.
Kati faz ekstraksiyonu ile hedef analitlerin, matriks bilesenlerinden uzaklastiriimasina
ait islem basamaklari Sekil 2.9 de gorsel olarak verilmektedir. [76]. Kati faz
ekstraksiyonunda, eser miktarda analit miktarin1 zenginlestirme ve numuneyi
matriksinden farkli bir ¢oziiciiye veya faza aktarma amaglanir. SPE ¢evre, ilag, gida

ve endiistriyel kimya ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilir [75].

Sekil 2.9 : Kat1 Faz Ekstraksiyon Tekniginin Sematik Gosterimi [77].

2.2.2 Swvi-sivi ekstraksiyonu (LLE)
Sivi s1vi ektstraksiyon (LLE) analitin sulu matriksten, su ile karismayan organik bir
¢Oziicli faza alinmas1 prensibine dayanir. Sekil 2.10°da analitlerin matriksten ayrilip

organik ¢oziicii fazina gegis adimlari yer almaktadir [78]. Burada analitler
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ekstraksiyon ¢oziiclisiinde ¢oziiniir olmali ve iki sivinin birbirinden ayrilip faz
olusturmasi agisindan ekstraksiyon ¢oziiclislinlin matriksle karigmiyor olmasi gerekir.
Yaygin olarak kloroform, diklorometan ve hekzan gibi organik ¢oziiciiler ekstraksiyon
¢oziiciisti olarak kullanilir [79]. LLE, aywrma hunisi, siseler, vialler gibi basit
ekipmanlarla gergeklestirilir, mikrolitreden litre hacimli 6rneklere kadar kolayca
uygulanir. Karigtiricilar, galkalayicilar ve santrifiij gibi mekanik destekli uygulamalar
ile kullanilarak faz ayrimi kolaylastirilir [80]. LLE teknigi gidadan, ilaca, metalurji
endistrilerinde, biyoloji ve ekoloji gibi birgok alanda siklikla kullanilir [81]. LLE
stireCi zaman alicidir, yontemin otomatiklestirilmesi zordur ve ¢ok fazla miktarda
yiiksek saflikta ¢oziicii kullanimi gerekir. Bu sebeplerden dolay1r LLE yesil kimyaya
uygun bir segenek degildir ama yine de yaygin olarak kullanilan bir numune hazirlama

teknigidir [82].
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Sekil 2.10 : Sivi-Siv1 Ekstraksiyon Sematik Gosterimi [83].

2.3 Derin Otektik Coziiciiler (DES)

Kimyasal reaksiyonlarda ¢ok fazla miktarda organik c¢oziiciiler kullanilir ve bu
dogrultuda organik ¢oziiciilerin olusturdugu ¢evre kirliligi ve toksisiteleri nedeni ile
insanlara zarari oldukg¢a fazladir. Bu sebeple yesil kimya i¢in geri doniistiiriilebilir,
toksisitesi az veya olmayan, kirlilik olusturma potansiyeli az yesil solventler
gereklidir. Derin Otektik ¢oziiciiler (DES'ler) ilk olarak 2003 yilinda ortaya ¢ikmustir.
Derin otektik ¢oziiciiler, iyonik sivilarlar (IL) benzer fiziksel oOzelliklere sahip
olduklar i¢in yeni iyonik sivilar olarak kabul edilmektedir ama aslinda her iki solvent
tirii de farkhidir. DES'lerde iyonik sivilar (IL) gibi oda sicakliginda sivi haldedir,
yanmaz ve iyi ¢oziiniirliik 6zelliklerine sahiplerdir. Ancak DES’ler IL’lere kiyasla
maliyetleri diisiik, cok daha az toksik, ucuz ve hazirlanmasi kolay ¢oziiciilerdir. Bu

ozelliklerinin yaninda DES’lerin biyoparcalanabilirligi, biyobozunurlugu,
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biyouyumlulugu ve siirdiiriilebilirligi bulunur. DES'in ¢evre dostu 6zelliklerinden
dolay1, yeni yesil solventler olarak gelistirilmis ve kabul edilmistir [84,85]. DES’ler
cogunlukla ikili veya t¢lii karisimlar olarak tanimlanir. Bu karigimlari olusturan
bilesenler, belirli molar oranda hidrojen bagi yoluyla birlesebilen bilesiklerdir [86].
Olusan ¢ozelti otektir bir karisimdir ve karigimi olusturan her bir bilesenin erime
noktasindan daha diisiik bir erime noktasina sahiptir. Birgogu 100 °C’nin altindaki
sicakliklarda sivi halde bulunur [87]. DES'ler genellikle bir kuaterner amonyum
tuzunun bir metal tuzu veya hidrojen bagi donérii (HBD) ile kompleks olusturmasi ile
elde edilirler. Ornegin bir halojeniir iyonu ile hidrojen dondr kismi arasindaki hidrojen
bagi yoluyla meydana gelen yiik delokalizasyonu, bilesenlerin tek basina sahip
olduklar1 erime noktalarina gore olusturduklart karigimin erime noktasindaki
azalmadan sorumludur [85]. DES'ler Cizelge 2.1°de 6zetlendigi lizere hazirlaniglarina
gore siniflandirilabilirler. Cizelge 2.1°de de gosterildigi gibi, Tip | olarak
siiflandirilandirilan DES’ler bir kuaterner amonyum tuzu ve bir metal kloriirden
olusurken, Tip II DES bir kuaterner amonyum tuzu ve bir metal kloriir hidrattan olusur.
Tip Il DES; bir kuaterner amonyum tuzu ve bir hidrojen bag verici (HBD) (amid,
karboksilik asit veya poliol gibi), Tip IV DES, bir metal kloriir hidrat ve hidrojen bag
vericiden olusur [88]. Tip V DES ise nispeten yeni bir siniftir yalnizca iyonik olmayan
molekiiler hidrojen bag alicilar (HBA) ve HBD'lerden olusur. DES’leri hazirlama
asamasinda, vakumlu buharlastirma, 6giitme ve dondurarak kurutma gibi yontemler
yer alsa da, DES bilesenlerinin homojen bir s1vi olusana kadar karistirilarak 1sitilmasi
en yaygin kullanilan hazirlama yontemidir. DES’lerin hazirlanmasinda ayrica bir
solvente ihtiya¢ duyulmaz herhangi bir reaksiyon meydana gelmez, hazirlik
asamasinda herhangi bir saflastirma asamasi gerekmez. Ozetle, DES’ler hazirlama
kolaylig1 agisindan ve avantajli 6zelliklerinden dolay1 geleneksel organik ¢oziiciilere

ve IL'lere kiyasla ekonomik agidan uygun bir alternatif olarak tercih edilirler [89].

Cizelge 2.1 : Derin Otektik Coziiciilerin Tiirii [88,89].

DES Tiirii Bilesenler
Tip | kuaterner amonyum tuzu + metal kloriir
Tip Il kuaterner amonyum tuzu + metal kloriir hidrat
Tip I kuaterner amonyum tuzu + hidrojen bag verici
Tip IV metal klortir hidrat + hidrojen bag verici
TipV hidrojen bag alic1 + hidrojen bag verici
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Derin otektik ¢oziiciilerin ¢ok genis uygulama alanlilar1 bulunmaktadir. Bunlardan
bazilari; ekstraksiyon ve ayirma islemleri [90,91], sentez [92], biyoteknoloji,
biyokataliz [93], elektrokimya, gida [94], kozmetik, biyoyakit [95] ve ilag sektorii
[96,97] olarak siralanabilir [98]. DES’ler c¢esitli kati faz ekstraksiyon (SPE)
yonteminde sorbent olarak, bir¢ok sivi-sivi mikroekstraksiyon yonteminde ise dagitici
ve ekstraksiyon ¢oziiciileri olarak kullanilirlar. Bu yontemlerden bazilari; tek damla
mikroekstraksiyonu (SDME), igi bos elyaf sivi faz mikroekstraksiyonu (HF-LPME),
dagitici  sivi-sivi mikroekstraksiyonu (DLLME) karistirma gubugu  sorptif
ekstraksiyon (SBSE) ve kati faz mikroekstraksiyonudur (SPME) [99].
N.R. Mustafa ve arkadaslari tarafindan, iyi bilinen, az ¢dziinen bir dizi ilaci ¢oziiniir
hale getirmek amaciyla bir dizi iki veya daha fazla basit dogal bilesenin belirli molar
karisimiyla olusturulan NADES’ler arastirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda test edilen
ilaglarin en yiiksek miktarda kolaylikla NADES igerisinde ¢6ziindiigli goriilmiistiir ve
farmasotiklerin sivi formiilasyonlari igin gelecek vaat eden, toksik olmayan dogal
bilesenlerle elde edilen ¢oziiciiler oldugu kanisina varilmistir [100]. N. Khan ise
yaptig1 ¢alismada DES’leri kullanarak bir ¢alismada ise DES’ler kullanilarak, kiikiirt
bazli bir model yagdan maksimum verimle kiikiirt icerigini uzaklastirmak icin
ekstraktif desiilflirizasyon yontemi gelistirmistir. Yakitlardan kiikiirdii uzaklastirmak
icin kullanilan en yaygin yontem hidrodesiilfiirizasyondur ve aromatik kiikiirt
bilesikleri oldukg¢a kararli bilesikler oldugundan uzaklastirma islemleri i¢in yiiksek
miktarda hidrojen, sicaklik ve basing gibi zorlu kosullar gerekir. Gelistirilen yontem
ile bu zorlu kosullarin ontine gecilmis ve diisiik maliyetli, kolay uygulanabilir bir

yontem gelistirilmistir [101].

2.4 Vorteks Destekli- Derin Otektik Céziicii- Emiilsifikasyon- Sivi Sivi
Ekstraksiyon (VA-DES-ELLE)

Derin 6tektik ¢oziiciiler (DES) bir¢ok analitik yontemle birlikte, farkli ekstraksiyon
teknikleriyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlardan bazilara sunlardir; Y. Huang
ve arkadaslar1 tarafindan Onemli bir flavanoid olan rutinin HPLC-UV analizi
oncesinde tartar karabugday 6rneklerinden ekstraksiyonu icin DES’ler kullanilarak bir
metot gelistirilmistir [102]. Bir diger ¢alismada F. Aydin ve arkadaslari, ¢iftlik ve siis
akvaryumu balik su 6rneklerinden malasit yesilinin mikroekstraksiyonu i¢in DES’ler
kullanmistir. Yontem UV-VIS spektrometrisi ile birlestirilmistir [103]. Yakitlardan
kiikiirtli bilesiklerin ayrilmasindaki zorluklardan yola ¢ikarak, T. Khezeli ve
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arkadaglar1  tarafindan =~ GC-FID analizi  Oncesi  tiyofenin  n-heptandan
mikroekstraksiyonu i¢in manyetik derin 6tektik ¢oziiciiler (MDES) sentezlenmistir
[104]. Farkli bir analitik uygulamada, M. B. Arain ve arkadaslari, kobaltin alevli
atomik absorpsiyon spektroskopisi (FAAS) oncesi bir ilag takviyesi ve c¢ay
orneklerinden analizi i¢in ¢evre dostu DES bazli bir sivi faz mikroekstraksiyon
yontemi gelistirmistir [105]. Bu ¢alismada, siilfiir hardalinin (HD) déngiisel bozunma
tirtinlerinden biri olan 1,4-ditianin toprak ve musluk suyu Orneklerinden diisiik
konsantrasyonlarda ayrilmasi ve 6n deristirme islemi i¢in derin otektik ¢oziiciiye
dayali vorteks destekli emiilsifikasyon ekstraksiyon (VA-DES-ELLE) prosediirii
gelistirilmistir. Gelistirilen ekstraksiyon prosediiriiniin sematik anlatimi Sekil 2.11°da
verilmistir. Ekstraksiyon sonucu elde edilen nihai ¢ozeltilerin analizi GC-FID sistemi
ile gercgeklestirilmistir. Literatiirde 1,4-ditianin tespit edilmesiyle ilgili sinirhi
calismalar bulunmakta fakat bu ¢alismalarin higbirinde DES’ler kullanilarak yapilan

ekstraksiyon ve analize rastlanmamustir.
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Sekil 2.11 : Gelistirilen analitik yontemine ait islem basamaklari.

2.5 Metot Validasyonu

Metot dogrulama, bir amag i¢in gelistirilen analitik yontemin kabul edilebilir ve
giivenilir sonuglar elde edilebilir oldugunu kanitlamak tizere gerceklestirilir. Analitik
metot validasyonu, bilinmeyen bir numunedeki analit miktarinin belirlenmesine
yonelik olarak yiiriitiilecek her analizde elde edilecek sonuglarin, gercek veya referans
degere yeterli diizeyde yakinlikta ve giivenirlikte olmasini saglamak amaciyla
gerceklestirilir.  Validasyon parametreleri su sekildedir; dogruluk, kesinlik,
gozlenebilme limiti (LOD), tayin limiti (LOQ), saglamlik, segicilik ve 6zgiilliik
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[106,107]. Bir yontemin matriks igerisinde bulunan hedef analiti benzer davranisa
sahip diger bilesenlerin miidahalesi olmadan belirleyebilmesi segicilik olarak ifade
edilir [108]. Yontemin dogrulugu ise tekrarli 6lgiimlerle elde edilen deneysel deger ile
referans degeri olarak kabul edilen degerin birbirlerine yakinlhigidir. Dogrulugu
degerlendirmek amaciyla gergeklestirilen bazi yontemler sunlardir; bos numunelere
bilinen analit konsantrasyonlar1 eklenerek analit miktarin1 6lgme ve geri kazanim
ylizdesini belirleme, numunedeki analit konsantrasyonunu standart ekleme yontemiyle
belirleme. Bu yontemlerin gergeklestirilmesinde en az {i¢ konsantrasyon noktasi ve her

nokta i¢in en az ti¢ tekrarli 61¢iim 6nerilmektedir [109].

Kesinlik/hassasiyet parametresi, bir degerin tekrarli 6lgtimleriyle elde edilen sonuglar
arasindaki yakinligi olarak tanimlanir. Ayrica kesinlik terimi, verilerin ortalama
degere yakinligi olarak da ifade edilmektedir. Kesinligin degerlendirilmesinde,
verilerin yakinligini belirlemek i¢in her veri noktasinin ortalamayla farki yani standart
sapmasi ve varyasyon katsayisi gibi bir dizi 6l¢iim sayisal olarak belirlenir. Bu
parametrenin belirlenmesinde tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik de temel
adimlardan sayilabilir. Tekrarlanabilirlik, tiim deneysel kosullarin ayni oldugu kisa bir
zaman diliminde (6rn. ayn1 giin i¢cinde) yapilan analizlerin tutarligini1 ifade ederken,
tekrartiretilebilirlik, zaman (farkli giinlerde) veya deneyi gergeklestiren kisi vb.
kosullarin farkli oldugunda gergeklestirilen tekrarli analizlerin 6l¢iim tutarlihigini ifade
eder [109,110]. Bir yontemin kesinligi belirsizlik olarak ifade edilir ve analit
konsantrasyonu azaldikg¢a belirsizlik artar. Cizelge 2.2’de 0,001-100 mg/kg

araligindaki analit konsantrasyonlari i¢in hedef RSD’ler verilmistir [111].

Cizelge 2.2 : Analit konsantrasyonuna bagl olarak beklenen tekrarlanabilirlik
(RSDy) ve tekrariiretilebilirlik (RSDR) ¢izelgesi [111].

Konsantrasyon % RSDr % RSDr
100 ppm (mg/kg) 53 8
10 ppm (mg/kg) 7.3 11

1 ppm (mg/kg) 11 16
100 ppb (ng/kg) 15 22

10 ppb (ng/kg) 21 32

1 ppb (ng/kg) 30 45
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Geri kazanim, analitik kimyada numuneden ekstrakte edilip olgiilen degerin,
numunede bulunan veya eklenen gergek analit miktarina orani olarak tanimlanir [112].
Bir dizi konsantrasyon noktalar1 i¢in hedef geri kazanim yiizdeleri Cizelge 2.3°te

gosterilmistir [111].

Cizelge 2.3 : Analit konsantrasyonuna bagli olarak beklenen/kabul edilebilir
ortalama geri kazanim degerleri [111].

Konsantrasyon Geri Kazanim, %
100 ppm (mg/kg) 90-107
10 ppm (mg/kg) 80-110
1 ppm (mg/kg) 80-110
100 ppb (pg/kg) 80-110
10 ppb (ng/kg) 60-115
1 ppb (pg/kg) 40-120

Tayin limiti, gelistirilen yontem kosullar1 altinda kabul edilebilir dogrulukta ve
hassasiyette numunede belirlenebilen en diisiik analit konsantrasyonudur. Gézlem
limiti, belirlenen deneysel kosullar altinda numunedeki tespit edilebilen ancak
Olclilemeyen en diisiik analit konsantrasyonudur. TL ve GL’nin belirlenmesinde
sinyal/gliriilti oran1 (S/N), bos numunenin standart sapmasi veya kalibrasyon
grafiginin en diisiik konsantrasyonda analit iceren numunenin tekrarli 6l¢iimleri
kullanilabilir. Sinyal-giiriiltii oranindan hesaplandig: takdirde; GL i¢in sinyal giiriiltii

seviyesinin 3 kati, TL i¢in ise 10 katina karsilik gelir [107,113].

2.6 1,4-Ditiamin Tespitine Yonelik Calismalar

1,4-ditian bilesiginin farkli numune matrikslerinde tespit ve tayinine yodnelik

literatiirde yer alan ¢alismalardan bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

B. T. Reen ve arkadaglar1 tarafindan yayinlanan bir calismada, kiikiirt hardali (HD) ve
bazi dongiisel ayrisma bilesiklerinin ¢amurlu nehir suyu ve deniz suyu
numunelerinden eser miktarlarinin tayini i¢in bir yontem gelistirilmistir. Bu yontemde
hassas ve dogru bir analiz i¢in headspace-trap ile gaz kromatografisi-kiitle

spektrometrisi (GC-MS) birlestirilerek bir HS-trap-GC-MS yo6ntemi olusturulmustur.
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Gelistirilen yontemle, HD 1,0 ng/ml kadar disiikk bir konsantrasyonda tespit
edilebilirken, 1,4-ditianin da bulundugu HD’nin dongiisel bozunma iiriinlerinin
analizinde gozlem limitinin yaklasik 0,1 ng/ml olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore
gelistirilen yontemin dongilisel bozunma irlinlerine karst daha hassas oldugu
gosterilmistir. Dongiisel bilesikler i¢in tespit limitinin 0,2-0,4 ng/ml konsantrasyon
araliginda oldugu ve gelistirilen yontemin iyi bir dogrusallik ve tekrarlanabilirlik

gosterdigi (bagil standart sapma %7-8) rapor edilmistir [114].

H. Lees ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen yontemde, HD'nin dongiisel bozunma
tirlinlerinin su orneklerinden tespiti i¢in hizli ve basit yontem olan HPLC-DAD ve
Agilent 3D cihaz1 (kapiler elektroforetik ayrim i¢in DAD ile birlestirilmistir)
kullanilmistir. HPLC ile bes bilesigin tamaminin 8 dakika i¢inde, CE yontemiyle 11
dakikadan az bir siire icerisinde ayrim saglanmistir. Her iki yontem de iyi dogrusal
korelasyon gdstermis (R>>0,9904) ve HPLC y&ntemi icin tespit simirlart 0,08-0,1 pM
ve CE i¢in 10-20 uM araliginda elde edilmistir. %RSD' ler HPLC ve CE metodu igin
sirastyla 5.5%'ten ve %7,7'den az bulunmustur. Gelistirilen analitik yontemler, deniz
suyu orneklerinde bulunan bes farkli dongiisel HD (hardal gazi) bozunma iirliniiniin

tayininde basartyla uygulanmistir [20].

R. Magnusson ve arkadaglari tarafindan yapilan calismada, dnceden kimyasal silah
dokiim alanlarindan alinan tortu 6rneklerinde 1,4-ditian1 da iceren bes dongiisel kiikiirt
hardal bozunma iirliniiniin analizi ger¢eklestirilmistir. Bu c¢alisma kapsaminda tortu
orneklerindeki HD’nin déngiisel bozunma tiriinlerinin yerinde analizi igin dinamik
HS-GC-MS’e dayanan, HAPSITE® tasinabilir saha GC-MS cihaz1 kullanilarak bir
analitik yontem gelistirilmistir. Yontem ile 5-200 ng/g araliginda iyi dogrusallik ve
tekrarlanabilirlik elde edilmistir. Tortu orneklerine spike edilen analitler diisiik
konsantrasyonlarda (13-65 pg/kg) tanimlanabilmistir. Segilen bes analit igin spike
edilmis tortu Orneklerinden %60-90'a kadar analit geri kazanimi saglanmstir.
Gelistirilen yontem, organik ¢oziicii gerektirmedigi ve numune hazirlama islemi 10

dakikadan fazla stirmedigi i¢in kullaniminin oldukga basit oldugu gosterilmistir [21].

Cevresel su orneklerinden aralarinda 1,4-ditianin da bulundugu kiikiirt hardali (HD)
bozunma tiriinlerinin 6n islemi, zenginlestirilmesi ve es zamanl tespiti igin P. Joul ve
arkadaslar1 tarafindan karbon aerojel (CA) bazli bir sorbent kullanilarak SPE yontemi
gelistirilmistir ve hedef analitlerin konsantrasyonlart HPLC-DAD ve CE-DAD ile
belirlenmistir. Dogrusal aralik, belirleme katsayisi, LOD, LOQ ve hassasiyet gibi bir
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dizi kantitatif parametre optimize edilmis kosullar altinda incelenmistir. Tiim analitler
icin LOD 0,17-0,50 uM ve giin i¢i %RSD 2,0-7,7 olarak elde edilmistir. Baltik
Denizi'ndeki su orneklerine uygulan bu yontem ile tiim analitlerin igin %83,5 ila

%99,7 arasinda degisen yiiksek geri kazanimlar saglanmistir [22].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Enstriimental

Tez calismalar1 kapsaminda yapilan analizler Agilent 6890N model gaz kromatografisi
ve alevli iyonizasyon detektorii (FID) kullanilarak gerceklestirildi. Bilesiklerin
kromatografik ayrimi igcin MEGA-WAX MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) kapiler
kolon kullanildi. Kullanilan sicaklik programinda, baslangi¢ sicakligi 120 °C’den
15°C/dkK ile son sicaklik 240 °C'ye ayarlandi ve toplam analiz siiresi 8 dakika olarak
belirlendi. Tasiyic1 gaz olarak hidrojen gazi kullanildi ve akis hiz1 1,5 ml/dk olarak
ayarland1. Inlet sicaklig1 245 °C olarak ayarland: ve tiim standart/numune ¢ozeltileri
(1,0 uL) 30:1 split modda cihaza enjekte edildi. Detektor sicakligr 245 °C olarak
belirlendi. Ultra saf su eldesi i¢in Arioso Power +70 DIP (Human Corporation) model
bir saf su cihazi1 kullanildi. Ekstraksiyon c¢aligmalarii ve DES sentezini
gergeklestirmek tizere Scilogex (MS-X) vorteks, Hermle-Z326K santrifiij, Heidolph
(MR Hei-Standard) manyetik karistirict ve Mettler Toledo (XPR225DR) hassas terazi
kullanildi. ChCI-Ph ile hazirlanan DES’in karakterizasyon ¢alismasi i¢in Shimadzu IR
Spirit-T model FT-IR kullanild:.

3.2 Kimyasallar

Tez c¢alismalar1 kapsaminda yapilan tiim deneylerde yiiksek saflik derecesine
(analytical grade) sahip kimyasallar kullanildi. 1,4-ditianin (%97, Sigma-Aldrich,
USA) uygun miktarda asetonitril (Supelco®) ile seyreltilmesiyle 1000 mg/L stok
cozeltisi hazirlandi. Stok ¢ozelti, deiyonize su ile seyreltilerek caligma standardi
cozeltileri, kalibrasyon standart ¢ozeltileri ve ger¢cek numunelere eklenen c¢ozeltiler
hazirlandi. Tim seyreltmelerde kullanilan ultra saf su Arioso Power +70 DIP
sisteminden elde edildi. Derin 6tektik ¢6ziicli sentezi i¢in kolin kloriir (Glentham Life
Science, U.K.), fenol (SRL, India), propiyonik asit, gliserol ve etilen glikol (Sigma
Aldrich, USA) kullanildi. Tetrahidrofuran (THF) ve gercek o6rnek hazirlanmasinda
kullanilan dikloro metan (DCM), PEG4000 Sigma-Aldrich’ten temin edildi.
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3.3 Derin Otektik Coziicii Sentezi

Bu ¢alismada kullanilacak derin 6tektik ¢6ziicli i¢in bir kuarter amonyum tuzu olarak
kolin kloriir (ChCl), hidrojen dondr (HBD) olarak ise fenol (Ph) birlesimi kullanildi
ChCI-Ph ile hazirlanan DES karisimi ve ¢oziicii mekanizmasi Sekil 3.1, Sekil 3.2°de
gosterilmektedir. Bunun yani sira optimizasyon ¢aligsmalari kapsaminda, hidrojen bagi
olusturma kapasitesine sahip etilen glikol, iire ve propiyonik asit gibi bilesikler, derin
otektik ¢oziicii (DES) olusturmak amaciyla hidrojen bag dondrii olarak kolin kloriir ile
kombine edilmistir. Kombine edilen edilen tiim bu DES Karisimlari ayni yontem ile
hazirlandi. Belirli mol oranlarina karsilik gelen miktarlar (g) hesaplandi ve 20 mL’lik
cam sise igerisinde tartildi. Cozelti 25-30 °C’ de 500 rpmde berrak goriintii elde edilene
kadar karistirildi.
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Sekil 3.1 : Kolin kloriir ve fenol ile hazirlanan derin 6tektik ¢ozelti.
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CH; ) Lt
2 + HO_~—N-CH; Cl HO\/—E;CHS‘ T
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Fenol Kolin Kloriir Kolin Kloriir : Fenol \©

Sekil 3.2 : Ch-Ph derin 6tektik ¢oziicii mekanizmasi [115].
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3.4 DES Karakterizasyonu

DES karakterizasyonu i¢in saf kolin kloriir, fenol ve DES’in FT-IR spektrumlari, ATR
aksesuar1 ve Shimadzu IR Spirit-T spektrometresi kullanilarak kaydedildi. Calisma
parametreleri su sekilde ayarlands; spektral aralik 4000-600 cm™, ¢oziiniirliik: 4 cm™,
ornek tarama sayisi: 16, arka plan tarama sayisi: 16. DES olusumu i¢in kolin kloriir ve
fenol arasinda bir hidrojen bag olusmasi gerekmektedir. Bu bagin olusumunu
incelemek i¢in de saf kolin klortir, saf fenol ve olusturduklar1t DES’in IR spektrumlari
karsilastirilmistir. Sekil 3.3’te de goriildiigii tizere DES’in spektrumlari ChCl ve Ph’iin
spektrumlariyla ortlismektedir, bu da iki bilesiginde yapilarinin DES olusumunda
bozulmadigini gosterir. Bir diger 6nemli noktaysa, ChCl ve Ph’lin spektrumlarinda
sirastyla 3327 ve 3209 cm™’deki bantlar, -OH bagmin gerilme titresimine aittir. DES
spektrumunda ise —OH gerilme titresim bandinin daha diisiik dalga sayisina kaydigini
goriilmektedir. Bu durum, fenoldeki —OH bagunin ChCl’iin anyonuyla H bagi
olusturdugunun bir gostergesidir. Bunun yani sira diger fonksiyonel gruplarinda dalga
sayilar1 beklendigi aralikta izlenmistir (Cizelge 3.1). Fenolik C-O gerilmesi fenolde
1230 ve 1070 cm™ olarak izlenirken, DES’te 1224 c¢cm™ izlenmistir. Aromatik C-H
diizlem dis1 biikiilmesi fenol ve DES igin beklenen aralikta 900-650 cm™ araliginda
gozlemlenmistir. Kolin kloriirde var olan N*(CHs)® metil gruplarmin biikiilmesinden
kaynaklanan alifatik C-H gerilmesini temsil eder ve 1475 cm™ de izlenmistir. C-C
gerilmeleri zay1f/Gtiisen bantlardir, spesifik isaretleyici degildir ve ¢ogu zaman C-O
bantlariyla karigir. C-Cl gerilmesine iligkin ise kolin kloriirde kovalent bir C-Cl bagi
bulunmaz; kloriir, Cl" kuarterner amonyuma kars1 iyonik tiirdiir. Bu yiizden C-ClI

gerilmesine ait bir bant beklenmemistir.

Cizelge 3.1 : Fonksiyonel baglarin spektrumda karsilik gelen dalga sayis1 (cm™).

Baglar Kolin Kloriir Fenol DES
O—H 3327 3209 3189
C—H 3007 2948 2934
C=C - 1597/1498 1591/1472
C—-0O 1080 1070 1078
C—N 956 - 951
C—H 1474 886/809/750/685 814/755/693
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Sekil 3.3 : ChCl, Ph ve ChCI:Ph (1:2 M) FT-IR spektrumlari.

DES fazi igerisinde 1,4-ditianin varligin1 géstermek amaciyla ekstraksiyon sirasinda
matriksten ayrilan DES fazinin, saf 1,4-ditian’mm ve DES’in FTIR spektrumlari
incelenmistir. incelenen spektrumlar Sekil 3.4’te gosterilmektedir. Bu dogrultuda,
DES igerisinde 1,4-ditian varligin1 en 1yi gosteren izler; DES spektrumu ile
karsildiginda yalnizca 1,4-ditianin ve DES fazinin spektrumunda goriinen 1,4-ditian’a
Ozgii C—S/halka bantlaridir. Bu bant, saf 1,4-ditianda
891 cm™*deyken, DES icinde 869 cm e kaydig1 goriilmektedir.
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Sekil 3.4 : 1,4-Ditian, 1,4-ditian igeren DES faz1 ve ChCl:Ph (1:2 M) FT-IR

spektrumlari.
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3.5 Gergek Ornek Hazirlamisi

Geri kazanim galigmalari, ¢evresel numunelerin 6nemli bir pargasi oldugundan sulu
numuneler tizerinde gergeklestirildi. Bu dogrultuda c¢alismalar OPCW yeterlilik
testlerinde (Proficiency Tests) numune hazirlama laboratuvarlari tarafindan tercih
edilmis olan matriks hazirlama yaklagimlari (musluk suyu, DCM, PEG, toprak ve
dizel) kullanilarak yiiriitiildii. Dizel, DCM ve PEG girisim etkisi yaratmak {izere
orneklere eklendi. Musluk suyu ve toprak drnekleri TUBITAK (Gebze Yerleskesi-
Kocaeli) toplandi ve yontemin uygulanabilirligini ve dogrulugunu gostermek amaciyla
yapilan ¢aligmalarda kullanildi. Yeterlilik testleri i¢in su numunesi, musluk suyuna
%0,1 DCM ve 0,05 g PEG ilave edildi. Buna ek olarak, bir diger matriks olan toprak
numunesi ise girisim etkisi olusturmak igin dizel eklenerek hazirlandi. Toprak
orneklerine ait hazirlik agamalart Sekil 3.5’te yer almaktadir. Toprak orneklerinin
hazirlanmasi, literatiirde bildirilen prosediire gore gergeklestirildi [116]. Toplanan
toprak ornekleri 70 °C’ de etlivde suyu bir saat boyunca kurutuldu. 2.5 g toprak ornegi
50 mL’lik deney tiipline alind1 ve {izerine deiyonize su eklendi. Sonrasinda 30 dk
vorteks ile karigtirma ve 10 dk ultrasonik karistirma islemi uygulandi. Suyu topraktan
ayirmak i¢in 9000 rpm’de 4 dk boyunca santrifiij uygulandi ve iistte kalan su faz1 12
um gozenek boyutlu filtre kagidindan gegirildi. Hazirlanan sulu toprak érnegine %0, 1
dizel eklendi ve homojen ¢ozelti olusturmak amaciyla vortekslendi. Son olarak
ekstraksiyon prosediirii  Oncesinde matriks igerisine, farkli konsantrasyon
seviyelerinde 1,4-ditian standart ¢ozeltileri artan konsantrasyon seviyelerinde (0.25,
0.5, 1.0, 5.0 mg/L) eklendi.

L

—
e 7t

Sekil 3.5 : Toprak 6rneginin hazirlanig asamalari.
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3.6 Ekstraksiyon Prosediirii

Numunelerden 1,4-ditianin  ekstraksiyonu 15 mL’lik santrifiij tliplerinde
gerceklestirildi. § mL numune/standart ¢ozeltisine (10 mg/L) 250 uL DES (ChCl:Ph)
karisimi eklendi. DES’in ¢ozeltisi icerisine homojen bir sekilde dagilmasi amaciyla
15 s vorteks ile karistirma uygulandi. Karistirma sonrasi ¢ozeltiye 1 mL THF ¢ozeltisi
eklendi ve 10 s karigtirma islemi uygulandi. Elde edilen bulanik ¢6zelti faz ayrimi elde
etmek icin 16 °C’de 9000 rpm de 4 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda ¢dzeltinin
tizerinde olusan DES fazi (= 200 uL) mikropipet ile 1,5 mL’lik GC vialinin igerisine
yerlestirilen inserte alindi. Burada yaklasik 40 kat 6n deristirme faktorii elde edildi
(Vii/Vson). Daha sonra numune GC-FID sistemine enjekte edildi. Gelistirilen

ekstraksiyon yontemine ait deneysel gorseller Sekil 3.6’da yer almaktadir.
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Sekil 3.6 : Sivi numune/standart ¢ozeltiden 1,4-ditian ekstraksiyonu.
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4. SONUC ve TARTISMA

4.1 1,4-Ditian Tayini I¢in Gelistirilen Yontemin Optimizasyonu

Gelistirilen yontemde ekstraksiyon verimliligini ve GC-FID sistemini etkileyen DES
tiirlihacmi, ornek miktari, karistirma siiresi, THF miktar1 gibi tiim parametrelerin
optimizasyonu ger¢eklestirildi. Optimizasyon ¢alismalarinda, analit sinyaline etkisi
incelenen parametre i¢in farkli kosullar denenirken diger tiim parametreler sabit
tutuldu ve 10,0 mg/L 1,4-ditian standart ¢ozeltisi kullanildi. Tim optimizasyon
adimlar i¢in 6rnekler ii¢ tekrarli hazirlandi ve ortalamalari alindi. En yiiksek ortalama

pik alan1 degerini veren parametre optimum parametre olarak se¢ildi.

4.1.1 GC-FID metot optimizasyonu

Gaz kromatografi sistemini etkileyen baslangig sicakligi, sicaklik artig hiz1 (ramp), gaz
akis hiz1 ve split oran1 gibi farkli parametreler diizgiin (Simetrik) analit piki ve analizi
gerceklestirmek amaciyla optimize edildi. Baslangic sicakligi olarak 100, 120 ve 150
°C olmak tizere ti¢ farkli sicaklik denendi. 100 °C ile en yiiksek pik alani elde
edilmesine ragmen pik seklinin diizgiin olmadigi goriildi. 150 °C ile baglayan metotta
ise 1,4-ditian piki, solvent piki ile ¢ok yakin izlendi. Bu sebeple 120 °C metodun
baslangi¢ sicakligi olarak segildi. Sicaklik artisi igin ise 10, 15 ve 25 °C/dk sicakliklar
uygulandi ve 15 °C/dk olarak belirlendi. Tasiyici gaz olarak hidrojen gazi kullanilds,
1.0, 1.5 ve 2.0 mL/dk akis hizinda denendi ve en uygun olarak 1.5 mL/dk akis hiz
secilirken, split oran1 igin 10:1, 20:1 ve 30:1 oranlar denendi ve 30:1 split orani segildi.
Dedektor sicakligi 245 °C olarak belirlendi. 1,4-ditianin analizi igin optimize edilen
GC-FID metot parametrelerinin kromatogramlart ve grafikleri Sekil 4.1-4.8°de
verilmektedir. GC-FID igin optimum segilen parametreler Cizelge 4.1°de

Ozetlenmektedir.
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Sekil 4.1 : GC-FID ile elde edilen farkli baglangi¢ sicakliklarindaki 1,4-ditian (10
mg/L) kromatogramlari.
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Sekil 4.2 : GC-FID baslangig sicaklig1 optimizasyonu.

34

150

16




15°C

T T
16 18

T
2

3

Sekil 4.3 : GC-FID ile elde edilen farkli sicaklik artiglarinda 1,4-ditian (10 mg/L)
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Sekil 4.4 : GC-FID sicaklik artig1 optimizasyonu.
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Sekil 4.5 : GC-FID ile elde edilen farkli akis hizlarinda 1,4-ditian (10 mg/L)
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Sekil 4.6 : GC-FID tastyici gaz akig hiz1 optimizasyonu.
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Sekil 4.7 : GC-FID ile elde edilen farkli split oranlarinda 1,4-ditian (10 mg/L)
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Sekil 4.8 : GC-FID split oran1 optimizasyonu.
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Cizelge 4.1 : 1,4-Ditianin tayini i¢in optimize edilmis GC-FID metodu.

Parametreler Degerler
Baslangig¢ sicakligi: 120 °C
Son sicaklik: 220 °C

Sicaklik arts hizi: 15 °C/dk

Tastyic1 gaz/Akis hizi: Hidrojen / 1.5 mL/dk

Split oran: 30:1
Inlet sicaklig1: 245 °C
Dedektor sicakligi: 245 °C
Enjeksiyon hacmi: 1 uL

4.1.2 DES tiirii optimizasyonu

Sivi faz ekstraksiyon yonteminde ekstraksiyon ¢oziiclisii tiirii en 6nemli parametre
sayilabilir. Bu ¢aligmada yaygin kullanilan ekstraksiyon ¢oziiciileri yerine derin
otektik ¢oziiciiler (DES) kullanildi. Segilecek DES’in, hedef analiti matriksten segici
ve etkin bir sekilde ayirabilme yetenegi, ekstraksiyon verimliligi acisindan kritik
oneme sahiptir. Bu nedenle, analite en uygun DES karisiminin optimize edilmesi,
yontemin bagarisin1 dogrudan etkilemektedir. Derin 6tektik ¢oziicii karisimi igin farkl
polarite ve viskozite gibi 6zelliklere sahip, kolin kloriir ile birlikte etilen glikol, fenol,
gliserol ve propiyonik asit ayr1 ayri hazirlanarak numune ¢o6zeltisine eklendi ve
DES’lerin 1,4-ditian i¢in ekstraksiyon verimliligi tizerinde etkileri karsilastirildi. Elde
edilen sonuglar dogrultusunda en yiiksek yanit veren ve yaklasik %103 geri kazanim
saglayan DES karisimi kolin kloriir-fenol ile saglandi. Sonuclar Sekil 4.9°da

sunulmustur.

4.1.3 DES molar oram ve hacim optimizasyonu

DES karigimi, uygun oranda ve hacimde numuneye eklendiginde faz ayrimi olusturur
ve ekstraksiyonun gerceklesmesi DES’lerin analitlerle arasindaki etkilesimlere
baghidir. Bu ¢alismada, 1:1, 1:2 ve 1:3 olmak tizere farkli molar oranlarinda ChCI-Ph
bilesenleriyle ti¢ ayr1 DES hazirlandi. Her bir numuneye 250 uLL DES ¢o6zeltisi eklendi.
1:1 M oranda hazirlanan DES ile faz ayrimi gozlemlenemedi. Sekil 4.10°da da
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goriildiigii gibi 1:2 molar oraniyla hazirlanan DES ile en yiiksek pik alani elde edildi
ve bu sebeple 1:2 M segildi.

Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilan DES’in hacminin belirlenmesi 6n deristirme
faktoriinii ve ekstraksiyon verimliligini iyilestirmek i¢in ¢ok 6nemli bir parametredir.
Bu deneyde, diger ekstraksiyon parametreleri sabit tutularak 150, 250, 350 ve 450 pL
hacimlerinde DES (1:2 M) numuneye eklendi. Sekil 4.11°’de DES hacminin artisiyla
elde edilen ekstraksiyon verimliliginin sonuglar1 yer almaktadir. 150 pLL DES ile faz
olusumunun gerceklesmedigi goriildii ve artan DES hacmi ile 6nderistirme faktoriide
azaldigindan sonuglar daha diisiik elde edildi. 250 pL ile iyi bir ayrim ve sonug elde

edildi ve sonraki adimlar i¢in segildi.
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Sekil 4.9 : Farkli DES tiirlerinin ekstraksiyon verimliligi iizerinde etkisi.
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Sekil 4.10 : Farkli DES molar oranlarinin ekstraksiyon verimliligi {izerinde etkisi.
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Sekil 4.11 : DES hacmi ekstraksiyon verimliligi tizerinde etkisi.

4.1.4 Ornek hacmi optimizasyonu

Ornek hacmi olarak 3, 5, 8 ve 10 mL ile optimizasyon gerceklestirildi. Ornek hacminin
azalmasiyla analiti iceren ayrilan iist fazin hacminin arttigr goriildii. 10 mL 6rnek
hacmi igin 250 uL DES ile yeterli faz ayrimi gergeklestirilemedi. On deristirme faktorii
de g6z Oniine alindiginda optimum o6rnek hacmi olarak 8 mL diger islemler icin

kullanildi. Faz ayrimlar Sekil 4.12°de gosterilmektedir.

Sekil 4.12 : Farkli 6rnek hacimlerinde olusan faz ayrimi.
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4.1.5 DES karistirma siiresi optimizasyonu

Numunedeki hedef analit ve ekstraksiyon ¢6zeltisi arasindaki etkilesimi arttirarak sulu
fazdan etkili kiitle transferini gerc¢eklestirmek amaciyla optimum karistirma tiirii ve
stiresi belirlendi. Manuel, ultrasonik ve vorteks karistirma tiirlerinin etkisi incelendi ve
diger optimizasyonlar i¢in vorteks ile karistirma se¢ildi. Analit ve DES arasindaki
etkilesim igin gerekli karistirma siiresini optimize etmek i¢in 0, 10, 15, 30, 45 ve 60 s
karigtirma siireleri denendi. 15 s optimum deger olarak belirlendi. Sekil 4.13’te
goriildiigi gibi sonuglar arasinda ¢ok biiyiik bir fark gézlemlenmedi. Etkili ve hizli bir

karisim saglanmasi i¢in 15 s karigtirma stiresi sonraki ¢caligsmalarda uygulandi.
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Sekil 4.13 : Karistima siiresinin ekstraksiyon verimliligi izerinde etkisi.

4.1.6 THF hacim optimizasyonu

Ekstraksiyon prosediiriinde THF, emiilgator ajan olarak kullanilmis ve bdylece derin
otektik ¢oziiciiniin (DES) sulu fazdan etkin sekilde ayrilmasi saglanmistir. THF,
DES’e kiyasla su ile daha giiclii etkilesime girer, DES’in su ile olan etkilesimlerini
azaltarak DES bilesenlerinin kendi aralarinda yeniden birlesmesine ve bunun
sonucunda ayr1 bir faz olusturarak sistemden ayrilmasina olanak saglar [117].
Optimum THF hacminin belirlenmesi amaciyla, DES igeren ¢ozeltiye sirasiyla 0.5,
1.0, 1.5 ve 2.0 mL THF ilave edildi. Yapilan deneylerde, 0.5 mL THF nin sulu fazdan
DES’in etkin sekilde ayrilmasini saglayamadigi ve faz olusumunun gerceklesmedigi
gozlemlendi. Sekil 4.14’e bakildiginda, en yiiksek pik alani ise 1.0 mL THF ilavesiyle

elde edildi ve bu hacmin optimum ekstraksiyon verimini sagladigi belirlendi.
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Sekil 4.14 : THF hacminin ekstraksiyon verimliligi iizerinde etkisi.

4.1.7 THF karistirma siiresi optimizasyonu

Ekstraksiyon verimliligini artirmak amaciyla yapilan ¢alisma kapsaminda, THF
ilavesinin ardindan iyi bir emiilsiyon olusumunu saglamak iizere vorteks ile karistirma
islemi uygulandi ve bu islemin siiresinin ekstraksiyon iizerindeki etkisi sistematik
olarak arastirildi. Calismada 0, 10, 15, 30, 45 ve 60 s siireyle uygulanan vorteks
islemleri sonrasinda, 10 s ve iizeri siirelerde homojen ve bulanik emdiilsiyonlarin elde
edildigi gozlemlendi. Sekil 4.15’te sunulan bulgular dogrultusunda, sonraki

analizlerde standartlastirilmis bir protokol olarak 10 s vorteks siiresi tercih edildi.
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Sekil 4.15 : Karistirma siiresinin ekstraksiyon verimliligi lizerinde etkisi.
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4.2 Yontemin Analitik Performansimin incelenmesi

Bu calismada gelistirilen yontem ile 1,4-ditian i¢in daha diisiik tayin limitlerine
ulagmak amaciyla tiim sistemsel ve deneysel parametreler kapsamli bicimde optimize
edildi; ilgili optimizasyon sonuglar1 Cizelge 4.2°de 6zetlendi. Metodun validasyonu
kapsaminda gozlenebilme limiti (LOD), tayin limiti (LOQ), dogrusal dinamik aralik
(LDR), bagil standart sapma (%RSD) ile giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik gibi
temel performans kriterleri optimize edilen kosullar altinda sistematik olarak
belirlendi. Tiim bu parametrelerin tayini i¢in her bir analiz yedi tekrarli 6rnek ile
yiritiildi. Ayrica, yontemin dogrulugunu teyit etmek amaciyla hesaplanan validasyon
parametreleri Cizelge 4.3’te sunulmaktadir. Kalibrasyon egrisinin olusturulabilmesi
icin, matrikse farkli konsantrasyonlarda 1,4-ditian standart c¢ozeltileri eklenerek
yontemin uygulama prosediirii takip edildi ve her bir konsantrasyon diizeyi i¢in yediser
tekrar analiz edildi. Elde edilen veriler dogrultusunda, 150-5000 pg/L konsantrasyon
araliginda yiiksek derecede korelasyon (R*=0,9998) saglanarak yontemin genis bir
dogrusal dinamik araliga sahip oldugu gosterildi (Sekil 4.16). Optimum kosullar
altinda analiz edilen 1,4-ditiana ait kromatogram Sekil 4.17°de gosterilmektedir. LOD
ve LOQ degerleri ise, kalibrasyon egrisinin en diisilk konsantrasyonuna ait standart
sapmanin sirasiyla ii¢ (3S) ve on (10S) katinin egime boliinmesi ile hesaplandi. LOD
(gozlenebilme limiti) ve LOQ (tayin limiti) degerleri sirasiyla 44,3 pg/L ve 147,8 pug/L
olarak hesaplandi. Bu hesaplamalarda, sirastyla (4.1) ve (4.2) numarali denklemler

kullanilarak metot duyarlilig istatistiksel olarak degerlendirildi [107].

GL =3x S% (4.1)
TL =10 x % (4.2)

SDa: En diisiik konsantrasyonlu kalibrasyon standart ¢ozeltisinin standart sapmasi

b: Kalibrasyon dogrusunun egimi
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Cizelge 4.2 : Optimize edilmis yontem parametreleri.

Parametreler Optimum Degerler
DES tiirii ChClI : Ph
DES oran 1:2M
DES hacim 250 pL
Karistirma siiresi (ekstraksiyon) 15s
THF hacmi 1.0 mL
Karistirma siiresi (emiilsifikasyon) 10s

Cizelge 4.3 : Optimum kosullar altinda gelistirilen yontemin analitik performansi.

Metot LOD, pg/. LOQ, pg/L R? Dogrusal aralik, pg/L
VA-DES-ELLE 443 147,8 0,9998 150-5000
30
25 y =0,0053x - 0,0597 _.~®
R?2=0,9998 .
20
£ 15
<
= 10 o
5 @
o
0 o
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Konsantrasyon, pg/L

Sekil 4.16 : 1,4-ditian bilesiginin 150-5000 pg/L konsantrasyon araliginda elde
edilen kalibrasyon egrisi.
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33

__» 1,4-Ditian

Sekil 4.17 : Tiim optimize edilen parametreler sonunda elde edilen 1,4-ditian (10
mg/L) kromatogrami.

Tekrarlanabilirlik ve tekrariretilebilirlik

Yontemin dogrusal araligindaki en diisiik, orta ve en yiiksek kalibrasyon noktalarinin
tekrarlanabilirligi incelendi. Her bir konsantrasyon noktasi igin yedi tekrarli numune
hazirlandi1 ve ekstraksiyon prosediirii uygulandi. Sonuglar asagida bulunan Cizelge
4.4, ‘te ve Sekil 4.18°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.4 : Farkli konsantrasyonlarda 1,4-ditian i¢in tekrarlanabilirlik sonuglart.

Respons 150 pg/L 1000 pg/L 5000 pg/L
R1 161.5 1022.4 4995.9
R2 170.6 1018.8 4884.7
R3 1451 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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16 17 1.8 i

Sekil 4.18 : 1,4-Ditian (5 mg/L) enjeksiyonu tekrarlanabilirlik ¢alismasina ait FID
kromatogramlari.

Gelistirilen yontemin giin i¢i ve giinler aras1 bagil standart sapmasinin (%RSD)
belirlenmesi amaciyla ekstraksiyon prosediirii, ayn1 giin i¢inde iki kez ve iki giin arayla
olacak sekilde tekrarlandi. Her analiz giinii i¢in yedi tekrarli 6rnek hazirlandi. Elde
edilen sonuglar, yontemin giin ici ve giinler aras1 bagil standart sapmasinin sirastyla
%6,4 ve %4,3 oldugunu gosterdi. Bu bulgular, yontemin her iki parametre agisindan

yiiksek tekrarlanabilirlik 6zelligine sahip oldugunu dogrulamaktadir.

4.3 Geri Kazamim Calismalar

Gelistirilen  ekstraksiyon  yonteminin  dogrulugunu ve uygulanabilirligini
degerlendirmek amaciyla ger¢ek Ornekler {lizerinde geri kazanim caligmalar
gerceklestirildi. Geri kazanim ¢alismalarinda OPCW’nun yeterlilik testlerinde (PT)
kullanilan kompleks matriksleri simiile eden musluk suyu (PEG+DCM) ve toprak
(+dizel) ornekler, deneysel boliimde anlatildigr gibi hazirlandi. Karmasik 6rneklerde
matriks etkilerini en aza indirmek ve dogru miktar tayini saglamak amaciyla matriks
esleme stratejisi kullanildi. Bu strateji, potansiyel matriks girisimlerinin
diizeltilmesine olanak tanimig ve geri kazanim hesaplamalarinin giivenilirligini
artirmigtir. Matriks eslemeli geri kazanim c¢alismalar1 icin 1,4-ditianin farkh
konsantrasyonlardaki standart ¢ozeltileri (0.25, 0.5, 0,75, 1 ve 5 mg/L) hazirlanarak

musluk suyu ve toprak matrikslerine ilave edildi. Analit icermeyen bos ¢ozeltilere ve
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standart ¢ozeltilere optimum kosullar altinda ekstraksiyon prosediirii uygulandi. Her
bir konsantrasyon i¢in ii¢ tekrarli 6rnek hazirlandi ve DES fazi GC-FID sistemine
enjekte edildi. Elde edilen sinyal sonuglariyla, her iki matriks i¢in bes noktali bir
kalibrasyon egrisi olusturuldu ve hem orneklere ilave edilmis analit derisimini, hem
de geri kazanim yiizdesini belirlemek amaciyla kullanildi. 1,4-ditian pikinin alanindan,
1,4-ditian ile aynm1 noktada kor ¢ozeltiden gelen interferansin alani ¢ikarilarak
kalibrasyon noktalarinin sonuglar1 hesaplandi.  Her iki matriks i¢in olusturulan
kalibrasyon egrileri ve kromatogramlar Sekil 4.19-4.22°de verilmektedir. Gelistirilen
yontem ile PT 6rneklerinde kullanilan musluk suyu (PEG+DCM) matriksinde %95-
108 araliginda, toprak (+dizel) orneklerinde ise %85-105 araliginda geri kazanim
degerleri elde edildi (Cizelge 4.5). Bu sonuglar, Cizelge 2.3’te verilen kabul edilebilir
geri kazamim sinir degerleri iginde kaldig1 gériilmektedir. Ozetle, bu analiz bulgulari,
diisiik standart sapmalar ile yontemin tekrarlanabilirliginin yiiksek oldugunu, elde
edilen %100’e yakin geri kazanim degerleri ise metodun dogrulugunun tatmin edici
seviyede oldugunu ve kompleks su matrikslerinde giivenle uygulanabilecegini ortaya

koymaktadir.

Cizelge 4.5 : Musluk suyu (DCM+PEG) ve toprak (+dizel) 6rneklerindeki 1,4-
ditianin yilizde geri kazanim sonuglar1 (N=7).

) lave Edilen Olgiilen Geri Kazamm
Ornek Konsantrasyon,  Konsantrasyon, % i
ng/L ng/L
Musluk suyu 250 270 108,0 £4,4
Musluk suyu 500 493,3 98,7+ 1,7
Musluk suyu 750 719 959 +3,1
Musluk suyu 1000 970,9 97,1 £25
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 1052 +3,7
Toprak 2000 1975,7 98,79+ 3,1
Toprak 5000 4991,8 99,8 +4,2
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Musluk suyu
40

35 .
y =0.007x - 0.2665
30 R?=0.9996
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20

Pik Alani
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0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
1,4-Ditian, pg/L

Sekil 4.19 : Musluk suyu 6rneklerinde matriks esleme kalibrasyon standartlari i¢in

kalibrasyon grafigi.

__w» 1,4-Ditian

25+

blank “

m /

T T T T T T T T T T T T
14 1.6 18 2 min

Sekil 4.20 : Musluk suyu 6rneklerinde analiz edilen 1,4-Ditian (5 mg/L) ve blank

kromatograma.
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Sekil 4.21 : Toprak 6rneklerinde matriks esleme kalibrasyon standartlari i¢in

25+

kalibrasyon grafigi.
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Sekil 4.22 : Toprak 6rneklerinde analiz edilen 1,4-Ditian (5 mg/L) ve blank

kromatogrami.
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4.4 Analitik Yontemin Yesilliginin Degerlendirilmesi

Yesil kimya, kimyasal stireglerle iliskili olumsuz g¢evresel etkileri azaltmay1 veya
tamamen ortadan kaldirmay1 amagclar. Analitik bilimler alaninda ise yontemlerin yesil
kimya ilkelerine uyumunun degerlendirilmesi, tehlikeli kimyasallarin, ¢dziiciilerin ve
enerji tiikketiminin en aza indirilmesine odaklanan Yesil Analitik Kimya (GAC)
prensiplerini  saglamak acisindan biliyilk 6nem tasir. Yesil analitik tekniklerin
uygulanmasi, c¢evresel siirdiiriilebilirligi desteklemesinin yami sira daha giivenli ve
kaynak agisindan verimli endiistriyel uygulamalarin gelistirilmesine de katki saglar.
Analitik yontemlerin ¢evresel etkisini nicel olarak degerlendirmek amaciyla gesitli
yesillik degerlendirme araglar1 gelistirilmistir. Bu arastirmada, Onerilen analitik
yontemin siirdiiriilebilirlik profilini degerlendirmek i¢in birbiriyle tamamlayict ii¢

arac; AGREE, AGREEprep ve BAGI kullanilmigtir [118,119].

4.4.1 Analitik yesillik hesaplayicis1 (AGREE)

AGREE, GAC'm 12 ilkesine dayanan, yontemin yesilligini kapsamli bir sekilde
degerlendiren bir aractir. Bu arag, her boliimiin bir prensibi simgeledigi 12 parcaya
ayrilmis dairesel bir piktogram kullanir. Her kriter 0'dan 1'e kadar degisen bir 6lgekte
degerlendirilir ve bu puanlar ortalamasi alinarak nihai yesillik puani elde edilir. Ortaya
cikan saat benzeri piktogram, hem sayisal puami hem de ilgili renk gradyanini
gostererek  yontemin  siirdiiriilebilirliginin  gorsel olarak ag¢ik bir gsekilde
degerlendirilmesini saglar [120]. Sekil 4.23a'da gosterildigi gibi, gelistirilen analitik
yontem 0.64'likk kayda deger bir yesillik puan1 vermis olup, GAC ilkelerine giiglii bir

uyum sergilemektedir.

4.4.2 Ornek hazirlama icin analitik yesillik metrigi (AGREEprep)

AGREEprep, Yesil Numune Hazirlama (GSP) ¢ergevesinde Ozetlenen on ilkeyi
kullanarak cevresel stirdiiriilebilirlik degerlendirmesini 6rnek hazirlama asamalarin
da kapsayacak sekilde genisletir. Her parametre, 0 ile 1 arasinda degisen ikili bir
6l¢ekte degerlendirilir ve genel puan bu degerlerin ortalamasi alinarak hesaplanir. Bu
metrik, Ornek hazirlama yontemleriyle iliskili stirdiiriilebilirligin kapsamli ve
sistematik bir degerlendirmesini sunar [121]. Onerilen yéntem, 0.67°lik AGREEprep
puani elde etmis olup (Sekil 4.23b), 6rnek hazirlamada siirdiiriilebilir ilkelere ve gevre

dostu uygulamalara genel anlamda uyum sagladigin1 gostermektedir.
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4.4.3 Mavi uygulanabilirlik derece indeksi (BAGI)

BAGI, cesitli analitik yontemlerin uygulanabilirligini, fizibilitesini ve operasyonel
verimliligini degerlendirmeyi amaglayan pragmatik bir dlgiittiir. Bir asteroit seklindeki
piktogram, 25 ila 100 arasinda bir puan tahsis eder ve her segment, beyazdan koyu
maviye gegisli bir gradyanla gosterilen 0 ila 10 arasinda bir dlgekte degerlendirilir.
Genellikle, minimum 60 puan, hem yesil, ¢evre dostu hem de pratik olarak
uygulanabilir bir yontemin gostergesi olarak kabul edilir [122]. Onerilen ydntem,
dikkate deger pratik uygulanabilirligini, 6nemli otomasyon potansiyelini, yiiksek
verimlilik seviyelerini ve 6zellikle diisiik operasyonel maliyetlerine sahip oldugunu

gosteren 67,5'lik bir BAGI puani elde etmistir (Sekil 4.23c).

a) b)

-4 \

(T

Sekil 4.23 : Onerilen yontemin gevresel degerlendirmesi ii¢ temel dlgiite
dayanmaktadir: (a) AGREE, (b) AGREEprep ve (¢) BAGI.
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4.5 Sonuc¢

Literatiirde 1,4-ditianin analizi iizerine yapilan ¢alismalar olduk¢a sinirhidir. Mevcut
literatiirde, 1,4-ditianin farkli matrislerden sivi-sivi ekstraksiyon (LLE) yontemi ile
ayristirildign goriilmekle birlikte, derin 6tektik ¢oziiciiler (Deep Eutectic Solvents,
DES) kullanilarak 1,4-ditian ekstraksiyonuna yonelik herhangi bir ¢aligma
bulunmamaktadir.

Bu ¢alisma kapsaminda, hardal gazi bozunma iiriinlerinden biri olan 1,4-ditianin,
OPCW’nun yeterlilik testlerinde kullanilan karmagik sulu matriks 6rneklerinden 6n
deristirilmesi ve ekstraksiyonu ile GC-FID sisteminde analizine yonelik yeni ve ¢evre
dostu bir analitik yontem gelistirilmistir. Gelistirilen yontemde, geleneksel organik
¢oziiciiler yerine, daha diisiik hacimde ve ekolojik agidan avantajli derin Gtektik
¢oziiciiler kullanilmistir.

Ekstraksiyon prosediiriinde tiim parametreler optimize edilerek, optimize edilen
parametre haricindeki degiskenler sabit tutulmustur. Optimum kosullar altinda, 1,4-
ditian i¢in 150-5000 pg/L araliginda ytiksek korelasyon katsayisina sahip dogrusal bir
kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ) sirasiyla
44.3 ug/L ve 147,8 png/L olarak belirlenmistir.

Yontemin uygulanabilirligi ve gecerliligi, karmasik su matriks 6rneklerinde yiirtitiilen
geri kazanim calismalar1 ile dogrulanmistir. Elde edilen geri kazanim oranlari,
gelistirilen yontemin karmasik matrikslere karsi yiiksek dogruluk ve hassasiyetle
uygulanabilecegini ortaya koymustur. Bunun yani sira, ii¢ temel yesillik parametresi
ile gerceklestirilen yesillik degerlendirmeleri sonucunda gelistirilen ydntemin,
cevresel agidan siirdiiriilebilir ve yesil kimya prensiplerine uygun bir yontem oldugu

kanitlanmustir.
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