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OZET

PLASTIK MADDE iCERISINDE PBDE VE PBB TAYINi
Burcu BINICI

Kimya Anabilim Dali

Doktora Tezi

Tez Danismani: Prof.Dr. ikbal KOYUNCU
Es Danisman: Dog¢.Dr. Ahmet Ceyhan GOREN

PBDE ve PBB bilesikleri yangin geciktirici olarak polimerik malzemelere, tekstil
Urlinlerine ve yapi malzemelerine eklenen, yapilarinda brom barindiran organik
bilesiklerdir. Bu bilesiklerden en yaygin olarak kullanilanlar pentabromodifenileter
(pentaBDE), oktabromodifenileter (octaBDE), dekabromodifenileter (decaBDE) ve
dekabromobifenil (decaBB) bilesikleridir. Bulunduklari yapiya kimyasal olarak
baglanmadiklari icin cevre havasina kolayca salinabilmektedirler. Yapisal olarak
cevresel ortamlarda, gidalarda ve biyolojik ortamlarda birikme 6zelligine sahiptirler.
Canlilarda endokrin ve sinir sistemini etkileyerek saghk acisindan tehlike arz
etmektedirler. Bu nedenle PBDE ve PBB bilesiklerinin polimerik malzeme igeren
elektrikli ve elektronik esyalarda kullanimina iliskin gerek Ulkemiz gerekse Avrupa
Birligi tarafindan sinirlamalar getirilmistir. Bu sinirlamaya gbére PBB ve PBDE
bilesiklerinin elektrikli ve elektronik esyalarda kabul edilebilir miktarlari agirlik yizdesi
olarak 1 gkg™ (%0,1) olarak belirlenmistir. Bu sinirlamalarin getirilmesiyle birlikte bu
bilesiklerin yonetmeliklere uygun bir bicimde kullanildiginin denetlenmesi gerekliligi
s6z konusu olur.
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Yapilan galismada, polietilen (PE), polipropilen (PP) ve akrilonitril butadien stiren (ABS)
polimerleri icerisinde 2,2',4,4'-tetra-bromodifenil eter (BDE-47), 2,2',3,4,4',5',6-hepta-
bromodifenil eter (BDE-183), 2,2',3,3',4,4',5,5',6-nona-bromodifenil eter (BDE-206),
deka-bromodifenil eter (BDE-209) ve deka-bromobifenil (BB-209) bilesiklerini tayin
etmeye yonelik GC-IDMS metodu gelistirilip validasyonu yapildi. Metotta, bilesiklerin
esktraksiyonu icin basinglandirilmis ¢ozlicl ekstraksiyon (PSE) yontemi kullanildi.
Ornekler GC-MS/MS (Gaz kromatografi/tandem kiitle spektrometre) cihazi ile analiz
edildi. Kantitatif degerlendirme igin izotop seyreltme kitle spektrometri (IDMS)
yontemi kullanildi. Gelistirilen metodun (lke genelindeki elektrikli ve elektronik
drinlerde uygulamasi yapildi. Gelistirilen metot ile elde edilen geri kazanim degerleri %
79,6 ile % 93,9, % bagil 6lciim belirsizlik degerleri ise 6,5 ile 13 arasindadir. Uygulamasi
yapilan orneklerde tayin edilen analit miktarlari yasalarca belirlenen 1000 mg/kg limit
degeri altinda elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: PBDE, PBB, polipropilen, polietilen, akrilonitril butadien stiren, GC-
MS/MS, basincgh ¢oziicl ekstraksiyonu (PSE), IDMS
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ABSTRACT

DETERMINATION of PBDEs and PBB in PLASTIC

Burcu BINICI

Department of Chemistry

PhD. Thesis

Advisor: Prof.Dr. ikbal KOYUNCU
Co-Advisor: Assoc.Prof. Ahmet Ceyhan GOREN

PBDEs and PBB are organic compounds which are added to polymers and other
materials, containing bromine to improve their fire-resistant properties in diverse
applications, such as textiles and building materials. The major marketed brominated
flame retardants are pentabromodiphenylether (pentaBDE), octabromodiphenylether
(octaBDE), decabromodiphenylether (decaBDE) and decabromobiphenyl (decaBB).
Since they have been as an additive in materials, they can be released easily to the
environment. They bioaccumulate in food, biological media and environmental area
such as soil, surface water and air and they effect the endocrine and nervous system of
human and animals. Therefore, European Union made a decision about limited usage
of octaBDE and pentaBDE compounds in electric and electronic devices. According to
this, limit value hassetas1g kg'1 (0.1 %) for the sum of PBBs and PBDEs in plastic parts
of electric and electronic devices. This regulation also is implemented in our country.

In this study, a validated analytical method was developed for the determination of
2,2',4,4'-tetra-bromodiphenyl ether (BDE-47), 2,2',3,4,4',5',6-hepta-bromodiphenyl
ether (BDE-183), 2,2',3,3',4,4',5,5',6-nona-bromodiphenyl ether (BDE-206), deca-
bromodiphenyl ether (BDE-209) and deca-bromobiphenyl (BB-209) compounds in
polypropylene (PP), polyethylene (PE) and acrylonitrile butadiene styrene (ABS)
polymeric matrixes by using pressurized solvent extraction (PSE) technique and gas
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chromatography coupled tandem mass spectrometer (GC-MS/MS). The quantification
of the target analytes were performed by isotope dilution mass spectrometry (IDMS).
The method was applied on the selected electrical and electronic consumer products.
The recovery and relative uncertainty values of developed analytical method were
obtained between 79.6-93.9 % and 6.5-13 %, respectively. The mass fraction of target
analytes in real samples were obtained under 1000 mg/kg limit value which has set by
directives.

Keywords: PBDE, PBB, polypropylene, polyethylene, acrylonitrile butadiene styrene,
GC-MS/MS, pressurized solvent extraction (PSE), IDMS
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Yangin geciktiriciler, plastik malzemelere, tekstil Grlinlerine, kaplama Urlnleri ve yapi
malzemelerine eklenen kimyasal maddelerdir [1]. Hem organik hem de inorganik
yapida yangin geciktiriciler mevcuttur. Yaygin olarak kullanilanlar bromlu yangin
geciktirici yani ¢cok bromlu difenil eter (PBDE) ve cok bromlu bifenil (PBB) bilesikleridir.
Glnkd bromlu yangin geciktiricilerin kullanilmasi yanmaya karsi direncin saglanmasinda
en etkili ve maliyet etkin ¢ozimlerden biridir. Ayrica organik ve inorganik yapidaki
kimyasallarin PBDE bilesikleri kadar etki gosterebilmeleri icin PBDE’lere oranla plastik
maddeye daha fazla eklenmeleri gerekir. Boyle bir durumda da fosfatlar gibi bu

malzemeler polimerik malzemelerin yapisini ve 6zelliklerini degistirebilirler [2].

PBDE ve PBB bilesikleri yanma sonucu olusan radikalleri yakalamalari igin Br atomlarini
serbest birakirlar ve boylece yanmayi gerceklestirecek kimyasal reaksiyonu
sonlandirarak radikalik mekanizma Uzerinden yanmayi durdurmus olurlar [3]. Bu
bilesikler plastik madde icerisinde ya reaktif ya da katki maddesi olarak bulunurlar.
Reaktif seklinde bulunanlar plastik maddenin kimyasal yapisina kovalent baglarla
baghdir. Katki maddesi olarak bulunanlarda boyle bir baglanma mevcut degildir.
Kovalent bagla polimer yapiya bagli olmayan yangin geciktiriciler ortam havasina isi ve
mekanik etkilerle kolayca salinabilmektedirler [4]. PBDE ve PBB gibi phenolik halojenli
yapilar apolar bilesikler olup canli dokularinda mevcut lipofilik yapilardan dolayi
birikebilirler. Bu birikme yalnizca canli dokularinda olmayip, ayni zamanda herhangi bir
cevresel ortamda adsorpsiyon ile uzun vadede gerceklesebilmektedir. Bu ylizden bu tip

bilesikler insan saghgl ve gevre kirliligi agisindan tehlike olustururlar. Bu bilesiklerin



bilinen en blylk zarari; insan vicidunda normal tiroid hormonu fonksiyonuna etki
ederek beyin ve Greme sisteminin gelisimini engellemeleridir. Ayrica anne karnindaki
bebeklerin beyin ve cinsiyet gelisimlerini olumsuz yénde etkilediklerine dair bulgular
literatlrde tartisilmaktadir [5]. Zararlari g6z 6niine alinarak plastik madde icerisinde
kullanimlarina kisitlamalar getirilmistir. Bunun Uzerine plastik ortamda PBDE ve PBB
bilesiklerinin tayinine yonelik metotlar gelistirilmistir. Yapilan bir calismada yiksek
etkili polistiren (HIPS) icerisinde yangin geciktirici bilesikler olan tetrabromo bisfenol
(TBBPA), hexabromocyclododecane (HBCD) ve dekabromo difenil eter (decaBDE)
bilesiklerinin tayini icin HPLC/MS/MS cihaziyla analitiksel metot gelistirilmistir. MS
kisminda kitle analizéri olarak Ggli kuadrupol (triple quadrupole) kiitle analizori
kullanilmis, iyonlastirma kaynagi olarak da elektrosprey iyonlastirma (ESI) ve/veya
atmosferik basingh kimyasal iyonlastirma (APCI) kullaniimistir. Ekstraksiyon metodu
olarak ise basin¢h sivi ekstraksiyonu (PLE), ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) ve
mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE) olmak tzere Ug farkli ekstraksiyon metodu
denenmis, bunlarin sonuclari karsilastirilmistir [6]. Diger bir calismada da TBBPA ve
decaBDE bilesiklerinin HIPS igerisinde tayinine iliskin metot gelistirilmistir. Ekstraksiyon
yontemi olarak MAE kullanilmistir. Analizler HPLC-UV cihazinda gergeklestirilmistir.
Elde edilen metot ile elektrikli ve elektronik esya atiklarinda stirenik kisimlarda
uygulama yapilmigtir [7]. Literatiirde yapilan diger ¢alismalarda bu iki calismaya benzer
bicimde stirenik polimer yapida farkh tirde PBDE ve PBB bilesiklerinin tayinine iliskin
metot gelistirilmistir. Polipropilen ve polietilen de belli tirdeki PBDE ve PBB
bilesiklerinin tayinine iliskin bir calisma yapilmamistir. Ayrica stirenik polimerlerde
gelistirilen metotlarin glvenilirligi analitiksel agidan ispatlanmamistir [8], [9], [10], [11],

[12], [13].

1.2 Tezin Amaci

Tez calismasinin amaci polietilen, polipropilen ve akrilonitril butadien stiren polimerik
malzemeleri icerisinde BDE-47, BDE-183, BDE-206, BDE-209 ve BB-209 bilesiklerini
tayin etmeye yoOnelik metrolojik izlenebilirligi saglanmis primer bir yontem
gelistirmektir. Gelistirilen metodun glvenilirligini ispatlamak icin validasyon isleminin
uygulanmasi, belirsizlik hesabinin  yapilmasi ve izlenebilirliginin  saglanmasi

hedeflenmistir. Metodun ornek hazirlama asamasinda basinglandirilmis ¢6zlici



ekstraksiyonu (PSE), Olcumler kisminda ise gaz kromatografi/tandem kiitle
spektrometre (GC-MS/MS) kullanilmasi amaclanmistir. Guvenilir bir kantitatif
degerlendirme icin izotop seyreltme kitle spektrometri (IDMS) yonteminin kullaniimasi
ve elde edilen metodun piyasada dolasimda bulunan sa¢ kurutma makinesi, bilgisayar,
tost makinesi, mikrodalga firin, hali ve elektrik kablolari gibi malzemelerde

uygulanmasi hedeflenmistir.

1.3 Hipotez

PBDE ve PBB bilesikler bolim 1.1.”de bahsedildigi lizere insan saghgina zararli, cevre
icin kirletici mahiyetinde olan bilesiklerdir. Bu durum goz o6niinde bulundurularak
Avrupa Birligi tarafindan yayinlanan Zehirli Maddelerin Kullaniminin Kisitlandiriimasi
(RoHS 2002/95/EC) ve Atik Elektrikli ve Elektronik Cihazlar Direktifi (WEEE 2002/96/EC)
ile PBB ve PBDE bilesiklerinin elektrikli ve elektronik egyalarda kullaniimasina
sinirlamalar getirilmistir. Bu tip Urdnlerde izin verilen en yiksek PBDE ve PBDE nin
agirhkga yuzdesi % 0,1 olarak belirlenmistir. Bu uygulama Tirkiye Cumhuriyeti Cevre ve
Orman Bakanhgi tarafindan da yirirlige koyulmus ve alinan kararlar 30 Mayis 2008
tarihinde yayinlanan Resmi Gazetede EEE “Elektrikli ve Elektronik Esyalarda Bazi Zararli
Maddelerin Kullaniminin Sinirlandiriimasina Dair Yonetmelik” ile sunulmustur. Bu
sinirlamalarin sonucunda da gerceklestirilen Gretimlerin yasalara uygunlugunun
incelenmesi igin dogru, glvenilir ve izlenebilir olgim araci ve sertifikali referans
malzemelere ihtiyac duyulmaktadir. Bu calismayla elektronik esyalarin Gretiminde
kullanilan fakat bu konuda herhangi bir ¢calisma yapilmamis olan polipropilen, polietilen
ve akrilonitril butadien stiren polimer yapilarinda PBDE ve PBB bilesiklerinin tayini igin
metot gelistiriimesi 6ngorilmektedir. Gelistirilen metodun glvenilirliliginin uygun
yontemler kullanilarak ispatlanmasi énemlidir. Boylelikle yapilarinda bu polimerlerin
bulundugu tim elektronik ve elektrikli esya, tekstil malzemeleri veya vyapisal

malzemelerde PBDE ve PBB bilesiklerinin tayini glivenilir bir bicimde yapilabilecektir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 PBDE ve PBB Yangin Geciktiricileri

Yangin geciktiriciler, plastikler, tekstil Grtnleri, elektrik kablolari ve mobilyacilikta
kullanilan kopiklerde bulunan ve yanma esnasinda gerceklesen reaksiyonu
engelleyerek yangini énleyen kimyasal bilesiklerdir. Uretilen cihazlar veya kurulan
sistem veya tesisatlarda inorganik ve organik yangin geciktiriciler kullanilarak ytksek
Olciide yangin glvenliginin saglanmasi amaglanmaktadir. Bromlu yangin geciktiriciler
yangin direnci saglama icin kullanilabilecek en ucuz malzemelerdendir. Bunlara
alternatif olarak Uretilen fosforlu ve metal temelli yangin geciktirici bilesikler hem

pahali hem de bircok tretim problemine yol acabilmektedir [14].

Yangin geciktiriciler, endistriyel uygulamalarda hem katki malzemesi hem de reaktif
malzeme olarak kullanilabilirler. Katki malzemesi tirindeki yangin geciktiriciler
polimerik yapida ¢ozlinirken reaktif tlirindekiler polimerik yapiya kovalent baglarla
baglanirlar. Katki malzemesi olarak kullanilanlar ugucu hale gecip polimerik
malzemeden ayrilma egilimi gostererek cevreye ¢ok kolay bir sekilde salinabilirler. Bu
yuzden zamanla bulunduklari ortami kirletirlerken ayni zamanda yangin geciktirme
ozelliklerini kaybederler. Reaktif olarak kullanilanlarin cevreye salinma yuzdeleri ise

katki malzemesi olarak kullanilanlardan daha distktir [15].

PBDE bilesikleri farkhi molekil agirliklarina sahiptirler. Yiksek molekdl agirlikli olan
PBDE bilesikleri katki malzemesi olarak kullanimlari durumunda plastik madde

icerisinde daha kalici olmalari maksadiyla Gretilmektedirler.



Cok cesitli yangin geciktirici bilesikleri olsa da bunlarin yangin 6nleme mekanizmalari
temelde aynidir [16]. Isi etkisi altinda, polimer matriksinden O6nce ayrisarak yanici
gazlarin olusumunu engeller. Halojen igeren yangin geciktiriciler, yanma siiresince gaz
fazinda meydana gelen radikal zincir mekanizmasini bozacak sekilde davranirlar.
Yanma esnasinda olusan yuksek enerjili OH ve H radikalleri yangin geciktirici tarafindan

salinan brom atomlariyla ortamdan uzaklastirilir [17].

PBDE ve PBB bilesiklerinin yangini 6nleme mekanizmasi asagida Sekil 2.1’de

O A P . ,
| — 3 || + Br
Y 27 &%
Br’ Br Br’

B + RH —— R + BrH

gosterilmistir.

BrH + H ——> H, + Br

BrH + 'OH ——* H,0 + Br

Sekil 2.1 Bromlu yangin geciktiricilerin yangin dnleme mekanizmasi

Uygun yangin geciktiricinin segilmesinde polimerin termal kararhligi 6nemli bir
faktordir. Bromlu yangin geciktiriciler genellikle 50 °C de ayristigi icin ¢ok iyi yangin
geciktirme islevi gorurler. Fakat, bu 6zellikleri 1sinan esyalarda veya glinese maruz
kalan Urinlerde fazla miktarda gereksiz salinima da sebep olmaktadir. Bircok bromlu
bilesik zayif karbon-brom baglarindan 6tiri bu termal 6zellige sahiptir. Polimerin
bozulmaya basladigi sicakligin altinda veya ustiinde bozulan veya ugucu hale gegen
yangin geciktirici islevsiz olacagindan su an piyasada kullanilan yangin geciktiriciler bu

Ozelliklere sahip olacak sekilde optimize edilmislerdir [18].

Genellikle alifatik bromlu bilesikler aromatik bromlu bilesiklere gére daha az termal
karalilik gosterdiklerinden yangin geciktirici olarak diinyada en yaygin olarak aromatik

bromlu bilesikler kullaniimaktadir.



En ¢ok kullanilan PBDE ve PBB molekillerine érnekler Cizelge 2.1’de verilmislerdir. Bu

bilesikler genellikle uluslarasi isimlendirme sisteminden ziyade yaygin olarak sahip

olduklari brom atomlari sayisina ve dizilimine gére isimlendirilirler.

Cizelge 2.1 Bilesiklerin tanimlanmasi

Molekdiler Yapi Yaygin adi isim
Br Br
o) 2,2',4,4'-tetra-
BDE-47
bromodiphenyl ether
Br Br
Br Br
© pr 2,2',3,4,4'5' 6-hepta-
BDE-183 _
Br Br Br bromodiphenyl ether
Br
Br Br
“r © “r 2,2',3,3',4,4',5,5' 6-nona-
BDE-206
Br Br Br bromodiphenyl ether
Br Br
Br o Br Deca_
BDE-209
Br . Br bromodiphenyl ether
Br Br
Br Br Br Br
- Deca-
BB-209

Br Br Br Br

bromobiphenyl

Muhtemel tirlerin en yiiksek sayisi 209 dur ve izomerlerin numarasi mono-, di-, tri-,

tetra-, penta-, hegza-, hepta-, okta-, nona- ve decaya karsilik sirasiyla 3, 12, 24, 42, 46,

42,24, 12,3 ve 1 dir.




2.1.1 Kullanim Alanlan

PBDE bilesikleri yillardir yangin 6nleme amaciyla kullaniimislardir. Kirlilik acgisindan

hangi yangin geciktiricinin, nerede ve ne kadar kullanildigi 6nemlidir. Cizelge 2.2’de

gorildugl gibi PBDE yangin geciktiriciler recine ve polimerlerde kullanilir.

Cizelge 2.2 PBDE ve PBB bilesiklerinin kullanim alanlari

Regine veya polimer

Temel Uygulamalar

Son Uriin

Akrilonitril butadien | Kaliplandirilmis kisimlar | Televizyon setleri, bilgisayar kasasi,
stiren sa¢ kurutma makinesi, otomobil
kisimlari

Epoksi Devre karti, koruyucu Bilgisayar, gemi ic malzemesi,
kaplama elektronik kisimlar

Fenolikler Yazici devre karti Kagit tabakalar

Poliakrilonitril Paneller, elektriksel Isiklandirma panelleri, evsel
bilesenler elektriksel uygulamalar

Poliamid Elektrik iletkenleri, Bilgisayarlar, ileticiler, otomobil

otomobil i¢ kisimlari

enddustrisi

Polibutilen teraftalat

Elektriksel bilesenler

Anahtarlar, sigortalar

Polietilen Capraz bagh kablolar, | Gi¢ kablolari, 1sitma tiplerinin
kopukler, hava | yalitimi, deniz uygulamalari, bina
korumasi, nem | kontrol cihazlari
bariyerleri

Polietilen teraftalat, | Elektriksel bilesenler ve | Kutular, roleler, bobinler.

polipropilen elektronik cihazlar Televizyon ve elektronik aletler,

elektromekaniksel kisimlar, yer alti
baglanti kutulari

Polistiren/yuksek
etkili polistiren

Televizyon kasasl ve
arka kaplamasi,
elektriksel ev aletleri

Duman detektorleri, ofis makineleri,
evdeki elektriksel uygulamalar

Polivinil klorid

Kablo koruyuculari

Tel ve kablolar, zemin kaplamasi

PoliGiretan Paketleme malzemeleri | Mobilya, ses yalitimi, tahta benzeri
ardn
Tekstil Kaplama Halilar, otomobil kumaslari,

mobilyalar, askeri giivenlik elbiseleri




2.1.2 Cevre ve insan Saghg Uzerindeki Etkileri

Cevre ve saglk lGzerindeki potansiyel risklerinden dolayli PBDE bilesiklerinin kullanimina
iliskin endiseler s6z konusudur. Bu bilesikler asitlere, bazlara, isiya, 1s18a ve hatta
indirgeyen veya okside eden bilesiklere karsi direnclidir [19], [20] ve bu nedenle
cevresel ortamlarda kalici 6zellik gosterirler. Biyolojik donlisim testleri de PBDE’lerin
kalici olduklarini gostermistir. Mutatoks testinde herhangi bir genotoksik davranis
gozlenmemistir fakat PBDE’lerin hormon dizenini etkiledigi yapilan ¢alismalarla tespit

edilmistir [21].

Diger taraftan yiksek lipofilik ozellikleri ve bozunma mekanizmalarina karsi direncli
olmalari da PBDE’leri gevre igin zararli hale getirmektedir. Canli yapilarda da biyolojik

birikme gosterirler.

PBDE’lerin gevreye salinimlarinin gergeklestigi yollardan biri atik imha islemidir. PBDE
iceren Urlnler evsel atik olarak ¢op sahalarina veya atik yakma Unitelerine birakilirlar.
Cop alanlarinda ve yakma (nitelerinde bulunan atiklarda katki malzemesi olarak
kullanilmis PBDE bilesikleri hava salinarak cevre kirliligi olustururlar. Dogada yok
olmalari bahsedildigi tizere biyolojik bozunmayla mimkin degildir fakat fotoliz ile sekil
degistirebilirler. Tabi bu donlisim olumlu anlamda degildir. Yapilan galismalarda Sekil
2.2’de goruldigu gibi 1sinin etkisiyle bilesiklerin daha zararh olan dioksin (PBDD) ve
furan (PBDF) bilesiklerine donistikleri tespit edilmistir. Bu nedenle su sonuca
varilabilir ki atik yakma islemi 1si etkisiyle PBDE’lerden daha zararh bilesikleri

olusturarak cevre kirliligine sebep olur [22].
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Sekil 2.2 Deka-BDE den PBDF ve PBDD olusum mekanizma

Cevreye salinan bilesikler, deniz, gol ve benzeri su sistemlerinde, bu sistemlerde
bulunan canlilarin yapisinda, sediment gibi gcevresel ortamlarda birikme gosterirler. Bu
birikmeleri inceleme adina yapilmis bircok calisma vardir [23], [24], [25]. Bu
calismalardan bir tanesi TUBITAK UME organik kimya grubu laboratuarlarinin da
katildigi ENV-08 Avrupa Metroloji Arastirma Programi (EMRP) projesidir. Bu projede su
ekosisteminde bulunan toplam PBDE bilesiklerinin tayini icin tayin limitinin (LOQ) 0,15

ng/L oldugu valide edilmis GC-IDMS metodunun gelistiriimesi hedeflenmistir.

Bu bilesiklerin insan saghgi Uzerindeki etkileri ise ayri bir ¢alisma konusudur. Yapilan

calismalarda elde edilen ilk bulgu 1972 yilinda 2,2,4,4’-tetrabromodifenil bilesiginin



insan sutinde tespit edilmesidir. Bu seviye her gegen giin artmaktadir. Yapilan
calismalarla bu bilesiklerin insan vicudunda en ¢ok zarar verdigi bolgenin endokrin
sistemi oldugu ve temel organlarin anormal bir bicimde gelismesine sebep oldugu
tespit edilmistir. Endokrin sistemi viicuttaki bobrek, pankreas ve salgi bezleri yapilar
arasinda baglanti kuran sistemdir. Bu nedenle bu sistem Uzerindeki herhangi bir
olumsuz midahale veya etki baska metabolik saglik problemlerine yol acabilmektedir.
Hormonsal aktivitedeki herhangi bir eksilme, yok olma veya artma endokrin sisteminin
bozulmasina sebep olmaktadir. PBDE bilesikleri gibi endokrin sistemini bozan sentetik
kimyasallar diinya genelinde niifus Gzerinde kalicidir ve nesilden nesile aktarilir [26],

[27]. Bu yiuzden bu tip kirleticilerin stirekli izlenmesi cok énemlidir.

2.1.3 Kullanimina Getirilen Sinirlamalar

Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada tarafindan polibromlu bifenillerin (PBB)
Uretiminin durdurulmasindan sonra 1970’lerin son ddnemlerinden bu yana kuzey
Amerika’da buyilk oranda PBDE bilesikleri kullanilmistir. 2005 yilina kadar ticari olarak
¢ PBDE tiirli, pentaBDE, oktaBDE ve dekaBDE'nin yaygin olarak kullanildig
bilinmektedir. Fakat yasanilan endiselerden dolayr 2004 Aralik ayinda pentaBDE ve
oktaBDE nin Uretimi Kuzey Amerika’da durdurulmustur. Cevresel Koruma Ajansi (EPA)
Agustos 2006 da yirirlige giren Onemli Yeni Kullanim Kurallari (SNUR) altinda bu
kimyasallarin Gretimini, kullanimini ve ithal edilmesini dizenlemeye baslamistir. Bu
kurala gore insanlar ve is sahasi bu kimyasallari Gretmeden, kullanmadan veya ithal
etmeden 90 glin dnce EPA’yi bilgilendirmelidirler. Daha sonra EPA degerlendirme yapip
uygun olmayan durumlari tespit ederse bu kimyasallarin kullanimini yasaklayabilir veya

sinirlama getirebilir.

Bu islemlere ragmen federal dizenlemelerin zayif oldugu disinilerek bircok eyalet
kendi yasalarini yurirlige sokmustur. pentaBDE ve oktaBDE yi yasaklayan eyaletler
Kaliforniya, Hawaii, lllinois, Maine, Maryland, Michigan, Minnesota, New York, Oregon,

Rhode Island ve Washington’dur.

Kanada’da da uluslararasi bir diizenleme yurirlige sokulmustur. Buna gére Kanada’da

pentaBDe ve oktaBDE nin kullanimi ve satisi 2006 vyilinda yasaklanmistir. 2008
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Temmuzda ise dekaBDE nin Uretimi yasaklanmis fakat ithal edilmesi ve kullaniimasi

serbest birakilmistir.

Avrupa’da ise pentaBDE Almanya, isvicre ve Hollanda’da 1980’lerin sonunda ve
1990’larin basinda yasaklanmistir. Agustos 2004 de Avrupa Birligi (EU) agirlikca % 0.1
veya daha fazla pentaBDE ve okta BDE igeren dUrlinlerin satisini ve kullanimini
yasaklamistir. dekaBDE bilesiginin kullanimi ise 2002 vyilinda yayinlanan Zehirli
Maddelerin  Kullaniminin ~ Kisitlandirilmasi  RoHS  Direktifi  (2002/95/EC) ile
yasaklanmistir. Ayni sinirlama Atik Elektrikli ve Elektronik Cihazlar Direktifi (WEEE
2002/96/EC) ile de desteklenmistir. Bu uygulama Turkiye Cumhuriyeti Cevre ve Orman
Bakanligi tarafindan da yirirlige sokulmus ve alinan kararlar 30 Mayis 2008 tarihinde
yayinlanan Resmi Gazetede EEE “Elektrikli ve Elektronik Esyalarda Bazi Zararli
Maddelerin Kullaniminin Sinirlandirilmasina Dair Yonetmelik” ile sunulmustur [28],

[29], [30].

2.2 Plastik Malzemeler

Calismada plastik yapi olarak polipropilen (PP), polietilen (PE) ve akrilonitril butadien

stiren (ABS) kullaniimistir.

2.2.1 Polietilen

Polietilen, ¢ok cesitli Grinlerde kullanilan bir termoplastiktir. Termoplastik ya da isil
plastik malzemeler, isitildiklari zaman kalici degisime ugramayan plastik malzemelerdir.
Plastik endistrisinde genellikle ismi kisaca PE olarak kullanilir. Polietilenin Giretim sekli,
etilenin polimerizasyonu ile olur. Polimerizasyon metodu, radikal polimerizasyon,
anyonik  polimerizasyon, iyon koordinasyon polimerizasyonu ve katyonik
polimerizasyon metotlari seklindedir. Bu metotlarin her biri Sekil 2.3’de goruldigu gibi

farkl tipte poletilen Gretimi saglar.
I
| [ /n
H H
Sekil 2.3 Polietilen molekil formalu
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Polietilen yogunluk ve kimyasal ozellikleri g6z 6nline alinarak gesitli kategorilerde
siniflanir. Mekanik ozellikleri, molekiler agirhgi, kristal yapisi ve dallanma tipine

baghdir.

UHMWPE (ultra yliksek molektler agirlikh PE) (ultra high molecular weight PE)
e HDPE (ylksek yogunluklu PE) ( high density PE)

e HDXLPE (yliksek yogunluklu capraz bagh PE) (high density cross-linked PE)

e PEX (capraz bagh PE) (cross-linked PE)

e MDPE (orta yogunluklu PE) (medium density PE)

e LDPE (diistk yogunluklu PE) (low density PE)

e LLDPE (lineer bagh disuk yogunluklu PE) (linear low density PE)

e VLDPE (cok diisiik yogunluklu PE ) (very low density PE)

Ozellikleri tiplere gore degisiklik gosterse de; dis ortam kosullari ve neme karsi iyi
direng, esneklik, zayif mekaniksel kuvvet ve Ustin kimyasal direng genel o6zellikleri
olarak sayilabilir. Uygulama alani olarak filmler, paketleme malzemesi, cantalar,
borular, konteynirlar, endustriyel uygulamalar, otomotiv sanayisi, siseler, bilgisayarlar,
elektriksel yalitim malzemesi, kaplama malzemesi, gida saklama kaplari gibi alanlar

mevcuttur [31].

2.2.2 Polipropilen

Polipropilen otomotiv sanayinde kullanilan pargalardan, tekstil ve yiyecek
paketlemesine kadar c¢ok genis kullanim alani olan termoplastik bir polimerdir.
Kimyasal c¢ozicilere (asit ve baz) karsi asiri derecede direnclidir. En yaygin ticari
polipropilen kristal yapisi disik yogunluklu poletilen (LDPE) ve yiksek yogunluklu
poletilen (HDPE) arasinda bir seviyeye sahiptir. Young moduli (elastizite modill) de
orta seviyededir. Bununla beraber, LDPE’den daha az sert ve HDPE'den ¢ok daha az
gevrektir. Kirllmaya karsi iyi dirence sahiptir. Polipropilen oldukca ekonomiktir ve
renksiz oldugunda yari saydam 06zellik gosterir. Homopolimer, rastgele kopolimer ve
blok kopolimer olmak (zere polipropilenin genel (g tipi vardir. Polipropilen molekiil

formuli Sekil 2.4’de gorilmektedir.
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Sekil 2.4 Polipropilen molekil formuli

Polipropilenin uygulama alanlari, basta otomotiv uygulamalari olmak lzere, mutfak
esyalari ve benzeri elektriksel ve elektronik uygulamalar, film, medikal alanda ve
laboratuarda kullanilan plastik malzemeler, bulasik makinesinde erimeyen plastik
kaplar, elektriksel kablolarin yalitimi, evlerde kullanilan paspaslar, plastik siseler,

paketleme Urinleri, konteynirlar olmak Gzere ¢ok cesitlidir [32].

2.2.3 Akrilonitril Butadien Stiren

Akrilonitril butadien stiren veya kisaltilmis ismi ile ABS ise (kimyasal formuli
CgHsg:C4Hg-C3H3N)x) kalip yolu ile Gretilen Grlinlerde ¢ok yaygin olarak kullanilan hafif ve
sert bir polimerdir. Borular, otomotiv parcalari, koruyucu kasklar ve oyuncaklar (6rn:
lego) kullanim alanlarindan birkagidir. Bu malzeme polibitadien iginde stiren ve
akrilonitrilin polimerizasyonu ile elde edilen bir kopolimerdir. icerdigi madde oranlari %
15-35 arasi akrilonitril, % 5-30 arasi butadien ve % 40-60 arasi da stiren olarak
degisiklik gosterebilir. Sonug olarak, poli (stiren ve akrilonitrilin) kisa zincirleri ile
polbltadienin uzun zincirlerinin capraz baglanmasidir. Komsu zincirlerden nitril
gruplari, kutupsal olarak diger zincirleri ¢ekip baglayarak, saf polistirenden daha
dayanikli olan, ABS olustururlar. Stiren plastige parlaklik ve iyi ylzey verir. Blitadien
kauguk Ozelliklerini, disik sicakhkta esnek olabilmeyi saglar. ABS, -25 °C ve 60 °C
arasinda kullanilabilir. ABS, otomobiller, iletisim araclari ve ticari esyalarda kullanildig
gibi elektrikli ve elektronik ekipmanlarda da oldukga yaygin olarak kullaniimaktadir.
Ayrintili bir sekilde bahsedilecek olursa; otomobil i¢c parcalari, ev gerecleri, is
ekipmanlari, insaat malzemeleri, bobinler, siseler, mobilyalar gibi kullanim alanlarn
vardir. Bu Uc¢ polimer tirl de ¢ok genis uygulama alanina sahiptir fakat sadece yaygin

olarak kullanilan alanlardan bahsedilmistir [33].

13



2.3 Ekstraksiyon Teknikleri

Polimerik malzemelerde gerceklestirilen ekstraksiyon cevresel veya gida érneklerinde
gerceklestirilen ekstraksiyona gore daha zor bir islemdir. Geg¢mis vyillarda kati
orneklerden organik bilesiklerin ekstraksiyonu icin sokslet ekstraksiyon yontemi
kullanilmistir.  Simdilerde ise Sokslet ydnteminin yani sira ultrasonik destekli
ekstraksiyon (UAE), mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE) ve basinglandirilmis ¢ozici
ekstraksiyonu (PSE) sistemleri kullanilmaktadir. Bu tekniklerin tercih edilmesi avantaj

ve dezavantajlarina gére yapilmaktadir.

2.3.1 Basinglandirilmis Coziicii Ekstraksiyonu (PSE)

PSE ayni zamanda basingh akiskan ekstraksiyonu (PFE) ve ticari olarak “Hizlandiriimis
Coziicii Ekstraksiyonu” (ASE) olarak da bilinir. ilk defa 1996 vyilinda kullaniimaya
baglanmistir.  Sekil 2.5 ve 2.6’'da goruldigu gibi basinglandiriimis ¢dzicu
ekstraksiyonunda, kati veya yari kati 6rnek kapali numune kabina yerlestirilir ve sonra
ayirici olarak duruma gore toprak veya sodyum siilfat eklenir. Numune kabi bir i1sitma
donglisline tabi tutulur. Isitma dongisinin basinda kaba ¢ozicl eklenir ve sistemin
sicakhigr artirihir. Sicaklik artarken basincin da arttirilmasiyla ¢oziicliniin kaynamasi
engellenmis olur. Sicakligin yikseltilmesiyle ekstraksiyonun kinetigi artar ve boylelikle

etkili bir ekstraksiyon gerceklesmis olur [34].

Sekil 2.5 PSE isletim semasi (1: Azot tanki, 2: Basing Kanali, 3: Vanalar, 4: Firin, 5:

Numune kabi, 6: Ekstrakt toplama siseleri, 7: Manometre)
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Sekil 2.6 Otomatik PSE cihazi

Genel bir degerlendirme yapilirsa; uygun ¢ozicinin kullanilmasi, sicakligin basincin
ayarlanmasi sokslet ekstraksiyonuna benzemektedir. Sokslet ekstraksiyonu 1879
yilinda kullanilmaya baslanmistir fakat ekstraksiyonun 16-24 saat gibi uzun zaman
gerektirmesi, 100-500 mL gibi yuksek hacimlerde c¢oziicliye ihtiyag duymasi gibi
dezavantajlari yizinden vyerini PSE almistir. PSE yontemi bu dezavantajlari ortadan
kaldirir. Sokslet ekstraksiyonuna nazaran daha az ¢ézicil harcanir ve daha kisa stirede
ekstraksiyon gerceklestirilir. PSE yonteminin diger avantajlari sistemin otomatik olmasi
ve sicakligin  kontrol edilebilir olmasidir ki bu 6zellikler metodun ylksek
tekrarlanabilirlik degerlerine sahip olmasini ve sicaklikla bozulan bilesiklerle kontrolli
bir sekilde calismayi saglar. PSE sisteminin polimerik maddelerde katki maddesi,
cevresel ornekler, gidasal ve biyolojik 6rneklerde organik, organometalik bilesiklerin

ekstraksiyonu gibi bircok uygulama alani vardir [35].

2.3.2 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MAE)

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE) yonteminde isi kaynagl olarak mikrodalga
enerjisi kullanilir. Cihazda ¢6zlicli ve 6rnegin ayni anda yerlestirildigi bircok kapali kap
bulunmaktadir (Sekil 2.7). Bu kaplarda 6rnek ve ¢o6ziici sistemine ayni anda sicaklik ve
basing uygulanir. Boylece ¢ozlicii sistemi kaynama noktasindaki sicaklik degerinin
Ustline 1sitilabilir. Bu sekilde analit yliksek sicakliktaki ¢ozlcl sayesinde, matriksten

¢ozicuye diflize olur. Kullanilan ¢6ziici sisteminin mikrodalga enerjisini absorblayip
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Isinabilmesi igin elektriksel gecirgenligi olan bilesen icermesi gerekir bu nedenle
genellikle ¢ozicu olarak polar/apolar ¢ozlici karisimlari tercih edilir. Bu sistemin
avantaji kisa slirede az ¢6zlici harcayarak ayni anda birden cok 6rnegi ekstrakste
edilebilmesidir. Diger taraftan dikkat edilmesi gereken husus ise mikrodalga enerijisinin
ylksek yanicihigl olan organik coziiclilerde kullanilmamasidir. Boyle bir durum tehlike
arz etmektedir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminin etkinligi ekstraksiyon
¢Ozliclsi, sicaklik, ekstraksiyon zamani, matriks etkisi ve su icerigi gibi bircok faktore

baghdir [36].

Sekil 2.7 Otomatik MAE cihazi

2.3.3 Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UAE)

Ultrasonik destekli ekstraksiyonda ultrason etkisi, basing dalgalarinin elastik 6zelliklere
sahip fiziksel bir ortamda yayilmasi sonucu olusur. Mekanik titresimler mekanik basing
dalgalarina doniserek enerjiyi ortama ve ortam da dalgayla temas eden maddeye
aktarir. Titresim halindeki nesne hareketini ortamdaki molekillere aktarir ve her

molekil bu hareketi komsu molekiile ileterek baslangic konumuna geri déner.

Ultrasonik dalgalar bir ortamdan gecerken kiitle transferi Gzerindeki hem i¢ ve hem dis
dirence etki ederler. Yiksek siddetli ultrason sivi iginde karistirma sagladigi icin kutle
transferi Gzerindeki dis direnci dislrir. Bu karistima islemi ise ultrasonik dalgalarin
sebep oldugu ses riizgar etkisiyle ortaya ¢citkmaktadir. Bu sekilde kati-sivi ara ylizeyinde

mikro dlzeyde bir karisma gergeklesir. Bu mikro karisma olayi cok dnemlidir ¢linki kati
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ylzeyinin ¢ok yakininda gerceklesmekte ve diflizyonun olustugu sinir tabakasini azaltici

yonde etki etmektedir. Bu etki de kiitle transferinin olusmasini saglar [37].

Basit ve etkili bir yontem olmasi bu teknigin son yillarda organik bilesiklerin
ekstraksiyonunda tercih edilmesini saglamistir. Ayrica dislik sicakliklarda etkin olarak
uygulanabildiginden sicakliga duyarli maddelerin bozulmadan ekstrakte edilmesini
mimkin kilar. Ultrasonik ekstraksiyonda verimli bir sonu¢ elde etmek igin 6rnek
miktari, parcacik boyutu, ekstraksiyon c¢oziclsinln tirt, pH degeri ve hacmi,
uygulanan ultrasonik glic, siklik, ekstraksiyon siresi ve sicakligl parametrelerini
optimize etmek gerekir. Ultrasonik ekstraksiyon geregeklestiren cihazlar Sekil 2.8’de

gorilmektedir.

(a) (b)

Sekil 2.8 Ultrasonik banyo (a) ve ultrasonik cubuk (b)

2.3.4 Sokslet Ekstraksiyonu

Sokslet ekstraksiyonu Baron Von Soxhlet tarafindan 19. ylzyilin ortalarinda gelistirilmis
bir metottur. 1980’li yillarda modern ekstraksiyon teknikleri gelistirilene kadar olduk¢a
genis kullanim alanina sahipti, buglinlerde ise hala kati 6rneklerden organik bilesiklerin
ekstraksiyonu icin referans metot olarak kullaniimaktadir. Sokslet aparati Sekil 2.9'da
gorilmektedir. Sekilde goérildigiu gibi sistem (¢ ana bilesenden olusmaktadir. Ust
kissimda ¢6zlici buharinin geri donls yaptigl yogunlastirici, orta kisimda yiksik

tutucunun oldugu sifon, son kisimda da yliksiige baglantil olarak ekstraktin toplandigi
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cam aparat vardir. Ornek, delikli seliiloz &rnek yiiksiigiine koyulur. Ekstraktin toplandigi
cam aparata 10 g 6rnek icin yaklasik 300 mL ¢6zlicii koyulur. Daha sonra bu cam aparat
isitici kafes ile yavasca isitilir. Isitma ile olusan ¢6ziici buhari yogunlastirici bélgesine
gecer ve yogunlasarak yliksiik olan kisma akar. Yuksik haznesi en (st seviyeye kadar
doldugunda sivi, sifon yardimiyla tekrar ekstraktin toplandigi cam aparata bosalir. Bu
dongl istenilen verimde ekstraksiyon gerceklestirilene kadar devam eder. Ekstrakte
edilen analitler ¢ézlicliniin kaynama sicakligindan daha yuksek sicaklikta kaynadigi igin,
¢Ozlcu donlsiim yaparken analit ¢ozlicl igerisinde kalir. Bu yontem bahsedildigi gibi
uzun vyillar kati maddelerden organik bilesiklerin ekstraksiyonu icin kullaniimistir ve
hala kullaniimaktadir fakat uzun zaman gerektirmesi ve asiri ¢ozlicli sarfiyatina sebep
oldugu icin yerine PSE, UAE ve MAE gibi daha ekonomik ve pratik ekstraksiyon

yontemleri tercih edilmektedir [38].

Sekil 2.9 Sokslet Aparati (1: Karistirici cubuk, 2: Ekstrakt toplayici aparat, 3: Distilasyon
yolu, 4: Sokslet yukstgu, 5: Ekstraksiyon katisi (Artik kati), 6: Sifon giris kolu, 7: Sifon
cikis kolu, 8: Genisleme adaptori, 9: Yogunlastirici, 10: Soguk su girisi, 11: Soguk su
cikisi)
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2.4 Kromatografi

Kromatografi bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz olmak
tizere birbiriyle karismayan iki fazli bir sistemde ayriimasi yéntemidir. ilk kez Rus
botanik¢i Mikhail Tsvett (1903) tarafindan gelistirilen bir ydntemdir. Tsvett bu yontemi
bitki pigmentlerini ayirmakta kullanmistir. Kullandigi kolonda renkli bantlar
olustugundan bu ayirma yontemine kromatografi adini vermistir. Sabit faz plirtizli veya
granul halde kati veya kati Uzerine absorbe edilmis ince sivi film seklinde olurken,
hareketli faz gaz veya sivi olabilir. Calisma prensibi ¢esitli maddelerin hareketli faz
yardimiyla sabit faz (izerinde, degisik hizlarla hareket etmeleri veya siriklenmeleri

esasina dayanir.

Kromatografi, ayrilma mekanizmalarina, uygulama bicimine ve faz tiplerine gore
siniflandirilir. Ayrilma mekanizmalarina gore siniflandirilan kromatografi tekniklerine
ornek olarak adsorbsiyon, dagilma, iyon degistirme, molekiiler eleme, iyon cifti, afinite
kromatografisi verilebilir. Uygulama bigimine gore ise, diizlemsel kromatografi ki
bunlar kagit ve ince tabaka kromatografisi ve kolon kromatografisi yani gaz ve sivi
kromatografisi seklinde siniflandirma s6z konusudur. Faz tipine gore ise kromatografi,

sivi-sivi, sivi-kati, gaz-kati ve gaz-sivi seklinde siniflandirilir.

Adsorbsiyon kromatografisi, 6rnek bilesenlerinin dolgu malzemesinin yizeyinde farkli
olarak tutunmalari sonucu meydana gelen bir ayirma islemidir. Bu kromatografide
maddeler kati olan sabit faz ile sivi veya gaz olan hareketli faz arasinda etkilesir. Bu
yontemdeki kati faz, ayrilmasi gereken maddeleri pargalamamali, onlarla kimyasal
reaksiyona girmemeli, adsorbsiyon kapasitesi yiksek olmali ve adsorbladiklari
maddeleri kolaylikla geri vermelidirler. Dagilma kromatografisinde ise maddeler sivi
olan sabit faz ile sivi veya gaz olan hareketli faz arasinda dagilir. Birbiriyle karismayan
iki sividan, yani iki fazdan olusan bir faz sistemi igine konulan madde bu sivilardaki
¢Ozlinltirligline bagh olarak iki faz arasinda dagilir ve dengeye ulasir. Boyle bir sistemde
maddelerin dagilmasi sabit olup dagilma katsayisi ile ifade edilir ve Ky ile gosterilir.
Boylece Ky degerleri birbirinden farkli olan maddeler kromatografik sistem igerisinde
farkli hizlarda ilerleyerek birbirinden ayrilirlar. Diger bir yontem olan iyon degistirme
kromatografisi, maddelerin iyonik gruplari ile iyon degistiricideki iyonik gruplarin es

deger miktarlarinin karsilikli yer degistirmesi esasina dayanir. iyon degistirici anyon
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veya katyon seklinde olabilmektedir. inorganik iyon degistiricilere, Na,Al,Si4;01, ve
Na,P, organik iyon degistiricilere de anyonik, katyonik ve anfoter recineler 6rnek
verilebilir. lyon degistirmeyi etkileyen faktorler ise, hareketli faz derisimi ve pH si ve
kompleks olusturma etkisidir. Bu tiir kromatografi, ayrilmalari glic olan bazi iyonlarin
ve asitlerin, aminoasitlerin ayiriminda, seyreltik iyon ¢Ozeltilerinin
derisiklestirilmesinde ve asit ve baz elde edilmesinde kullanilir. Molekiiler eleme
kromatografisinde ise karisimdaki molekillerin molekil blyukliklerine gére ayrilmasi
esasl s6z konusudur. iyon cifti kromatografisinde de iyonlasabilen asidik ve bazik
maddelerin ayrilmasi gerceklestirilir. Diger bir yontem olan afinite kromatografisi
segiciligi yuksek olan bir tekniktir. Antijen-antikor, enzim-substrat ve reseptér-ilag gibi

oldukca 0zel etkilesimlere dayanir [39].

Uygulama bigimine goére ayrilan kromatografilerden ilki kagit kromatografisidir. Bu
yontemde kalin bir slizge¢ kagidi destek, onun gozeneklerine yerlesen su ise sivi fazi
olusturur. Hareketli faz bir ylrGtlca tank igine yerlestirilmis uygun bir sividir. Boylece
kagit kromatografisi bir sivi-sivi dagihm kromatografisidir denilebilir. Bu gruba giren
ikinci ydontem ince tabaka kromatografisidir. Bu yontem aslinda bir kati-sivi adsorbsiyon
kromatografisidir. Buradaki sabit faz cam plakalar Ustline ince bir tabaka halinde
sivanmis kati adsorban maddedir. Adsorban madde olarak alumina, silika jel, seltloz ve
benzeri maddeler kullanilabilir. Bu ydntemde hareketli fazin sabit faz lzerinden
ilerleyisi asagidan yukariya dogru olur. Coziicl kilcallik etkisi ile icerisine daldirilan ince
tabaka plakasi Gizerinde yurir. Bu islem sirasinda plakanin alt kesimlerine bir damlalikla
onceden damlatilmis olan karisimi da farkh hizlarla yukariya striikler. Ayirim bu sekilde
saglanmis olur. Yirime hizi maddenin, kati fazin ve ¢dzlcinln polaritesine baghdir.
Uygulama biciminde farklilik gosteren bir diger yontem ise sivi kromatografisidir. Sivi
kromatografisi dizlemsel ylzeylere ve kolonlara uygulanabilen bir kromatografi
tdradir. Normal faz ve ters faz olmak lizere ayirim iki mekanizma Uzerinden ilerler.
Normal faz mekanizmasinda sabit faz polar, hareketli faz ise apolar veya dusiik
polariteye sahiptir. Ters faz da ise sabit faz apolar, hareketli faz polardir. Bu yéntem
yiksek secicilige sahip ayirim gerceklestirir. Diger bir yontem ise gaz kromatografisidir.
Yapilan tez galismasinda analizler gaz kromatografisi-tandem kitle spektrometresi ile

gerceklestirildigi icin bu teknik detayli bir bicimde anlatilmistir [40].
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2.5 Gaz Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometresi

2.6 Gaz kromatografi (GC)

Gaz kromatografisi yontemi, bir karisimda gaz halinde bulunan veya kolayca
buharlastirilabilen maddelerin birbirlerinden ayrilmasinda kullanilir. Bu yontemde
hareketli faz bir gazdir. Bu gaz azot, helyum, argon gibi bir gaz olup "tasiyici gaz" adini
alir. Sabit faz ise kolonda yer alir ve alumina, silika gibi bir kati olabilir. Bu durumda
yontem "gaz-kati kromatografisi" adini alir. Eger sabit faz, kieselghur gibi kati dolgu
maddesi Ulzerinde tutulmus ugucu olmayan bir sivi filmi ise yontem "gaz-sivi

kromatografisi" adini alr.

Gaz kromatografi cihazinda (GC), numune buharlastirilir ve kromatografik kolonun
girisine enjekte edilir. inert (ortamdaki diger bilesiklerle etkilesime girmeyen) bir
hareketli gaz faz ile eliisyon yapilir. Diger kromatografik yontemlerin aksine gaz faz,
analitin molekdlleri ile etkilesmez; gazin tek islevi analiti kolon boyunca tasimaktir.

Gahsma prensibinin kisaca sematik gorinim Sekil 2.10°da verilmektedir [41].

Kaydedici
Enjeksiyon

L N

Kolon

Tasiyicl Gaz GC Firini

Sekil 2.10 Gaz kromatografi cihazi sematik goriintlsu

2.6.1 Tasiyicl gaz

Kimyaca inert olmasi gereken tasiyici gaz, genelde helyum, hidrojen, azottur. Gaz

secimi kullanilan detektor tipine gore vyapilir. Tasiyicl gaz tlpine bagl halde, basing
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ayarlayicilar, gostergeler ve akis sayaglari bulunur. Bunlara ek olarak su veya diger

safsizliklari gidermek icin gaz sisteminde cogu zaman molekiiler elek bulunur.

2.6.2 Numune Enjeksiyon Sistemi

Kolon verimi, numunenin uygun miktarda ve buhar halinde ‘bir defada’ verilmesini
gerektirir. Yavas enjeksiyon veya daha fazla miktarda numune verilmesi, pik
genislemesine ve disuk ayirma glcine neden olur. Sivi veya gaz numune
enjeksiyonunda, en yaygin yontem sizdirmaz enjektorler kullanimidir. Enjeksiyon, bir
silikon lastik diyaframdan veya bir septumdan yapilir. Septumun hemen arkasinda,
kolonun giris ucunda hizli buharlastirici bélme bulunur. Enjeksiyonun yapildigi bu kisim
numune iginde kaynama noktasi en blyik maddenin kaynama noktasindan 50°C kadar
yiksek sicakliga kadar isitilir. Normal analitik amaclar icin enjeksiyon hacmi, 0,1-20 uL
arasinda olabilir. Kilcal kolonlarda daha kiguik miktarlar (10° pL) enjekte edilir. Bunun
icin kolon girisine bir bollci yerlestirilir. Bollicli enjekte edilen numunenin bir kisminin

kolona gitmesini saglarken, diger kisim disari atilir [41].

2.6.3 Kolon Yerlesim Bicimi ve Kolon Firin

Sekil 2.11’de gorildugu gibi dolgulu ve kilcal olmak lizere gaz kromatografide iki tip
kolon kullanilir. Bugline kadar ¢alismalarin blyik ¢ogunlugu dolgulu kolonlarla
gerceklestirilmistir. Ancak son zamanlarda durum hizla degismektedir ve goriuldugi
kadariyla dolgulu kolonlar, bazi 6zel uygulamalar harig, yerlerini daha verimli ve hizli

kilcal kolonlara birakmistir.

Kromatografik kolonlarin boylari 2-50m veya daha biyuk olabilir. Paslanmaz celikten,
camdan, erimis silisten veya teflondan kolonlar yapilabilir. Bu kolonlar isi kontroli

yapilan bir firina yerlestirilebilmek igin 10-30 cm gapinda spiraller haline getirilirler.

En az hata ile ¢alisabilmek icin, 0,1 °C duyarlilikla kontrol edilmesi gereken bir baska
onemli parametre ise kolon sicakligidir. Bu nedenle kolon, sicakligi kontrol edilebilen
bir bolmeye yerlestirilir. Optimum kolon sicakligi numunenin kaynama sicakligina ve
istenen ayirma verimine baghdir. Kabaca, numunenin ortalama kaynama sicakliginin
biraz Ustlinde bir sicakhktaki kolonda maddelerin eliisyon zamani 2-30 dk arasinda

degisebilir. Cok genis bir kaynama noktasi araligindaki numuneler icin sicaklik
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programlamasi yapmak gerekir. Sicaklik programlamasinda kromatografik ayirim

devam ederken kolon sicakhgi stirekli veya basamaklar halinde artirilir [42].

Sekil 2.11 Soldan saga dogru dolgulu ve kilcal kolon gériintisi

2.6.4 Dedeksiyon Sistemleri

Gaz kromatografide kullanilan ideal dedektérler 102 ile 10™ arasinda degisen, kullanim
amacina bagh olarak yeterli duyarliga sahip olmaldir. lyi karallik ve tekraralanabilirlik
sunmalidir. Genis dogrusal araliga ve 400 °C ye kadar varan sicalik araligina sahip
olmahidir. Akis hizindan bagimsiz kiigiik cevap zamani vermelidir. Ylksek glivenilirlik ve
kullanim kolayligi sunmalidir. Her tiirlii analite benzer cevap vermelidir ve numuneyi

parcalamamalidir.

Alev iyonlastima dedektorii (FID), termel iletkenlik dedektori (TCD), kakirt
kemiliiminesans dedektori (SCD), elektron yakalama dedektori (ECD), atomik emisyon
dedektori (AED), termiyonik dedektor (TID) olmak tzere farkh tiirlerde GC dedektori
vardir [42].

2.6.4.1 Alev iyonlasma Dedektérii (FID)

Alev iyonlasma dedektorli, gaz kromatografide en vyaygin bicimde kullanilan
dedektordir. GC kolonundan gelen gaz, hidrojen ve hava ile karistirilip elektrik gakmagi
ile tutusturularak alev meydana getirilir. Hidrojen/hava alevinde yakilan organik

bilesiklerin bircogu iyon ve elektronlar meydana getirir. Bunlar alevden elektrik
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akiminin gegmesine yardimci olurlar. Bekin ucu ile tGizerinde bulunan toplayici elektroda
birkac yiiz voltluk potansiyel uygulanirsa 10 amper kadar akim olusur. Bu akim bir

islemsel yikselticiye dl¢im igin gonderilir.

Karbon bilesiklerinin alevde iyonlasma olaylari heniliz tam olarak anlasiimis degildir.
Ancak deneyler, olusan iyon sayisinin alevde indirgenen karbon atomlari sayisi ile
orantili oldugunu gostermektedir. Alev iyonlasma dedektorii, dedektore birim
zamanda giren maddenin derisimyle degil verdigi C atomlari sayisi ile orantili oldugu

icin kitle-duyarl dedektordir.

Karbonil, alkil, halojen ve amin gibi fonksiyonel gruplar alevde hi¢ iyon vermez ya da
¢ok az iyon verirler. Ayrica yanmayan H,0, CO,, SO, ve NO, gibi gazlara da duyarh
degildir. Bu o6zellikler alev iyonlasma dedektorind, su ve azot veya kikirt gazlari ile
kirlenmis birgok organik maddenin tayininde g¢ok uygun bir dedektér haline
getirmektedir. Alev iyonlasma dedektoriniin suya karsi duyarl olmayisi bu dedektori

Ozellikle dogal sulardaki kirleticilerin tayininde kullanigh hale getirmektedir.

Dedektorin duyarlihg cok yiksektir (10™ g/s), dogrusal calisma araligi genistir (107)
ve guriltist azdir. Genellikle dayaniklidir ve kolay kullanilabilirler. Alev iyonlagsma

dedektorinilin sakincasi ise numuneyi pargaliyor olmasidir [43].

2.6.4.2 Termal iletkenlik Dedektorii (TCD)

Gaz kromatografide ilk kullanilan ve halen kullanilmaya devam eden bu dedektor,
kolondan ge¢mekte olan gazin, icinde analit molekilleri bulunmasi halinde isi
iletkenliginde meydana gelen degisime dayanmaktadir. Dedektorin diger bir adi
katarometredir. Katarometrede elektriksel olarak isitilan bir termal elemanin sicakligi,
etrafindan gecmekte olan gazin isi iletkenligine bagl olarak degisir. Bu eleman platin,
altin veya tugsten tel olabilir. Bir yari iletken termistoér de isi elemani olarak
kullanilabilir. Telin veya termistoriin direnci, gazin termal iletkenliginin 6lctstddr.
Termistorlerin 1sil iletkenliklerinin sicaklikla degisim katsayisi, metal tellerin aksine

negatiftir.

Helyum ve hidrojenin isi iletkenlikleri birgok organik bilesigin isi iletkenliginden alti-on
kat kadar buyiktiir. Bu nedenle ¢ok kiiclik miktardaki organik maddenin varliginda

dahi, kolonu terk eden gazin iletkenliginde blyik bir degisiklik meydana gelir. Buna
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bagl olarak da dedektér sicakhigl degisme gosterir. Organik gazlarin termal iletkenlikleri
birbirlerine yakin oldugundan termal iletkenlik dedektériinde iyi duyarlik icin helyum

ve hidrojen kullanmak uygundur.

Termal iletkenlik dedektortnin Ustlinlikleri arasinda basitligi, genis bir dogrusal bolge
(10%), organik ve inorganik maddelerin hepsine cevap vermesi, maddeyi parcalamamasi
sayilabilir. Termal iletkenlik dedektériiniin gdzlenebilme siniri (10® gmadde/mL tasiyici
gaz) dustktir. Diger dedektorlerin duyarhiliklari 10*-10” kez daha fazladir. Cok az

madde enjekte edildiginden kilcal kolonlar bu dedektorler ile kullanilamazlar [43].

2.6.4.3 Kiikiirt Kemiliminesans Dedekto6ri (SCD)

Son zamanlarda gelistirilen bir dedektordiir. Dedektérin temeli, bazi kikirt bilesikleri
ile ozonun verdigi reaksiyona dayanir. Reaksiyon sonrasi olusan isinin siddeti kiikirt
derisimi ile orantihdir. Dedektor ozellikle kikirt iceren kirleticilerin, Ornegin
merkaptanlarin tayininde yararlidir. Kikirt kemiliminesans dedektoriinde kolondan
gelen gazlar, hidrojen ve hava ile karistirilarak alev iyonlasma dedektoriinde oldugu
gibi yakilir. Olusan gazlar ozon ile karistirihp olusan isinin siddeti olgllur. Bu dedektor

stperkritik akiskan kromatografide de kullanilmaktadir [44].

2.6.4.4 Elektron-Yakalama Dedektorii (ECD)

Halojen iceren maddelerin segimli dedeksiyonuna imkan verdigi igin elektron yakalama
dedektorii cevre numunelerinin  tayininde ¢ok vyaygin kullanilan dedektor
durumundadir. Ozellikle pestisitlerin, poliklorobifenillerin tayininde kullanilmaktadir.
Bu tiir dedektorler X-isinlarinin 6lcimiinde kullanilan orantili sayaclara benzer bicimde
calisirlar. Kolondan ¢ikan gazlar radyoaktif yayicinin lzerinden gegirilir. Radyoaktif
madde tanecikleri genellikle azot olan taslyici gazi iyonlastirarak cok sayida elektron
olusmasina neden olur. Organik maddelerin yoklugunda dedektorde bulunan bir cift
elektrot arasinda belli bir akim meydana gelir. Kolondan elektron yakalama 6zelligi olan
organik madde gelmesi halinde elektronlarin bir kismi tutulur ve elektrotlarda akim
diismesi gozlenir. Dedektore uygulanan potansiyel puls olmazsa, olusan cevap dogrusal

degildir.
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Elektron yakalama dedektorli secicidir ve elektronegatif fonksiyonel grup iceren
molekillere karsi (halojenler, peroksitler, kinonlar ve nitro gruplari) ¢ok duyarhdir.
Aminlere, alkollere ve hidrokarbonlar gibi fonksiyonel gruplara karsi duyarli degildir. Bu

dedektorin onemli bir uygulama alani klorlu pestisitlerin belirlenmesi ve tayinidir.

Elektron yakalama dedektori ¢ok duyarldir ve segici olmasi blyik avantajdir. Ancak

dogrusal calisma bélgesi 10% kadardir [44].

2.6.4.5 Atomik Emisyon Dedektorleri (AED)

Atomik emisyon dedektorleri piyasada mevcut sistemlerdir. Bu cihazda kolon gazlari
mikrodalga ile enerjilendirilmis helyum plazmasina gonderilir. Helyum plazmasi, bir
diyod serili optik emisyon spektrometreye baglhdir. Plazmada numunedeki tim
elementler atomlastirlir ve karakteristik atomik emisyon spektrumu olusturulur. Bu
spektrum, 170-780 nm arasinda isinlari belirleyebilen, hareketli diiz diyotlu sistemden
olusan spektrometre ile gdzlenir. Sistemdeki ayarlanabilir diyod, iki veya dort elementi

ayni anda Olcebilir durumdadir [44].

2.6.4.6 Termiyonik Dedektérler (TID)

Termiyonik dedektorler fosfor ve azot igeren organik bilesiklere karsi segicidirler.
Fosfora karsi duyarligi azotun on kati, karbonun ise 10%-10° katidir. Alev iyonlasma
dedektori ile karsilagtinldigi zaman termiyonik dedektor, fosfor bilesiklerine karsi 500,
azot bilesiklerine karsi 50 kez daha duyarlidir. Bu 06zelliginden dolayr termiyonik

dedektor fosforlu pestisitlerin tayininde 6zellikle kullaniimaktadir.

Bu dedektoérde kolon gazlari hidrojen ile karistirilir, alev ucunda yakilir. Sicak gazlar
sonra, bir toplayiciya karsi 180 voltta tutulan ve elektriksel olarak isitilan rubidyum
silikat parcanin Gzerinden gegirilir. Silikat tanecigi, 600-800 °C kadar sicaklik veren bir
plazma olusturur. Olay timiuyle aciklanmamis olmakla beraber, fosfor veya azot iceren
maddelerden, ¢ok sayida iyon olusur. Bu iyonlardan, P ve N igeren bilesiklerin tayininde

yararlanilir [45].
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2.6.5 Gaz Kromatografi ile Spektroskopik Yontemlerin Birlikte Kullanimi

Gaz kromatografi cogu zaman secici spektroskopik tekniklerle baglantili olarak
kullanihr. Boylece ikili yontemler adi verilen bu sistemler, kompleks karisimlarin

analizinde giicli bir arag olarak kullanilir.

Bu sistemlerin en yaygini gaz kromatografi/kitle spektrometre cihazidir. Gaz
kromatografi cihazinda, kolonda tutulma zamanlarina gore ayrilan molekil kiitle
spektrometreye aktarilir. Kitle spektrometrede ise iyonlarina ayrilan molekiil, iyonlarin
m/z oranlarina gore tayin edilmek Uzere analizére gonderilir. Boylece bir karisimda
bulunan bilesikler hem gaz kromatografi hem de kitle spektrometre ile dlclilerek daha

hassas Olgiim saglanmis olur.

Bu tir bir sistemin sematik goriinimu Sekil 2.12’de verilmistir. Kullanim amacina bagli

olarak kitle spektrometreleri farkh analizérlere ve iyonlastirma kaynagina sahip olabilir

[45].
Siringa
/// Enjektor iyon
- tu'z.akh Elektron
Taslyicl ku.tl? " i
gaz iyon kaynagi analizéri
i
/ f
GC firini .
Ara baglanti
Kitle spektrometre Bilgisayar

Lensler

Sekil 2.12 Gaz kromatografi/kiitle spektrometre sisteminin sematik gériinimu

2.7 Kiitle Spektrometre

Kutle spektrometre kuskusuz halen kullanimda bulunan tim analitik ydontemlerin en
genis uygulama alani olanidir ve maddelerin, elemental bilesimlerinin belirlenmesinde,
inorganik, organik ve biyolojik molekdllerin yapilarinin aydinlatilmasinda, karmasgik

karisimlarin nitel ve nicel analizlerinde, kati ylizeylerinin yapilarinin ve bilesimlerinin
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aydinlatilmasinda, bir numunedeki atomlarin izotopik oranlarinin bulunmasinda

oldukga yararli bir ydontemdir.

Kutle spektrometrelerde, molekdil Gzerine genellikle 70 eV olmak Uzere ylksek eneriji
uygulanir. Yiksek enerjili elektronlar ile analit molekilleri arasindaki carpismalar
molekiile genel olarak onu uyaracak kadar yiksek enerji verir. Uyarilmis molekilin
durulmasi, sik sik parcalanma seklinde olur ve daha dusiik kitleli iyonlar ortaya cikar.

Diger yiikll pargalanma Urlinleri daha az miktarda olusur.

Elektron garpmasi sonucu elde edilen pozitif iyonlar, kiitle spektrometrenin slit
araligindan gecirilir ve kitle/yuk oranina ayarlanmis bir ekranda kiitle spektrumu halini
alir. Her spektrumda en buyik olan pik temel pik olarak adlandirilir ve bu pik 100
degerine karsilik olarak kabul edilir. Geri kalan piklerin yukseklikleri bu temel pike
oranlanarak, temel pikin yizdesi cinsinden uygun yukseklikte verilir. Modern kutle
spektrometreleri temel kabul edilecek piki sececek ve diger pikleri bu temel pike gore

belirleyecek sekilde programlanirlar [46].

2.7.1 Kitle Spektrometre iyonlastirma Teknikleri

Bir kutle spektrometrede ilk is, analitin gaz halindeki iyonlarini elde etmektir bu
nedenle galisilacak analite gbre uygun iyonlastima kaynagi segilmelidir. Temel olarak
gaz faz kaynaklari ve desorpsiyon kaynaklari olmak Gzere iki iyonlastirma kaynagi
vardir. Gaz faz kaynaklari elektron etki iyonlastirma (El), kimyasal iyonlastirma (Cl) ve
alan iyonlastirma (Fl) dir. Desorpsiyon kaynaklari ise alan desorpsiyon (FD),
elektrosprey iyonlastirma (ESI), matriks yardimh iyonlastirma (MALDI), plazma
desorpsiyonu (PD), hizli atom bombardimani (FAB), ikincil iyon kiitle spektrometri
(SIMS) ve termosprey iyonlastirma (TS) dir. Gaz faz kaynaklarinda numune 6nce
buharlastirilir sonra iyonlastirilir. Desorpsiyon kaynaklarinda ise kati veya sivi halindeki
bir numune dogrudan gaz iyon haline donustlrilir. Desorpsiyon iyon kaynaginin
avantaji ucucu olmayan ve termal olarak kararsiz numunelere de uygulanabilmesidir

[46].
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2.7.1.1 Elektron Etki iyonlastirma (El)

Kitle analizlerinin ilk 6rnekleri elektron etki ile ortaya ¢ikmistir. Bu teknikte, numune
yeterince buharlagabilecek bir sicakhga getirilir ve enerjik elektronlarla bombardiman
edilerek iyonlastirilir. Elektron iyonlasma tekniginde Sekil 2.14’de goraldigi gibi
elektronlar isitilan bir tugsten veya renyum telden yayilir ve yaklagik 70V’luk bir
potansiyel tarafindan tel ve anot arasinda hizlandirihir. Sekilde goruldiGgi gibi
elektronlarin ve molekdillerin yollari diktir ve yollar, kaynagin merkezinde kesisir ve
burada carpisma ve iyonlasma olur. Eger molekiliin yliksek enerji seviyesinde bulunan
elektronlarini, elektrostatik etkiyle koparabilecek bir enerji aktarimi olursa, ilk Girtin tek

pozitif yikll iyonlardir.

M + e ——» M7 + 2¢
Sekil 2.13 El teknigi ile iyonlagsma
iyonlasma reaksiyonu Sekil 2.13’deki gibidir. Burada, M analit molekiili ve Me+
molekiler iyondur. Elektron etki ile meydana gelmis pozitif yukli iyonlar, birinci

hizlandirici plaka tarafindan lens araligina gekilirler, bu plaka ile diger pargalar arasinda

kiicik bir potansiyel farki vardir. Sonug¢ olarak da bu araliklardan gecerek kiitle

lensleri

analizoriine ulasirlar [47].

Filament \

[ X ]
Kollektor > ]

® :. i o 0 e 0
Numune___, T5 B9 59,550 0 & o% ©
girisi © 02

oD °, o r
P e ©o ‘

Sekil 2.14 Elektron etki iyonlastirma
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2.7.1.2 Kimyasal iyonlastirma (Cl)

Kimyasal iyonlastirmada numunenin gaz haline gelmis atomlari elektron bombardimani
ile iyonlastirilmis ¢ok miktarda baska bir reaktif gazin iyonlari ile garpistirilir. Bu amagla
genellikle pozitif iyonlar kullanilmaktadir, fakat zaman zaman, analitlerde
elektronegativitesi yiksek atomlar varsa, negatif iyonlarla kimyasal iyonlastirma da

kullanilmaktadir.
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Sekil 2.15 Kimyasal iyonlastirma

Kimyasal iyonlastirmada, Sekil 2.15’de gorilen elektron demetli iyonlastima bélgesi
vakum pompasi kapasitesi artirilarak kiitle analizériine giden lens araliklari daraltilarak
modifiye edilmigstir. Bu degisikliklerle, iyonlasma bdlgesindeki reaktif basinci 1 torr'da,
analizérdeki basinc ise 10™ torr’un altinda tutulur. iyonlasma bolgesinde reaktif gazin
numune gaz molekillerine orani 10%-10* civarindadir. Bu buylik derisim farkindan

dolayi elektron demeti hemen hemen yalnizca reaktif gaz molekilleriyle etkilesir.

En sik kullanilan reaktif gaz metandir. Metan molekdlleri yiksek enerijili elektronlarla

etkileserek CH,", CHs", CH," gibi bazi iyonlar meydana getirirler. ilk iki iyon % 90
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civarinda meydana gelir. Bu iyonlar hizla diger metan molekiilleriyle reaksiyona girerek

asagidaki reaksiyonlari verirler:
CH," + CH, —— CHs" + CH;
CH;* + CH4 ——>» GCyHs' + H,

Genel olarak numune molekiilii MH ile CHs" veya C;Hs" arasinda ¢arpismalarda proton

veya hidriir aktarimi olur. Ornegin;
CHs" + MH ——»  MH," + CH,4 proton aktarimi
CHs" + MH ——» MH," + C,Hs  proton aktarimi
CGHs"+ MH — M + GHg hidriir aktarimi

Proton aktarimi reaksiyonlari (M+1)" iyonu hidriir aktarim reaksiyonlari (M-1)" iyonu
verirler. Bazi bilesiklerde bir C,Hs™ iyonunun analite katilmasinda (M+29)" piki gdzlenir.
Propan, izobitan ve amonyak gibi baska reaktifler de kimyasal iyonlastirmada
kullanilir. iyonlastirmada kullanilan maddeler bir dereceye kadar analiz edilen

maddenin spektrumunu degistirirler [47].

2.7.1.3 Alan iyonlastirma (Fl)

Alan iyonlastirma kaynaklarinda, iyonlar yiiksek elektrik alaninin etkisiyle (10® V/cm)
meydana gelir. Boyle alanlari meydana getirmek igin ¢aplari 1 um’den daha kiigik ince
uclardan ibaret, 6zel sekilde olusturulmus vyayicilara yiksek potansiyeller (10-20 kV)
uygulanir. Yayici olarak ¢ogu zaman, ince (10 um) bir tungsten tel lzerinde, ylksek bir
elektrik alanda benzonitrili piroliz ederek mikroskopik karbon kilciklari olusturmak
suretiyle elde edilmis 6zel sistem kullanilir. Bu islemin sonucunda tel ylizeyinden disa

dogru uzanan, binlerce karbon mikrokilcik olusur.

Alan iyonlastirmada kullanilan yayicilar sik sik slit olarak kullanilan ve katottan 0,5-2
mm arasinda degisen uzaklikta bir yere yerlestirilir. Numune probundan gelen gaz
halindeki numune, anot etrafindaki karbon mikrokilciklarin civarindaki yiksek alana
diftizlenir. Yayici mikrokilciklarinin ucunda gok yiiksek elektrik alani yogunlasmistir ve
bu uclarda, tiinelleme denilen kuvantum mekaniksel bir mekanizma ile molekildeki bir

elektron, anodun mikrokilgiklarina gecer ve bdylece iyonlasma olur. Bu sirada analite
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aktarilan titresim ve donme enerjileri ¢ok klguktir ve bu ylzden ¢ok az pargalanma

olur [48].

2.7.1.4 Alan Desorpsiyon (FD)

Alan desorpsiyonunda ¢ok uclu yayici kullanilir. Bu teknikte, numune hiicresine dalip
cikabilen ve bu prob numune ¢o6zeltisiyle kapli bir prob Uzerine elektrot yerlestirilir.
Prob numune hiicresine daldirildiktan sonra, bu elektroda vyiksek potansiyel
uygulanarak iyonlagsma gergeklestirilir. Bazi numuneler galisilirken, yaicinin telden bir
akim gegirilerek 1sitilmasi gerekmektedir. Sonugta iyonlasma tamalanmadan oOnce

termal parcalanma olabilir [48].

2.7.1.5 Matriks Yardimli Desorpsiyon (MALDI)

Bu yontem, mol kitlesi, birka¢ binden birka¢ yilzbin Dalton’a kadar olan
biyopolimerlerin mol kitlelerini dogru tayin etme kullanilir. Uygun ¢0ziicl icerisinde
¢6zulmis numuneye, 1sin absorplayici katilarak karigtirilir. Daha sonra ¢ozelti bir
metalik probun Gzerinde buharlastirilir. Bu metal prob kiitle spektrometreye numune
girisini saglamak igin kullanilmaktadir. Kati karisim pulslu bir lazer isinina maruz birakilr
ve analitin sdblimleserek iyonlasmasi saglanir. Sonra da ucgus zamanh bir

spektrometrede kitle analizi yapilir [49].

2.7.1.6 Elektrosprey iyonlastirma

Bu teknikte numune ¢6zeltisi, paslanmaz celikten igne seklinde bir kapiler ile dakikada
birkac mikrolitre hiz saglanarak pompalanir. igneye, etrafindaki silindirik elektroda gére
birkac kilovolt potansiyel uygulanir. Olusan cok kiicik ve elektrik yikli damlaciklar,
daha sonra bir ¢6ziicu giderme kapilerinden geger. Burada ¢6ziict buharlasir ve elektrik
yikleri analit molekillerine tutunur. Cozicli buharlasip damlaciklar kigllirken yiik

yogunluklari artar ve iyonlar, gaz fazina desorbe olur.

Elektrosprey isleminin faydal ve ilging yoni, buylk ve termal olarak kolayca kirilan
biyomolekillerde ¢ok az parcalanmaya sebep olmasidir. Bunlardan baska, iyonlar
burada oldukga ¢ok yiklenirler ve m/z degerleri yeterince kiiglliir ve bu yiizden iyonlar

1500 veya daha kiicik degerler halinde bir kuadrupol cihazi ile belirlenebilirler.
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Genel olarak bu teknik polipeptitler, proteinler ve mol kitlesi 100000 Da’dan biiyuk

oligonikleotitler gibi biyomolekillerin analizi icin kullanilirlar [49].

2.7.2 Kiitle Spektrometre Analizorleri

Farkli kiitle/yiik oranlarindaki iyonlari ayirabilmek icin pek cok cihaz kullanilabilir. ideal
olarak kitle analizorleri kiguk katle farkliliklarini ayirt edebilecek duyarlikta olmalidir.
Buna ek olarak analizorler, kolayca 6lcilebilir iyon akimlari elde etmek icin yeterli
sayida iyon gegisi saglayabilmelidir. Bu amaglar gbz 6niinde bulundurularak farkl tiirde

analizorler gelistirilmistir [50].

2.7.2.1 Manyetik Sektor Analizorleri

Manyetik sektdr analizorlerinde kalict miknatislar veya elektromiknatislar kullanilir; bu
miknatislar iyon kaynagindan gelen demete 180, 90 veya 60 derecelik agilarla dairesel
hareket yaptirirlar. Sekil 2.16’da bir manyetik sektér analizéri gorilmektedir. Burada
iyon kaynagi tarafindan hizlandirilan iyonlar ilk iki araligin(slit) ikincisinden gegerken
hizlandirilirlar ve metal analizér tupe ulasirlar. Bu bélgede ic basing 107 torr
civarindadir. Miknatisin sagladig alan degistirilerek veya ilk iki aralik (slitler) arasindaki
potansiyel farki ayarlanarak, farkli kitlelerdeki iyonlarin ikinci araliktan (slit) gegcmesi
saglanabilir; bdylece kiitle taramasi yapilir. Araliktan gegen iyonlar sektériin sonunda

bir toplayici [50].

Sekil 2.16 Manyetik sektor analizori

2.7.2.2 Kuadrupol Analizorii

Kuadrupol kitle analizériniin bulundugu kitle spektrometreleri, manyetik sektorli
turlere gore daha ucuz ve daha saglamdir. Kisa tarama sureleri diger bir avantajdir. Bu

analizorde islem elektrot olarak gérev goren dort paralel silindir cubuk Gzerinde yapilir
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(Sekil 2.17). Karsilikh gubuklar elektriksel olarak birbirine baglidir, bir ¢ift degisebilir
dogru akim kaynaginin pozitif tarafina, diger cift ise negatif ucuna baglanir. ilaveten her
cubuk ciftine degisebilir radyo-frekansli alternatif akim potansiyeli uygulanir. Bu cihazla
bir kitle spektrumu elde etmek icin, iyonlar cubuklar arasindaki bosluga 5-10 V’luk bir
potansiyelle hizlandirilir. Bu arada gubuklara uygulanan dogru akim ve alternatif akim
potansiyelleri, oranlari sabit tutularak ayni anda arttirilir. Herhangi bir anda belli bir
m/z degerine sahip olanlarin disinda bitiun iyonlar cubuklara carpar ve notral
molekillere déntsur. Sadece sinirh bir aralikta m/z degeri tasiyan iyonlar trandusere
ulasir. Tipik olarak, kuadrupol cihazlar kitleleri bir birim farkli iyonlari bile kolaylikla

ayirir [51].

Dedektore

Kuadrupol gider

cubuklar

iyonlar
Cikis Arahgi

Kararli
yorungeliiyon
Kaynak Araligi Kararsiz

yoriingeli iyon

Sekil 2.17 Kuadrupol analizor

2.7.2.3 Ugus Zamanlh Kiitle Analizorleri

Bu analizériin bulundugu cihazlarda pozitif iyonlar kisa siireli pulslarla, 6rnegin
elektron, ikincil iyon veya lazer bombardimanlariyla tretilir. Bu sekilde tiretilmis iyonlar
alansiz bir toplama tlpine 10%-10* V’luk elektrik alan pulslariyla hizlandirilarak
gonderilirler. Ayirma, tlpin sonunda bulunan dedektore iyonlarin ilerlemesi sirasinda
meydana gelir. Bltln iyonlar, ayni kinetik enerjide olduklarindan, hizlari kitleleri ile
ters orantili olarak degisir, bu yizden hafif partikiiller dedektére daha once ulasirlar.

Tipik olarak bir iyonun ucus stiresi 1-30 ps arasinda degisir.
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Ugus-zamanl cihazlar, diger tipteki kiitle spektrometrelerine gore, basitlik, saglamlik,
iyon kaynaginin kolayca degistirilebilmesi ve sinirsiz kiitle araligi gibi bazi bakimlardan
UstlindUr. Bununla birlikte, sinirli ayirma giicti ve duyarligi gibi dezavantajlari vardir

[51].

2.7.2.4 iyon Tuzaklh Analizérler

iyon tuzakli analizérlerde gaz anyon veya katyon olusturulur ve elektrik ve/veya
manyetik alanlar icinde uzunca siirelerle hapsedilir. Sekil 2.18’de goruldugi gibi bu tip
analizor, merkezde oval bigimli bir halka elektrot ve onu alttan ve Ustten orten bir gift
elektrottan meydana gelmektedir. Ortiicii elektrotlar topraklanmis durumda iken,
halka elektroda, radyo frekansi ile degisen bir potansiyel uygulanir. Kitle/yuk (m/z)
orani uygun olan iyonlar, oval halka elektrodun icindeki bdlgede, kararl bir yoriinge
cizerek dolasir. Radyo frekans potansiyeli arttirilinca agir iyonlarin yortingeleri kararh
hale gelirken, hafif iyonlarin yéringeleri kararhlik 6zelligini kaybeder ve halka duvarina

carpan iyonlar ortamdan uzaklasir.

Bu sistemin bir kiitle spektrometre olarak kullanilmasi, analit iyonlarinin elektron etki
veya kimyasal iyonlastirma kaynaginda iyonlasmasi ve halkanin Gst kismindaki bir
kafesten tutucuya girmesiyle olur. Sonra radyo frekans potansiyeli taranir ve
yoriingeleri bosluga sigmaz hale gelen iyonlar, alttan orten elektrottaki kafesten
gecerek boslugu terk eder. Disari ¢citkmig olan iyonlar bir trandusere giderek tutulurlar

[52].
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Sekil 2.18 iyon tuzakli analizér

2.7.3 Kiitle Spektrometrinin Kullanildig ikili Teknikler

Siradan bir kitle spektrometre saf bilesiklerin taninmasinda gicli bir ara¢ olmakla
beraber, en basit karisimlarin analizinde bile farkli m/z degerlerindeki iyonlarin ¢oklugu
nedeniyle, kullanimi sinirhdir. Sonucta ortaya ¢ikan karmasik spektrumun yorumu c¢ok
zordur. Bu nedenle kiitle spektrometre baska ayirma yontemleriyle birlestirilerek daha
hassas ve secici sistemler olusturulmustur. Bunlar gaz veya sivi kromatografi/kitle
spektrometri, kapiler elektroforez/kitle spektrometri veya kiitle spektrometre/kiitle

spektrometre (tandem kiitle spektrometre) seklindedir [53].

2.7.4 Tandem Kiitle Spektrometre (MS-MS)

Bu yontem bir kiitle spektrometrenin bir baska kiitle spektrometre ile birlestirilmesidir.
Bu birlesmede ilk spektrometre, bir karisimdaki farkl bilesiklerin molekiler iyonlarini
izole etmede kullanilir. Bu iyonlar daha sonra ikinci kiitle spektrometreye
gonderilebilirler ve burada, ilk spektrometrede olusan her bir iyon icin ayri ayri bir dizi
kitle spektrumu vermek Uzere pargalanirlar. Bu teknigin diger bir adi tandem kiitle

spektrometre, kisaca MS-MS dir.
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Bir tandem cihazinda ilk spektrometrede yumusak bir iyonlastirma kaynagi (genellikle
kimyasal iyonlastirma) kullanilir, boylelikle birinci cihazdan ¢ikan iyonlar biiyik 6lctide
molekiler iyonlar veya protonlanmis molekil iyonlardir. Bu iyonlar, ikinci
spektrometreye girdikten sonra ikinci bir iyon kaynagindan gecerler. Genellikle bu
ikinci iyon kaynagi, icinden helyum pompalanan alansiz bir ¢arpisma haznesi igerir. Hizli
hareket eden ana iyonlarla helyum atomlarinin ¢arpismasi sonucu daha kiiclik iyonik
parcalar olusur. Bu kiiclik iyonlarin spektrumu ikinci spektrometre tarafindan ortaya
ctkarilir. Bu gibi uygulamalarda ilk spektrometre GC/MS ve LC/MS cihazlarinda oldugu
gibi kromatografi kolonunun yaptigi isi yapar, yani ikinci spektrometre, tek tek tanimak

Uzere, birinciden gelen bu iyonlardan daha kiiglik saf iyonik turler Gretir.

Kitle spektrometrenin ilk olarak gaz kromatografi daha sonra da sivi kromatografi ile
birlestirilmesi sonucu kompleks organik ve biyolojik karisimlarin analizinde 6nemli
gelismeler kaydedilmistir. Tandem kitle spektrometre de GC/MS ve LC/MS ile ayni
avantajlari saglamaktadir, ancak bunlardan ¢ok daha hizhdir. Kromotografik bir kolonda
ayirma birka¢ dakikadan birkac saate kadar degisen bir zaman araliginda yapilirken,
tandem kiitle spektrometre ile yapilan ayirmalar birka¢ milisaniyede yapilabilmektedir.
Buna ilaveten, kromatografik teknikler numunenin bol miktarda hareketli faz ile
seyreltilmesini ve daha sonra hareketli fazin uzaklastirilmasini gerektirir. Bu durum,
bozucu etkileri artirabilir. Oysa tandem kitle spektrometre kullanimina bagh olarak
ortaya cikan kimyasal guriltiniin daha az olmasi nedeniyle, diger iki ikili kromatografik
teknige oranla daha duyarhdir. Tandem kiitle spektrometrelerinin baslica sakincasi,
diger iki kromatografik teknige gore, daha pahali cihazlar gerektirmesidir ve bu fiyat

farki da, tandemlerin kullanimini azaltmaktadir.

Bugiine kadar tandem kiitle spektrometri dogada ve sanayide karsilasilan ¢ok cesitli
karmagik maddelerin bilesenlerinin nicel ve nitel tayini igin kullaniimistir. Bu
kullanimlara 6rnek olarak; bitki alkaloidlerinin, havada kirlilik yapan eser maddelerin,
polimer siralarinin, petrokimyasal Uriinlerin, polikorobifenillerin, prostoglindinlerin,
dizel egzozlarinin ve havadaki koku veren maddelerinin teshisi ve tayini verilebilir.

Yapilan bu ¢alismada da analizlerde GC-MS-MS cihazi kullaniimistir [54].
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2.8 Kimyasal Olciimlerde Kalite

Kimyasal 6lcimler Giretim kontroliinde, Grin kalitesini belirlemede, ticari amacgla (riin
siniflandirmada, uluslararasi ticarette teknik engellerin asilmasinda, cevre kontrol
amaciyla, saghk ve tip alaninda hastaliklarin teshis ve tedavisinde, adli tipta suclu
teshisinde yapilmaktadir. Yapilan kimyasal 6lgiim veya analiz sonuglarina dayanarak
kararlar verilmektedir. Kararlar analitik sonuclara dayali oldugundan sonucun istenen
amaca uygun nitelikte olup olmadigi gibi sonuglarin kalitesi ile ilgili bilgileye sahip
olmak o©nemlidir. Bu nedenle, yapilan kimyasal 6lgim sonucunun dogrulugu,

glvenilirligi ve karsilastirilabilirligi blylk 6nem tasimaktadir.

Kimyasal 6l¢iimlerin kabul gérmesi, diger bir deyisle kalitesinin saglanmasi igin gesitli
dizenlemeler bulunmaktadir. 1999 yilinda Ulusal Metroloji Enstitileri tarafindan
imzalanan Karsilikh Taninma Anlasmasi (Mutual Recognition Agreement, MRA)
geregince, bir 6l¢giim sonuncunun bir kez olcildiigiinde her yerde gegerli olmasi
gerekliligi ilizerinde fikir birligine vanlmistir. Tirkiye adina TUBITAK UME 14 Ekim
1999’da bu anlasmaya imza atmistir. Tum bu gerekgeler 6lglim sonucunun kalitesinin
saglanmasi igin itici glic olmaktadir. Ol¢iim sonuglarinin kalitesinin saglanmasi igin
yapilmasi kesinlikle gerekli tg¢ islem vardir. Bunlar metot validasyonu, élgim belirsizligi

hesabi ve izlenebilirligin saglanmasidir.

2.9 Metot Validasyonu

Metot validasyonu ilk olarak bir teknik gereklilik seklinde karsimiza c¢cikmaktadir.
Kimyasal 6l¢iim yapan ve bu alanda endistriyel hizmet veren laboratuarlar yaptiklari
Olcimin kaliteli oldugunu ispatlamak icin ISO/IEC 17025 standardina gore akredite
olmak zorundadirlar. Bu standart “bir laboratuvar, kalite sistemi gereklerini yerine
getirdigini, teknik olarak yeterli oldugunu, gecerli sonuglar Uretebildigini gdstermek
zorundadir” seklinde bir ifade igermektedir. Yine ayni belgede akreditasyon igin teknik
gereklilikler, kullanilan metodun validasyonu, belirsizlik bitcesi beyani, Sertifikali
Referans Malzeme (CRM) kullanimi, 6l¢im sonugclarinin izlenebilirliginin gosterilmesi ve
karsilastirmalara katilm seklinde ifade edilmistir. Bu teknik gerekliliklerden ilk Ggl yani
metot validasyonu, 6lcim belirsizligi ve izlenebilirlik, 6lcim kalitesinin kanitidir.

Validasyon 6lgiim yénteminin amaca uygunlugunu, belirsizlik biitgesinin hesaplanmasi
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Olcim sonucunun istatistiksel olarak dogru ifade edilmesini, izlenebilirlik ise 6lgiim
sonucunun baska sonuclar ile karsilastirilabilmesini saglar. CRM kullanimi izlenebilirlik
zincirinin korunmasinda, karsilagtirmalara katilim ise 6lgim sonucunun kontrolliinde

etkilidir.

Metot validasyonu, ISO/IEC 17025’de; “6zel amagl bir kullanim igin gerekli sartlarin
yerine getirildiginin inceleme sonucunda teyit edilmesi ve objektif bir delilin elde
edilmesi” olarak tanimlanmistir. Uluslararasi metroloji sozliginde ise; “belirtilen
sartlarin amaglanan kullanim igin uygunlugunun dogrulanmasi” olarak tanimlanmistir
[30]. Her iki tanimdan da anlasilacagl gibi metot validasyonunun amaci bir olglim
metodu kullanilarak yapilan her 6lgiim sonucunun, analitin bilinmeyen igerigine en
yakin deger olmasinin garanti altina alinmasidir. Metodun validasyonu 6l¢lim sonucuna
etki eden parametrelerin tek tek 6lglilerek dlgim sonucuna etkilerinin belirlenmesi ve

kanitlanmasidir.

Metot validasyonu prosedirinde, dogrusallik, cahisma araligi, algilama siniri (LOD),
tayin siniri (LOQ), dogruluk, tekrarlanabilirlik ve ara tekrarlanabilirlik gibi bircok

parametre incelenmektedir [55].

2.9.1 Dogrusallik ve Calisma Araligi

Dogrusal aralik kalibrasyon grafiginin dogrusal oldugu derisim araligidir. Bu aralik
hesaplanirken en az 5 farkli derisimde en az 3’er defa kalibrasyon ¢6zeltisi hazirlanir ve
cihazda en az 3 defa 6lciim yapilarak elde edilen sonuclarla kalibrasyon grafigi cizilir.
Dogrusal bir kalibrasyon grafigi elde edildigi zaman da sz konusu konsantrasyon

araliginda dogrusallik elde edilmis olur.

Gahsma araligi kalibrasyon grafigi Gizerinde herhangi bir yer olabilir. Genelde dogrusal
arahkta calisilir, ancak logaritmik de olabilir. Sinyale karsi derisim degisimini gosteren
esitlik bilindigi siirece kalibrasyon grafiginin herhangi bir bdélgesi olabilir. Dogrusal

olmayan bolgelerde egim azaldigi icin duyarhlik diser [56].
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2.9.2 Algilama Sinir1 (LOD)

Algilama Siniri, bir 6lcim metodu ile gilivenli bir sekilde algilanabilen en diisiik analit

derisimidir. Analitin varliginin belirlenebildigi ancak hesaplamanin yapilamadigi

miktardir. ifade etmek icin LOD kisaltmasi kullanilir.

Algilama sinir tespiti farkh sekillerde yapilabilir.

Gozleme dayali tespit: Analit derisimi bilinen 6rneklerin analizi ile dlgllebilir en
disik miktarin belirlenmesidir. Analit derisimi bilinen drnekler analiz edilir ve
glvenilir diizeyde Oolcgiilebilen en dustik miktar belirlenir. Genellikle klasik
analizlerde tercih edilir. Bu yontem tecriibe gerektirir. Algilama sinirinda analit
iceren ornekler kullanarak kalibrasyon egrisi cizdirilir. Bu egrinin y eksenini

kestigi nokta algilama sininidir.

Sinyal/gUrilti oranina dayal tespit: Kromatografi gibi, zamana bagh sinyal
alinan analizlerde sinyal/giriltd oraninin 3 kati alinarak algilama siniri tespit

edilir.

Standart sapmaya dayali tespit: Kor 6rnegin standart sapmasina dayali tespittir.
Eger kor ornek ¢ok dusik derisimde analit igeriyorsa, kor érnekle yapilan 10
Olgclimiin standart sapmasinin 3 kati alinarak hesaplanir. Kér 6rnek hicbir sekilde
analit icermiyorsa, kor ornege algilama sinirina yakin derisimde analit ilave
edilerek hazirlanan 6rnekle yapilan 10 6lgimin standart sapmasinin 3 kati

alinarak hesap yapilir [57].

2.9.3 Tayin Sinin (LOQ)

Tayin siniri bir 6lgim metoduyla kabul edilebilir kesinlikte ve dogrulukta élgllebilen en

dislik analit derisimidir. Ayni zamanda raporlanabilen sinir olarak da bilinir. Tespiti icin

asagidaki yontemler kullanilir.

Sinyal/gUrilti oranina dayali tespit: Kromatografi gibi, zamana bagh sinyal

alinan analizlerde sinyal/gurulti oraninin 10 kati olmasi icin gerekli derisimdir.

Standart sapmaya dayali tespit: Kér 6rnegin standart sapmasina dayali tespittir.
Eger kor ornek ¢ok dislik derisimde analit iceriyorsa, kor ornekle yapilan 10

Olgimiin standart sapmasinin 10 kati alinarak hesaplanir. Kér 6rnek higbir
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sekilde analit igermiyorsa, kér drnege algilama sinirina yakin derisimde analit
ilave edilerek hazirlanan drnekle yapilan 10 6lgcimin standart sapmasinin 10

kati alinarak hesap yapilr [58].

2.9.4 Dogruluk

Olciim sonucu ile dlgiilen biyiikligiin gercek degeri arasindaki yakinlik derecesidir.
Dogruluk nitel bir kavramdir, rakamsal olarak ifade edilemez. Uluslararasi metroloji
sozlugiinde “Olcllen buyilklik degeri ile 6lclilenin gercek degeri arasindaki uyusmanin
yakinhgl” olarak tanimlanmistir [JCGM 200, 2.13]. ISO 5725’e goére dogrulugu
tanimlamak icin iki terim kullanilir. Gergcek degere yakinlik (gerceklik, trueness) ve

kesinlik (precision).

Gergeklik, 6lglilen degerlerin ortalamasinin gercek degere yakinhgini gosterir. Gergek
deger, bir blyikliglin tanimina karsilik gelen degerdir. Bir blyakligin tanimi ile tutarh
biyiklik degeri olarak da tanimlanabilir [JCGM 200, 2.11]. Olgiim gercekligi bir
biyiklik degildir ve bu nedenle sayisal olarak ifade edilemez. Olgiim gercekligi
sistematik 6lglim hatasi ile ters iliskilidir, fakat rastgele 6l¢iim hatasi ile iliskili degildir.
Uluslararasi metroloji sozliglinde “sonsuz sayida tekrarlanan olclilen buydklik
degerinin ortalamasi ile referans buyuklik degeri arasindaki uyusmanin yakinhig”

olarak tanimlanmistir.

Kesinlik 6lgllen buyuklik igin alinan bagimsiz 6lgim sonuglarinin birbirine yakinliginin
Olgtsudur. Standart sapma (s) veya bagil standart sapma (%RSD) ile ifade edilir. JCGM
200’de “belirli kosullar altinda ayni veya benzer nesneler lizerinde tekrarlanan
Olcimler ile elde edilen gostergeler veya oOlgllen buylklik degerleri arasindaki
uyusmanin yakinlig1” olarak tanimlanmistir [59].
2.9.5 Tekrarlanabilirlik ve Ara Tekrarlanabilirlik
Olgiimiin,

eayni 6lclim prosediri

*ayni operator

eayni Ol¢lim sistemi
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eayni uygulama kosullari altinda
eayni yerde
eayni veya benzer nesneler lizerinde

kisa bir zaman araliginda gerceklestiriimesini saglayan kosullar tekrarlanabilirlik
kosullaridir. Olgiim tekrarlanabilirligi bu kosullar altinda elde edilen él¢iim kesinligidir.
(JCGM 200, 2.20-21). Tekrarlanabilirlik icin analiz yapilirken bu kosullar saglanmahdir.

Aksi halde baska degiskenler isin igine girecegi icin sonuglar karsilastirilamaz.

Rutin analizler igin farkli giin tekrarlanabilirlikleri kullanilmasi daha uygundur. Farkli
gln tekrarlanabilirligi ara tekrarlanabilirlik olarak isimlendirilir. Ara tekrarlanabilirlik
ayni laboratuarda, ayni ve farkli cihazla, ayni veya farkli kisi tarafindan farkli giinlerde

gerceklestirilerek tespit edilir [60].

2.10 Olgiim Belirsizligi

Olciim belirsizligi, 6lclim sonucu ile birlikte verilen ve belirlenen giivenirlik seviyesinde
Olcim degerlerinin dagilimini gésteren bir parametredir. Yapilan 6lglimlerde 6lgim
sonucunun anlamli olmasi icin olcim belirsizligi degeri ile birlikte sunulmahdir.
Belirsizlik degeriyle verilen 6lgim sonucu, diger olgim sonuglariyla karsilastirilabilir
ve/veya hedeflenen amaca uygunlugu degerlendirilebilir niteliktedir. 1970 yilina kadar
Olcim sonuclar hata ile ifade edilmekteydi ancak 1970 yilindan itibaren 6l¢im

belirsizligi ifadesi kullanilmaya baslanildi [61].

2.10.1 Olgiim Belirsizligi Biitgesinin Olusturulmasi

Olgiim belirsizligi bitcesi, Uluslararasi Metroloji Sézligi’'nde o6lgiim belirsizligini,
bilesenlerini, bunlarin hesaplanmasini ve kombinasyonlarini iceren beyan olarak

tanimlanmaktadir.

Ol¢im belirsizligi biitcesi olusturulurken asagida aciklanan dlgiim belirsizligi hesaplama

adimlari dikkate alinmalidir.
»  Olgiilen biyiikliigiin tanimlanmasi

e Belirsizlik bilesenlerinin belirlenmesi
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e Belirsizlik bilesen degerlerinin hesaplanmasi

e  Bilesik standart ol¢lim belirsizliginin hesaplanmasi

*  Genisletilmis 6l¢iim belirsizliginin hesaplanmasi

»  Olcilen biyikligin hesaplanmasi

»  Olciilen biytklGgiin genisletilmis dlglim belirsizligi ile birlikte raporlanmasi.

Belirsizlik degerinin hesaplamasinda, metodun gecerli kilinmasi verilerinin kullanildig
yukaridan asagiya (top down) yaklasimi ve Olglim modelinin kullanildigi asagidan

yukariya (bottom up) yaklasimi olmak tizere iki tlir yaklasim bulunmaktadir.

Yukaridan asagiya yaklasimda, metodun gecerli kilinmasi parametreleri belirlenir ve
her bir parametreden kaynaklanan standart 6lgiim belirsizlikleri hesaplanir. Asagidan
yukariya yaklasiminda ise, metot ile ilgili tim detaylar siralanir ve o6lcim modeli
olusturulur. Uluslararasi Metroloji S6zIigi’'nde 6lcim modeli, bir dlglim icerisinde yer
alan bitiin buyiklikler arasindaki matematiksel iliski olarak tanimlanmaktadir. Olgiim
modeli kullanilarak 6lcim sonucunu etkileyebilecek parametreler belirlenir ve her bir
parametre igin standart 6lgim belirsizligi hesaplanir. Her iki yaklagimda da bulunan
standart 6lciim belirsizlikleri uygun esitlikler kullanilarak birlestirir ve bilesik standart
Olcim belirsizligi degeri hesaplanir. Bulunan deger kapsam faktoru ile garpilarak
genisletilmis olcim belirsizligi elde edilir. Raporlamada genisletilmis 6lcim belirsizligi

degeri kullanilr.

Yukaridan asagiya yaklasim kullanim kolayligi, belirsizlik hesaplamalarinda derin bir
bilgi gerektirmemesi, s6z konusu biitlin etkileri kapsamasi ve gercekgi belirsizlik
degerinin elde edilmesi gibi avantajlara sahiptir. Dezavantaji ise analiste metot

gelistirme asamasinda yardimci olmamasidir.

Asagidan yukariya yaklasim ise metot gelistirme asamasinda yardimci olur, belirsizlik
biitcesine etki eden parametreleri kolayca gosterir, fakat kullanimi tecribe gerektirir,
Olguleni tanimlama zorlugu yasatir, 6l¢im modelini yazma zorlugu vardir, gogu zaman
matriksten analiti ayirmak zor oldugundan ve ornekteki diger bilesenlerden
kaynaklanan girisimlerden dolayi belirsizlik katkilari kolayca hesaplanamaz ve érnegin

homojenliginden kaynaklanan sorunlar gdézlenemez [62].
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Yukaridan asaglya ve asagidan yukariya yaklasiminda A tipi ve B tipi olmak Uzere iki
cesit hesaplama yontemi mevcuttur. Uluslararasi Metroloji SozIGgiu’'nde A tipi 6lgim
belirsizligi hesabi, belirli 6lgim kosullari altinda elde edilen olgllen bulyuklik
degerlerinin istatistiksel analizi ile olgim belirsizligi bileseninin hesaplanmasi olarak
tanimlanirken; B tipi 6l¢iim belirsizligi hesabi, A tipi 6l¢im belirsizligi hesabi disinda
kalan yontemler ile o&lcim belirsizligi bilesenlerinin  hesaplanmasi  olarak
tanimlanmaktadir. Bagka bir deyisle, A tipi hesaplama yontemi, elde edilen 6lgim
sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi iken B tipi hesaplama yontemi, 6lgim
belirsizligini etkileyebilecek diger kaynaklarin belirsizlik degerlerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesidir. B tipi hesaplama yontemindeki veriler, daha Onceden
gerceklestirilen 6lcimlerden elde edilen veriler, daha o6nce gergeklestirilien metot
gecerli kilma c¢alismalari sonuglari, ilgili malzemeler ve kullanilan cihazlar konusundaki
deneyim ve dnceden edinilmis bilgiler, Uretici firmanin kalibrasyon sonuclari (tartimda
kullanilan terazinin, hacim 6lgiminde kullanilan hacim kaplarinin sertifikalarindaki
belirsizlik degerleri gibi), sertifikali referans malzemelerin sertifikalarda bulunan
belirsizlik degerleri ve el kitaplarindan alinan referans verilere iliskin belirsizlik

degerleridir [62].

istatistiksel degerlendirmelerde farkli dagilim kabulleri olmakla birlikte kimyasal
Olcimlerde genellikle A tipi hesaplama yonteminde normal dagilim, B tipi hesaplama
yonteminde normal, dikdortgen ve Uggen dagilim kabulleri yapilmaktadir. Kimyasal
Olcimlerde genelde cam malzemeler igin tekrarlanabilirlik ¢calismalarinda sonuglar tek
bir deger etrafinda yakin dagilim gostereceginden licgen dagilim kabull yapiimaktadir.

Suphe duyulan durumlarda ise dikdértgen dagilim kabull yapilmaktadir.

A tipi ve B tipi hesaplama yontemleri dikkate alinarak elde edilen standart Olglim
belirsizlikleri Esitlik 2.1 ve 2.2’de bilesik standart 6l¢iim belirsizliginin hesaplanmasinda

kullanilmaktadir:

uc(y) - \/(U(p))z + (u(q))Z + . (21)
y P aq

Uc(y) = JU(p)? + (u(@))? + .. (2.2)



y: 6lciim sonucu

p: p belirsizlik kaynagina ait ortalama deger

g: q belirsizlik kaynagina ait ortalama deger

uc(y): y 6lciim sonucuna ait standart 6lciim belirsizligi
Uc(p): p 6l¢lim sonucuna ait standart olgiim belirsizligi

uc(q): q 6lcim sonucuna ait standart olciim belirsizligi

Daha sonra Esitlik 2.3’deki gibi bilesik standart 6l¢iim belirsizligi k, kapsam faktord, ile
carpilarak genisletilmis 6lgim belirsizligi hesaplanir. Raporlamada genisletilmis 6l¢im

belirsizligi kullanildigi icin bu degerin elde edilmesi gereklidir [63].
U =kxu(y) (2.3)

%95,5 ve %99,7 given araligi icin k sirasiyla 2 ve 3 tir.

2.10.2 Belirsizlik Kaynaklari

Genel olarak belirsizlik, 6rnekleme, depolama kosullari, 6lgiim cihazlari, ¢dziicu
safliklari, varsayillan stokiyometri, olcim ve ortam kosullari, 6rnek etkileri,
hesaplamadan kaynaklanan etkiler, blank (kor 6rnek) dizeltmeleri, analist (operator)
ve rastgele etkiler gibi kaynaklardan olusur. Fakat 6zellestirme yapilirsa, asagidan
yukariya yaklasiminda ornek alma, ornek hazirlama (saflik, tartim, ¢ézme, seyreltme,
sicakhk gibi), tekrarlanabilirlik, kalibrasyon egrisi ve geri kazanim gibi belirsizlik
kaynaklari vardir. Bu kaynaklarin 6lcim modeline bagl olarak birkagi veya hepsi

belirsizlik hesabi igerisinde olabilmektedir.

Asagidan yukari yaklasimda ornek hazirlama asamasinda yapilan tartim isleminden
kaynaklanan standart olgim belirsizligini hesaplamak igin iki parametre gbz 6niinde
bulundurulur. Bunlardan biri terazinin kullanimina bagli tekrarlanabilirlikten gelen
belirsizlik, digeri ise terazinin kalibrasyonundan gelen belirsizliktir. Kalibrasyondan
gelen belirsizlik Gzeritici firma tarafindan verilen terazi sertifikasindan elde edilir,
tekrarlanabilirlikten gelen belirsizlik ise en az 10 seri tartim sonuglarinin standart
sapmasi alinarak hesaplanir. Tartim 6lgimuine bagl standart 6lgim belirsizligi bu iki
parametrenin Esitlik 2.2 kullanilarak birlestirilmesiyle elde edilir. Yine metot icerisinde
yapilan hacimsel dlgiimlerden kaynaklanan belirsizlik degeri hesaplanmak istendiginde

U¢ parametre g6z oniinde bulundurulmahdir. Bunlar olglimin tekrarlanabilirliginden,
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hacimsel kabin kalibrasyonundan ve hacimsel 6l¢im Uzerinde etkili olan sicakliktan
kaynaklanan 6lcim belirsizlikleridir. Kalibrasyondan gelen belirsizlik tartimda oldugu
gibi burada da hacimsel kabin Uretici firmasi tarafindan verilen Griin sertifikasinda
bulunmaktadir. Tekrarlanabilirlikten gelen belirsizlik en az 10 seri hacimsel 6lcimin
yapilip elde edilen sonuglarin standart sapmasi alinarak hesaplanmaktadir. Tabi
buradaki hacimsel ol¢glim hacimsel kabin doldurulup terazi ile tartilmasiyla
gerceklestirilir. Sicakliktan gelen standart 6lcim belirsizligi ise laboratuar sicaklik
degisimi, Olgcllen hacim ve kullanilan ¢6zlcinin 20 °C deki hacimsel genlesme
katsayisinin carpilip dagihm faktortine bolinmesiyle elde edilir. Dagilim faktori igin
tecriibelere dayali kabul yapilir. Normal dagihmda katsayi 2, dikdértgen dagilimda v3,
Ucgen dagilimda ise V6 dir. Yine tartim isleminde oldugu gibi hacimsel 6lciim icin de bu
U¢ parametreye ait standart 6lgim belirsizlikleri Esitlik 2.2 kullanilarak birlestirilir ve
hacim olcimiine ait belirsizlik degeri elde edilmis olur. Diger taraftan eger kullanilan
metotta kalibrasyon grafigi olusturuluyorsa buna ait standart Olgim belirsizlik

degerinin hesaplanmasi gerekir. Bu deger Esitlik 2.4 ile hesaplanir.

U(CO) = é\/é + 1 + (CO _ Cortalama) (2.4)

p n S«

Sxx= z (CI - Cortalama)2 (25)

i=1

u(Co): kalibrasyon grafigine ait standart 6lglim belirsizligi

S: artik standart sapma

B1: grafikteki egim

p: metotta yapilan pararlel dl¢iim sayisi

n: kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanma sayisi

co: kalibrasyon grafigi kullanilarak tayin edilen érnek derisimi

Cortalama: hazirlanan kalibrasyon c¢ozeltilerinin konsantrasyonlarinin ortalamasi

Bir analitiksel metotta ekstraksiyon, saflastirma gibi 6rnek hazirlama asamalari var ise

bu kisimlardan gelen belirsizligi degerlendirmek igin geri kazanimdan gelen belirsizligi
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degerlendirmek gerekir. Bu degerlendirme igin sertifikali referans madde kullanilir ve
belli tekrarda metot uygulanarak degerlendirme yapilir. Tekrarli analizler sonucunda
bulunan degerlerin ortalamasi alinarak Olgim sonucu belirlenir. Bu analizlere ait
standart o6lcim belirsizligi de elde edilen sonuclarin standart sapmasi alinip yapilan
paralel 6lcim sayisinin karekokine boliinerek hesaplanir. Diger taraftan sertifikal
referans maddenin sertifikasinda olclilene atfetilen deger ve belirsizlik degeri
mevcuttur. Tim bu degerler Esitlik 2.6’'ya gore birlestirilerek geri kazanim

degerlendirilmesine ait standart 6l¢iim belirsizligi hesaplanir.

UCy) | . (UCqued |
u(Rm)=Rm( : ]{ = ] (2:6)
Cgt’)z Cgerc;ek
< - Cu
Cgerc;ek (27)

u(Cgs): Tekrarl dlglimler sonucu elde edilen standart 6l¢im belirsizligi

U(Cgercex): Sertifikal referans maddenin sertifikasindaki standart 6l¢tim belirsizligi
Cgs.: Tekrarl 6l¢limler sonucu elde edilen ortalama deger

Ceercek: Sertifikali referans maddenin sertifikasindaki 6l¢lilene ait deger

Rm: Ortalamanin geri kazanimi

Yukaridan asaglya yaklasiminda ise, genel olarak belirsizlik kaynaklari 6rnekleme, 6n
islemler, metot biasi, kosullardaki degisim ve 6rnek matriksindeki degisim seklindedir.
Bu kaynaklar tekrarlanabilirlik, ara tekrarlanabilirlik, geri kazanim, dogrusal aralik ve
gerceklik gibi detaylandirilabilir. Bu kaynaklarin 6lcim prosediirine ve metot

validasyonundaki parametrelere bagl olarak birkagi veya hepsi olabilmektedir [63].

2.11 izlenebilirlik

Yapilan bir kimyasal ol¢limin glivenilir olabilmesi icin gegerli analitiksel sonuglara sahip

olmasi gerekir. Diger taraftan, olgiimlerin gegerliliginin saglanabilmesi icin de elde
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edilen sonuglarin gerek ulusal gerekse uluslararasi farkli laboratuarlarda yapilan 6lgim
sonuclariyla karsilastirilabilir olmasi gerekir. Béyle bir durumun saglanabilmesi, bitin
laboratuarlarin ayni 6lgiim derecesini veya referans noktasini kullanmasiyla mimkin
olur. Bircok durumda bu karsilastirilabilirlik birincil ulusal veya uluslararasi standartlara
diger bir ifadeyle Uluslararasi Birim Sistemi (SI) ne ulasan bir kalibrasyon zinciri kurarak
gerceklestirilir. Kalibrasyon, standardin cihazla yapilan 6lcim sonucu ile standardin
gercek degeri arasindaki iliski kurma islemidir. Bu aciklamaya 6rnek olarak analitiksel
terazilerin kalibrasyonu verilebilir. Her bir terazi ulusal standartlara veya birincil

kilograma gore kontrol edilmis referans agirliklarca kalibre edilmelidir.

Yapilan agiklamalarla iligkili olarak izlenebilirlik, bir 6lgim sonucunun her biri 6lgim
belirsizligine katkida bulunan kalibrasyonlardan olusan belgelendirilmis kesintisiz bir
zincir aracihg ile belirli bir referansa iliskilendirilebilme 6zelligi seklinde

tanimlanmaktadir [64].

2.12 izlenebilirligi Saglama Adimlari

izlenebilirligi olusturmak icin;

e Olgilenin, dlgiim kapsaminin ve istenilen belirsizligin tanimlanmasi
e Uygun hesaplama ve 6l¢lim sartlarini iceren metodun belirlenmesi

* Metot validasyonu yaparak sonucu etkileyen butin parametreleri ve 6lgim

sartlarinin belirlenmesi

*  Her etkili parametrenin bagil 6neminin tanimlanmasi
e Uygun referans standartlarin secilmesi ve kullaniimasi
e Belirsizligin belirlenmesi

adimlari eksiksiz olarak takip edilmelidir. Tim bu adimlar tam olarak takip edilirse

kimyasal 6lciime ait izlenebilirlik saglanmis olur [64].

2.12.1 Olgiilenin ve istenilen Belirsizligin Tanimlanmasi

Anlaml bir 6lcim yapilmak isteniliyorsa, oncelikle ol¢lilen tam olarak tanimlanmalidir.

Olcilenin tarifi dogru kelimeler kullanilarak yapilabilir fakat {zerinde dikkatle
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durulmasi ve incelenmesi gereken, analitin tlrl, uygulanan 6l¢iim kosullari, geri

kazanim diizeltmesi ve metodun ozellikleri gibi unsurlar da vardir.

Analitin tird dogru belirlenmelidir ¢inkii buna bagh olarak alinmasi gereken
onlemlerin sekli degisecektir. Ornegin element tayini yapilacak ise ortamda 6l¢iimu
etkileyecek diger element tirlerinin, izotoplarinin varhig dikkate alinip gerekli dnlemler
alinmalidir. Sicaklik, nem veya basing¢ gibi 6lcim kosullari yapilacak kimyasal 6lcim
Uzerinde etkili olabilir. Bu nedenle odlglilenin belirlenmesinin yani sira bir kimyasal
Olgciim yaparken bu tiir kosullarin da géz 6nlinde bulundurulmasi gerekir. Diger taraftan
yapilan Ol¢limde elde edilen geri kazanim % 100 den anlamli bir bicimde farkl ise elde
edilen 6l¢lim sonucu Uzerinde geri kazanim dizeltmesi yapilir. Bu diizeltmeyi yapmak
icin bir takim hesaplamalar gergeklestirilir. Bu hesaplamalarin yapilmasi, yeni
izlenebilirlik unsurlarinin incelenmesini gerektirir. Kimyasal 6lciime baslamadan 6nce
tanimlanmasi gereken bir diger madde de kullanilmasi 6ngoriilen metot kosullaridir. Bu

kosullara bagh olarak izlenebilirligi saglamak igin gerekli araglar belirlenir.

Hedef olglim belirsizliginin belirlenmesi yapilmasi gereken ilk adimlardan bir digeridir.
Olgiim belirsizligi hedefi belirlemek, gelistirilecek olan metodun istenilen performansta
olup olmadigini tespit etmeye yarar. Olgiim belirsizligi ile ilgili bir hedef belirlendiginde,
metotta izlenebilirligi saglamak icin kullanilacak olan standardin belirsizlik degerinin
metodun belirsizliginden disik olmasi gerekliligine dikkat edilmelidir. Boyle bir
durumda da metoda ait disiik bir belirsizlik elde edilmek istendiginde, belisizlik degeri

dislik olan bir standart madde secilmelidir [65].

2.12.2 Uygun Metodun Segilmesi

Olgiilen uygun bir bicimde belirlendikten ve anlasildiktan sonra istegi karsilayan 6l¢iim
metodu secilmeli veya gelistirilmelidir. Metot secilirken, gereksinimler, maliyet, farkh
metotlardan elde edilen tecribeler, gerekli cihazlarin elde edilebilirligi ve kritik

basamaklar géz 6ninde bulundurulmahdir.

Uygun metot parametreleri secildikten sonra izlenebilirligi devam ettirmek icin

validasyon islemi yapiimalidir [65].
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2.12.3 Metot Validasyonu

Metot validasyonu isleminin icerigi onceki kisimlarda ayrintili bir bicimde verildigi icin
burada kisaca deginilicektir. izlenebilirligin saglanmasi icin validasyon islemi asagidaki

islemler yapiimalidir.

e Metodun ilgilenilen tiirleri digerlerinden ayirabildiginden emin olmak icin segciciligi
ve 6zgllligli degerlendirilmelidir.

e Bagimsiz olarak elde edilen izlenebilir deger ile metodun uygulanmasiyla elde
edilen deger arasinda anlamh bir fark olmadigini ispatlamak igin sertifikali referans
madde kullaniimahdir.

*  Ozel fakat metodun tizerinde kismen etkili olan parametreler mantiksal bir bicimde
incelenmelidir.

*  Olciimler sirasinda beklenmeyen bir etkinin olusmamasi icin belli araliklarda metot
tekrar uygulanarak metodun kesinligi belirlenmelidir.

«  Ol¢iim sonuglarinin lineer oldugu ¢alisma araligi belirlenmelidir.

Analiz eden kisiler veya farkli laboratuarlar arasinda farkli metotlarla karsilastirmalar da

yapilabilir.

Validasyon ¢alismalarinda 6nemli olan diger bir unsur da kendisi izlenebilir olan,

metodu kontrol, kalibre ve test etmek icin kullanilan referanslardir.

Validasyon izlenebilirligin saglanmasi igin olmazsa olmaz bir islemdir. Standart bir
metot kullanilsa bile kendi sistemimize adapte ettigimizde yine gerekli validasyon

asamalari yapilmalidir [66].

2.12.4 Farkl Etkili Parametrelerin Onemi

Uygun kontrol ve kalibrasyon icin olcim Uzerinde etkili olan parametrelerin bagil
oneminin belirlenmesi gereklidir. Metodun uygulanigi sirasinda bazi sartlarin kontrolu
daha iyi yapilabilse de bazilarinin kontroll gigtir ki kontroli daha iyi yapilan sartlar
bile kimi zaman istenilenin disina cikabilir. Bu asamada yapilmasi gereken islem
metodun sartlarinda belirli degisiklikler yaparak etkilerini tespit etmektir. Boylece

metodun saglamliligl belirlenmis olur [66].
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2.12.5 Uygun Referans Standartlarin Segilmesi ve Kullaniimasi

Olciim esitliginde kullanilan biitiin  degerlerin uygun bir referansa izlenebilir
oldugundan emin olmak igin, cihazlarin dlgimiyle ilgili kalibrasyon proseddirlerinin
olusturulmasi veya bazi degerlerin kontrol altinda tutulmasi, sertifikalandirma veya
Olgimde kullanilan bitin referanslarin kontroliiniin yapilmasi gereklidir. Valide edilmis

bir metot ve yapilan kalibrasyon, izlenebilirligin en 6nemli noktalardir.

Normalde kalibrasyonda kullanilacak malzeme ve sertifikali referans standartlar her
zaman mevcut olmayabilir, fakat 6lcim standartlari dogru secilerek uygun bir kontrol
saglamak gereklidir. Ozel kimyasal 6lciimler icin farkli tiirde 6lcim standartlar
mevcuttur ve bunlarin kullanimlari igin birgok farkli durum vardir [67]. G6z 6niinde

bulundurabilecek referanslar:

e Analitiksel is sirasinda yapilan fiziksel dlctimler
e  Malzemenin yapisinin belirlenmesi

*  Sertifikali referans malzemelerle kalibrasyon

* Diger tirde malzemelerle kalibrasyon

e Referans metot kullanarak kalibrasyon

*  Metot gelistirme, validasyon ve dogrulama

2.12.5.1 Fiziksel Olgiimler

Analitiksel ¢alismalarda bir dizi fiziksel 6lgim yapilmaktadir. Ancak fiziksel 6lgim
cihazlarinin uygun bir bicimde kalibrasyonu ve bu islem icin uygun standartlarin varlig
bu acidan dogacak sorunlari genis oranda bertaraf etmektedir. izlenebilirligi saglamak
icin kitle, hacim, uzunluk, sicaklik, zaman ve elektriksel 6lcimler gibi fiziksel dlciimleri
yapan cihazlar kalibre etmek igin disik belirsizlik degeri olan uygun referans

standartlar secilmeli ve kullaniimaldir.

Kalibrasyon islemi Uglincl sahislar tarafindan yapiliyorsa, bu taraf kalibrasyona ait
sertifikalandiriimis degeri ve degere ait 6lcim belirsizligini sunmalidir. Ayrica 6l¢imi

yapan laboratuar bu degerin devamliligini kontrol etmelidir [67].
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2.12.5.2 Malzemenin Yapisinin Belirlenmesi

Bircok analitiksel 6lcimde, maddenin yapisi giivenilir bir referans 6rnek veya verilerle
dogrulanmalidir. Sertifikali saf malzemeler bu dogrulama isleminde siklikla kullanilan
araclardir. Referans veri ile karsilastima durumunda ise, referans verinin Olglimin
gercgeklestirildigi laboratuar kosullarinda elde edilmis olmasi gerekir. Referans veri
uygun referanslara izlenebilir oldugu icin, yapilan 6lcim sonucu da karsilastirilabilir

nitelikte olacaktir.

Maddenin yapisi yaygin olarak kabul edilen bilgiler kullanilarak da tanimlanabilir.
Ornegin, asetik asit ile etanol reaksiyona girdiginde etil asetatin olusmasi beklenen bir
sonugtur. Diger taraftan elemantal yapi, molekiler agirlik veya belli fonksiyonel
gruplarin bulunmasi gibi temel ozelliklerin 6lcimi de maddenin tanimlanmasini

saglayan farkli araclardir [68].

2.12.5.3 Sertifikali Referans Malzemelerle Kalibrasyon

Referans malzeme (RM), nominal 6zelliklerin incelenmesinde veya bir 6lgiim siirecinde
istenilen, kullanima uygun oldugu tespit edilmis, belirli 6zelliklerle yeterince
homojenlik ve kararlilik saglayan bir malzeme seklinde tanimlanmaktadir. Sertifikali
referans malzeme (CRM) ise yetkili merci tarafindan belgelendirilmis referans
malzemedir. Bu belgedeki malzemenin degeri gecerli kilinmis bir metotla belirlenerek

belirsizlik degeri ve izlenebilirligiyle birlikte verilmektedir [38].

Bircok durumda bu tir sertifikali kimyasal referans standartlarin veya kalibrasyon
¢ozeltilerinin alinmasi mumkdn, maliyet ve kullanim agisindan da uygundur. Bu
standartlardaki degerler ulusal veya uluslararasi standartlara izlenebilir oldugu ve
dolayisiyla glvenilir olduklari igin, sertifikali referans malzemelerin kullanimlari

mumkiin oldukca tavsiye edilmektedir.

Bazi durumlarda, dérnegin alagimlarin XRF ile analizi, kalibrasyon igin matriks sertifikali
referans malzeme kullanmak uygundur. Bu gibi durumlarda sonucg kesinlikle referans
malzemenin degerine izlenebilirdir. Fakat maliyetin fazla olmasi ve dogru matriks
uyumununun yakalanmasinin zor olmasi sebebiyle matriks sertifikali referans

malzemeler ile kalibrasyonun gerceklestirilmesi 6nerilmemektedir [68].
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2.12.5.4 Diger Tirde Malzemelerle Kalibrasyon

Bircok durumda olclilen, kimyasal madde miktaridir. Bu bir element veya molekiil
olabilir. Kimyacilar uzun yillardir bu tiir maddeleri ayristirmaya ve saflastirmaya
calismislardir veya referans standart olarak kullanilabilecek yeterli miktarda saf
malzeme bulma yoluna gitmislerdir. Saf malzemeler kullanilarak gergeklestirilen
kalibrasyon ile yapilan olciim izlenebilirligi saglamis olur. Safligin belirlenmesi uygun
tekniklerle biyik emek harcanarak gergeklestirilir. Bu tiir proseslerin glivenilirligi uzun
deneyimler ve gerekli kimyasal islemi dogru bir bicimde degerlendirecek profesyonel
incelemelerle belirlenebilir. Belirsizlik ile birlikte sunulan izlenebilir degerler olmadigi
middetge, kalibrasyon igin kullanilan malzemenin yeterince saf olup olmadigi
tecriibeye dayali degerlendirmeler ile belirlenebilir. Boyle bir durumda laboratuarlar
cok dikkatli olmahdir ve eger mevcutsa uygun testlerle sertifikalandiriimamis

malzemenin safligini kontrol etmelidirler.

Saf malzemelerin hazirlanmasi ise hem pahalidir hem de yiiksek analitik bilgi gerektirir.
Yine de bazi durumlarda laboratuar sartlarinda saf malzeme sentezlemekten baska yol
olmayabilir. Boyle bir durumda sentezlenen maddenin erime noktasi ve diger termal
Ozellikleri, spektroskopik analizleri, nem igerigi, metal olmayan safsizliklari, inorganik
icerigi, elemental mikroanalizi, kromatografik incelemesi ve diger olabilecek

safsizliklara iliskin incelemelerin yapilmasi ve tespit edilmesi gerekir.

Diger taraftan saf malzeme mevcut olsa bile, diisik konsantrasyon seviyelerinde
yapilan analiz, materyalin diisik konsantrasyon seviyelerinde hazirlanmis ¢ozeltilerine
ihtiyac duyacaktir ve disik konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltinin analit icerigi ve
safligi bulundugu kabin ylizeyine adsorbe olma, dis Kkirlilikler, oksidasyon gibi
durumlardan etkilenecektir. Malzemenin safligini korumak icin bu gibi etkileri kontrol

altinda tutmak gerekir.

Bunlarin disinda kalibrasyon icin kullanilabilecek farkli malzemeler ve formiilasyonlar
vardir ornegin, karisik element kalibrasyon cozeltileri, alasimlar ve 6zenle karaterize
edilmis yeni ila¢ referans malzemeleri. Bu malzemelerin izlenebilirligini kanitlayan
belge yoksa, laboratuarlar malzemelerin kendi amacglarina uygun olup olmadigini

kanitlamak ile yikamlidurler [68].
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Kalibrasyon malzemelerinin safligini tayin etmek igin gesitli analitiksel yéntemler vardir.

2.12.5.5 Primer Kalibrantlarin Safliginin Belirlenmesi

Analitiksel bir metot gelistirilirken kullanilan standart malzemelerin safliginin
belirlenmesi, yapilan 6lcimiin izlenebilirligini saglamak icin kullanilabilecek diger bir
yoldur. Saf malzeme, birincil bilesen (PC) ile safsizlik bilesenleri (IC) kiimesinin toplami
olarak distunilebilir. Saflik tayininde birincil bilesenin kimligini belirlemek temel istir.
Birincil bilesenin kimligini tayin etmek icin uygun olan tiim valide edilmis teknikler g6z

onunde bulundurulmalidir.

Bir malzemenin fiziksel ozellikleri tam olarak biliniyorsa, erime noktasi gibi, bir veya
daha fazla karakteristik 6zelligin tayini yeterli olacaktir. Daha ayrintili incelemeler
gerektiginde yiksek c¢ozinurlukliG kromatografi, nikleer manyetik rezonans
spektroskopi (NMR), kiitle spektrometri (MS) ve molekiiler spektroskopi (UV-VIS, IR ve
Raman) gibi teknikler kullanilabilir. Ayni sekilde énemli safsizlik bilesenleri de valide
edilmis tekniklerle belirlenmelidir. Organik safsizlik bilesenleri igin gaz kromatografi-
alev iyonlastirma dedektori (GC-FID) veya gaz kromatografi kiitle spektrometri (GC-
MS) ve LC-UV ve kitle spektrometri (LC-MS) gib teknikler kullanilirken, inorganik
safsizlik bilesenleri igin X-ray spektrometre, indiktif eslemis plazma-optik emisyon
spektrometri (ICP-OES) veya indiktif eslemis plazma-kitle spektrometre (ICP-MS),

notron aktivasyon analizi (NAA) ve su tayini icin Karl Fischer teknikleri kullanilabilir [69].

2.12.5.5.1 Gravimetri

Gravimetri, bir maddenin kimyasal olarak ilgili oldugu diger bir saf maddeye
donistiridlmesine dayanan nicel tayin yontemidir. Bu teknik gravimetrik olarak ¢ozelti
hazirlama, titrantin hacim vyerine kitle ile o6lgildiglu gravimetrik titrasyon veya
sicakhgin bir fonksiyonu olarak kiitle kaybinin incelendigi termogravimetrik analizle

karistirilmamalidir.

Gravimetri dogru tartima ve madde transferine bagli oldugu icin organik bilesikler
Gzerinde uygulanan gravimetrik tekniklerde on miligramdan gramlara varan miktarda
madde harcanabilir. Ayrica ¢okeltinin kutlesine gére %0,1 daha disik degerde bagil

standart belirsizlikler elde edilebilir [70].



Temel gravimetrik prensipler ¢ok 6zel reaksiyonlara bagldir fakat bazi organik bilesikler
bu reaksiyonlar olmadan da gravimetrik olarak belirlenebilir. Ozel fonksiyonel gruplara
veya heteroatomlara sahip olan birincil bilesenler gravimetrik analiz igin sekil
degistirmeye yatkin olabilirler, 6rnek olarak silfiir iceren bir maddenin oksidasyona
ugrayarak SOs gibi inorganik oksitlere doniismesi, uygun bir ¢6zlicl igerisinde baryum
kloridin asirisi ile c¢oktirilmesi ve olusan baryum silfatin gravimetrik olarak
belirlenmesi verilebilir. Bununla birlikte bu tir donlsimler secici degildir, drnegin
verilen 6rnekte madde igerisinde bulunan silfiir iceren tim bilesikler sonugta silfat

olarak olclilecektir.

Gravimetrik Olgimlerin sonuglari tartim sistemi kullandigi igin kitle kalibrasyonu
Uzerinden ilerleyen bir izlenebilirlige sahiptir ve ayrica gergeklesen donisimler
¢6zinmeyen reaksiyon Uriini igin bilinen, kabul edilmis bir sitokiyometri sunmaktadir.
Bunun yanisira, bazi kimyasal donidsimler secici ve tamdir. Safsizlik bilesenlerinin
tanimlanmasi ne kadar gerekliyse, ayni sekilde temel kimyasal déniisiim, tam olarak
gerceklesmeyen c¢okelme, birlikte c¢okelme, buharlasma ve filtreleme kayiplari da
belirlenmelidir. Sonug olarak, en temel durumda, gravimetrik metotlar organik safligin

izlenebilir olarak belirlenmesi igin pratik araglardir [71].

2.12.5.5.2 Titrimetri

Titrimetrik yontemler, derisimi bilinen bir ¢ozeltinin analit ile reaksiyona giren
miktarinin  Olgimine dayanan, uygulama alani c¢ok genis etkili nicel analiz
yontemleridir. Kimyasal agidan farkl siniflarda olan bir ¢ok titrimetrik metot, her bir
sinifin icerisinde de sayisiz 6zel teknik vardir. Kulometrik titrasyon oOlglilenin yik
transferinin gerceklestigi reaksiyon U(zerinden, gravimetrik titrasyon ise kimyasal
titrantin kitlesi Uzerinden birincil bilesenin miktarini belirler. Bunlara ilaveten
volumetrik titrasyon ise titrantin hacmi Gzerinden birincil bilesenin miktarini belirler

[72].

Titrimetrik teknikler reaktantin dogru bir bicimde 6lcimiine dayali oldugu icin miligram
veya gram Olglsiinde madde miktarina ihtiyag duyar. Kullanilan érnek bozuldugu igin
bir baska islemde kullanilamaz. Elde edilebilen en diisiik bagil 6lcim belirsizligi % 0,01

dir ve metot herhangi bir birincil bilesen igin valide edilebilir [73].
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Elektrokimyasal veya kimyasal fonksiyonel grup igeren bir ¢ok birincil bilesen kimyasal
donidsime ugrayarak veya ugramadan farkh titrasyon tirleriyle tayin edilebilir.
Titrimetrik teknikler fonksiyonel gruplara gore segici iken molekile gore segicilik
gostermemektedirler. Mesela o6rnek icerisinde bulunan safsizlik bilesenleri birincil
bilesenle ayni fonksiyonel gruplara sahipse, safsizlik bileseni de titranti harcayacaktir.

Bu da titrasyonla yapilan 6lcimin dogrulugunu azaltacaktir.

Titrimetrik 6lgciim sonuglari 6lglim sisteminin yani volumetrik ve gravimetrik metotlarin
ciktilari oldugu igin izlenebilir niteliktedirler. Gravimetrik yéntemde oldugu gibi, bu
yontemde de temel kimyasal donisimiin gerceklesmedigi durumlarda gerekli
dizeltmeler yapilmalidir. Bu tir diizeltmeler ve onlarin belirsizlikleri yapilmak istenen

islem icin baska hangi enstrumental teknigin uygun oldugunu gosterir.

2.12.5.5.3 ¢ Standart Nicel Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopi (1S-qNMR)

Nikleer manyetik rezonans spektroskopisi ilk olarak 1946 yilinda tanimlanmis [64],
[75] ve bu siregte kimyasal yapilarin aydinlatiimasi, saflik ve safsizlik analizleri igin
baslica analitik tekniklerden biri olarak kullanilmistir. Giinimiizde NMR c¢ok genis bir
alanda, endistride ve akademik arastirmalarda yaygin olarak kullaniimaktadir. 1998 ve
2005 yillarinda Holzgrabe ve arkadaslari tarafindan yayinlanan g¢alismalarda, NMR
spektroskopisinin eczacilik alanindaki [76] farkh uygulamalarindan bahsedilmis ve
Ozellikle kantitatif NMR uygulamalarina [77] yer verilmistir. Jancke ve galisma
arkadaslari NMR spektroskopisini, tamamen matematiksel denklemler kullanilarak tam

bir belirsizlik bitgesi ¢ikartilabildigi icin birincil analitik metot olarak dnermislerdir [78].

'H NMR spektroskopisi, proton cekirdeginin yiiksek hassasiyeti, gérece daha diisiik
durulma zamanina ve neredeyse %100 dogal bolluga sahip olmasi nedeniyle kantitatif
analizler icin cok uygundur. NMR sinyalinin yogunlugu ve pik siddeti dogrudan proton
sayllarina baghdir. Kantitatif analizlerde piklerin alanlari kullanildigindan buna bagh
olarak secilen piklerin siddeti de o6nemlidir. Miktar tayini gNMR ile iki farkli yol
izlenerek yapilabilmektedir [79]. Bunlardan birincisi rolatif hesaplama teknigi olup iki
maddenin mol oranlarindan yola cikilarak yapilmaktadir. ikinci teknik ise disaridan bir
standardin eklenmesi ile yapilmakta olup analizi yapilacak 6rnege ait pik alani ile uygun

standardin pik alaninin 6lgiilmesi ile hesaplanmaktadir. Kullanilan standart, uluslar
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arasi kabul gérmus bir sertifikali standart malzeme ise Sl izlenebilirligi saglanmis bir
Olciim vyapilmis olur. Cok dusiik belirsizlikler ile dogru ve izlenebilir dlglimler
yapilabildigi icin qNMR organik molekillerin sertifikasyonu igin ideal bir tekniktir [80].
gNMR icin Ug farkh referans metot kullanilmaktadir bunlardan ilki i¢ standart ekleme
metodu, ikincisi bir koaksiyel NMR tlpi kullanilarak yapilan dis standart ekleme
metodu ve Uglincisu elektronik referans metodudur. *H gNMR tekniginde kullanilan
parametrelerin se¢imi dogru ve tekrarlanabilir sonuglar agisindan oldukg¢a 6nemlidir.
Yiksek ¢ozunirlikte spektrumlar elde edebilmek icin en az 16 tarama ile 65, 536
zaman alani secilmeli sinyal glrilti oraninin >300 olmasi saglanmalidir. Analiz
esnasinda tiip, donmeden kaynakli yan bantlarin olusmamasi igin dondirilmemelidir.
Durulma kantitatif Olclimlerde en 6nemli parametre oldugundan durulmanin tam
olarak tamamlanmasi amaciyla T1 durulma siiresi 6lgtilmeli ve en kiiglik T1 degerinden
5-7 kat daha fazla durulma siresi analiz programina girilmelidir. Elde edilen datalarin
faz ve baseline dizeltmesi yazilimin otomatik segenekleri ile degil mutlaka el ile

yapilmali ve her data icin ayni data isleme parametreleri kullanilmalidir.

gNMR saflik hesabinin yapildigi matematiksel esitlik asagida verilmistir. Esitlik 2.8’de
gorilecegi lizere maddelerin tartilmasi, NMR 6rneklerinin hazirlanmasi ve datalar
islerken integral alanlarinin dogru olarak secimi ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle uygun
tartim araliginda metroloji enstitlleri tarafindan kalibrasyonu yapilmis teraziler

kullanilmasi sarttir.

Rx: Ix % std>< X sttd XP
std X std X

P,: Analitin (X) safligi [%]

I.: Analitin secilen protonuna ait integral alani

Istq: Standardin secilen protonuna ait integral alani
N,: Analitin proton sayisi

Nsia: Standardin proton sayisi

M,: Analitin molekiler kutlesi [g/mol]

Msiq: Standardin molekuler kitlesi [g/mol]
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W,: Analitin gravimetrik agirhgi [g]
Wq4: Standardin gravimetrik agirhgi [g]
Pswa: Standardin safligi [%)]

NMR 6lgimlerinde numune hazirlama islemi ise diger tiim analitik yontemlerde oldugu
gibi kantitatif NMR oOlglimleri icinde olduk¢a 6nemli bir asamadir. Dogru sonug icin
dogru tartim ve numune hazirlama gereklidir. Duslik miktarli tartimlarda ozellikle
kullandigimiz terazilerin limit degerleri disinda kaldiginda hata yuksek, tekrarlanabilirlik

ise diisik olmaktadir.

Madde miktarlari yeterli oldugunda stok ¢ozelti hazirlayip bu ¢bzelti igerisinden yeterli
miktarda numune alarak NMR 6rnegini hazirlamak en dogru yol olacaktir. Ozellikle
sertifikali referans malzemelere dayandirilarak ikincil referans malzemenin safligini
belirlemede veya ulusal ve uluslararasi karsilastirmalara katiimlarda bu yontemle
numune hazirlamak dogru ve tekrarlanabilirligi olan sonuglar agisindan énemlidir. Bu

yontemde;

e Tartim dogrudan nmr tipl yerine, alti diiz ve vidali kapaga sahip cam bir sise
icerisine yapilmalidir. Elektrostatik etkiler tartimda hataya neden oldugundan mimkiin
oldugunca plastik malzemeler kullanilmamali ve tartim dncesi kullanilan spatdl ve sise

gibi malzemelerin elektrostatik yiikleri giderilmelidir.

e Terazi sifirlandiktan sonra oOrnegin tartilacagi sisenin darasi alinmali ve

kaydedilmelidir.

* ¢ referans olarak kullanilacak safligi bilinen numune sise icerisine eklenerek

tartimi yapilmali ve kayit edilmelidir.

* Son olarak analizi yapilacak olan malzeme sise igerisine tartilmal ve deger kayit

edilmelidir.

ic referans ve analizi yapilacak olan maddeden 10 mg tartilmasi, *"H NMR analizi ve
kantitatif olgimler igin gerekli sinyal glrilti (S/N) oranini saglamaktadir. Ancak bu
denli kiicik miktarlarin tartilmasi esnasinda meydana gelebilecek hatalari ortadan
kaldirmak ve terazinin tartim limitlerinin disina ¢ikilmasini engellemek amaciyla,

referans malzemeden ve maddemizden 4 veya 5 kati yani 40-50 mg kadar tartilip, 2.8-

58



3.5 mL doétoro solvent kullanilarak ¢ozlilmesi daha iyi olacaktir. Cam sise icerisinde
hazirlanan ve karistirilarak homojenize edilen ¢o6zeltimizden taksimath pipet
kullanilarak 0.7 mL alinir ve NMR tiiplne aktarilir. Bu sayede tartimdan gelecek hatalar
minimize edilecek ve cok iyi homojenize olmus ve tamamen ¢oziinmis NMR analizine

hazir numuneler elde edilebilecektir.

Kullanici tarafindan dogru sonug icin tartim asamalarinin her bir adimi Uger kez
tekrarlanabilir ve terazide olusabilecek dengesizlikler gdzlenebilir. Bu baglamda dogru
tartim igin terazinin hizh ve net bir sekilde dengeye geldiginden emin olunmali ve
ortam sicaklik ve nem degerleri kontrol altinda tutulmalidir. Terazinin glnlik
kalibrasyon isleminin yapildigi kontrol edilmeli, yapilmadiysa mutlaka tartim &ncesi

yapilmalidir.

Maddelerin cam sise icerisine tartimlari yapildiktan sonra sisenin kapagi kapatilmali ve
devrilmeye, kirilmaya karsi korunmalidir. Rastgele tasinan siselerin icerindeki
maddelerin sisenin ¢eperine ve kapagina bulagsmasi ¢ézme asamasinda zorluklara

neden olabilecegi gibi madde kaybina da sebep olabilir.

Kantitatif NMR analizleri igin hazirlanan numunenin kesinlikle %100 oraninda
¢o6zinmesi gerekmektedir. Cam sise kullanilmasi ¢éziinmeyen partikilleri gozlemleme
acisindan da oldukca avantajlidir. Tartimi yapilan numuneler hazirlanmadan once,
¢ozuculer denemeler ile tespit edilmelidir. Segilen ¢ozliclilere ait pikler ile analitlere ait
piklerin ayni bolgede rezonansa gelmemesi ¢ozlici seciminde 6nemli bir unsurdur.
Sicakhgin yukseltilmesi analitlerin ¢ozuniarlGginl arttirmak igin kullanilabilinir ancak
benzoik asit gibi referans malzemeler secildigi takdirde sicakhigin arttirilmasi benzoik
asitin gnmr 6lcimi yapilacak madde ile reaksiyona girmesine veya bu maddenin
bozulmasina neden olabilir. Bu nedenle sicakligin arttirilmasi kontrolli bir bicimde

yapiimalidir [81]. Numune hazirlama Sekil 2.19 ‘da sunulmaktadir.
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40mg Standart

2.8mL Détoro Solvent
40mg Numune

Sekil 2.19 NMR numune hazirlama

Kantitatif NMR analizleri icin dikkat edilecek parametreler ise excitation pulse,
tekrarlama siresi, broad-band decoupling, acquisition time, time domain, sinyal
guraltt (S/N) orani, receiver gain (RG), dijital ¢ozinurlik, manyetik alanin ayarlanmasi
(shimming), frekansin ayarlanmasi, sicaklik ve NMR 6rnek tlipliniin hassasiyeti ve kilcal

capi seklindedir.

Excitation Pulse acisindan bakildiginda analiz icin 90° veya daha distk bir pulse acisi
kullanilabilir. 90° pulse acisinin analize olan etkisi, numunenin fiziko-kimyasal
ozelliklerine bagl olarak numuneden numuneye degisebilir. Cok daha iyi hassasiyet ve
dogruluga ulasabilmek igin her bir numune igin kalibrasyonun yapilmasi iyi olacaktir.
Normalde, 90° pulse maksimum siddeti, yogunlugu saglamaktadir. Tamamen
durulmanin saglanmasi ve deney siresini kisaltmak icin daha disuk bir pulse agisi da
kullanilabilir. Daha duslik tekrarlama (daha az pulse sayisi ve daha disik deney
zamani) ile iyi bir sinyal guriltid oranina (S/N) ulagsmak igin Esitlik 2.9’daki “Ernst angle”

esitligini kullanarak pulse acisini hesaplamak mimkiinddar.

cosa =¢ —— (2.9)

o: pulse agisi
Tr: tekrarlama sayisi
T1: durulma zamani

60



Ernst esitligi dogrudan durulma zamani ile alakahdir ve kompleks karisim analizlerinde

uygulanmasi sinirlidir.

Tekrarlama siiresi tek bir tarama ile spektrumunun kaydi icin gecen stireyi ifade eder,
bu siire 6zellikle durulma zamani ve acquisition siiresine baghdir, diger bazi kiiclik
deney siresine etkileyen faktorler bu iki parametrenin yaninda ihmal edilecek kadar
dustiktiir. Tr direkt olarak en uzun T; siiresine baghdir. ideal olarak bu siirenin dlgiilen

T, degerinden 5 kez daha uzun olmasi, %99 oraninda durulma igin gereklidir.

Broad-band decoupling isleminde, keskinlikteki bozulmayi %1’in altina indirmek igin su

kriterlere dikkat edilmelidir:
e  broad-band decoupling acquisition siiresi boyunca uygulanmali
e tekrarlama siresi T, sliresinin 5-7 kati kadar olmali

e uyarma igin 90° pulse agisi kullanilmalidir. Dinamik, canli karisimlarda (metabolit
karisimlari gibi) yiksek konsantrasyona sahip metabolitlerin **C uydu (satellite) pikleri
disiuk konsantrasyonlu metabolitlerinkine esit olabilir. Bu durum gnmr analizlerinde
belirsizlige ve hataya neden olur. Bu gibi kosullarda **C uydu piklerini elimine etmek

amaciyla broad-band decoupling kullaniimahdir.

FID kaydinin yarida kesilmesini dnlemek icin uygun acquisition stiresi kullaniimalidir. Bu

slirenin az olmasi eksik yogunluk 6lciimlerine neden olur.

Modern, ylksek hafiza ve islemci glicine sahip bilgisayarlar ile g¢alisan NMR
spektrometrelerinde 64K data noktasi, kantitatif hesaplamalar icin kullanilmalidir. Bu
degerin ¢ok dusik secilmesi kismen Ust Uste gelmis sinyallerin yiksek ¢oziintrlikte

kaydint miimkiin kilmayacaktir.

Kesin kantitatif sonuclar elde etmek igin sinyal giirtltii orani *H icin 250:1, 9 icin 300:1
ve *'P icin 600:1 olmalidir. Analit miktari konsantrasyonunun az oldugu numuneler icin
tarama sayisinin arttirilmasi daha yiksek bir S/N oranina ulasmak igin yeterli olabilir.
Sinyal glirtlti orani ayni zaman kullanilan probun hassasiyetine de baghdir. Bu oran
modern cihazlarda ilgili komutlar ile kolaylikla 6grenebildigi gibi Esitlik 2.10 yardimi ile
de hesaplanabilir.
Ny, T, (v, B)24/ns
N = yexc 2 ydet (2.10)
T

S/
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N: Sistemdeki spinlerin sayisidir. (6rnek konsantrasyonu/protonlarin sayisi)
Yexc: Uyarilmis cekirdeklerin gyromagnetic orani

¥q4et: Saptanan cekirdeklerin gyromagnetic orani

ns: Tarama sayisl

Bo: Harici manyetik alan

T,: Capraz durulma siiresi (Cizgi genisligini belirler)

T: Numune sicakhigi

Sekil 2.20’deki grafikte %0.1 etilbenzen standart numunesindeki —CH»- sinyalinin farkli
tekrarlanma surelerindeki S/N orani gosterilmistir. Buna gére tekrarlanma siresini en
cok etkileyen faktor olan durulma zamani arttikca S/N orani da belli bir noktaya kadar
artmaktadir. Ancak belirli bir siireden sonra degisme azalmaktadir. Bu grafik incelenirse

5-7 kat T slresinin kantitatif analizler icin ne kadar 6nemli oldugunu gorilebilir.
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600 4

S/N ratio

*
L
*
EE
L ]
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04+ - . - . — e
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Sekil 2.20 iyon tuzakli analizér

Diger taraftan, ideal receiver gain (alici kazanci) degerini uygulamak oldukga énemlidir.
Cunkl cok yuksek RG degeri baselineda bozulmalara neden olurken ¢ok distuk RG
degeri ise analitin sinyal kaybina veya cok disiik S/N oranina sebep olabilir. Modern
NMR cihazlari RG degerini otomatik olarak ayarlayabilmektedirler. Eger uygulanan
pulse, alicinin asiri yiklenmesine neden olursa kazang %10 azaltilir ve tekrar pulse
gonderilir. Asin yiklenmenin olmadigl uygun bir deger ulasana kadar bu islem cihaz
tarafindan tekrarlanir. En hassas ve dogru kantitatif hesaplama igin mutlaka ideal RG

degeri kullanilmalidir.
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Kantitatif analizler igin ayni zamanda uygun dijital ¢o6zunurlikte kaydedilmis
spektrumlar gerekir. Dijital ¢ozinurliuk (Hertz/point), spectral genisligin (sw) data

noktalarina bélinmesiyle elde edilen degere esittir.

Manyetik alanin homojen olmayisi sinyal bozulmasina veya uygunsuz pik sekillerinin
olusmasina neden olur. Bu spektrumda kotu ¢oézinurlik ve dusik S/N orani olarak
ortaya cikar. Manyetik alan homojenitesi, ornek etrafinda yiksek manyetik alan
olusana kadar optimize edilmelidir. Optimizasyon esnasinda manyetik alan

homojenliginde meydana gelen iyilesme asagidaki degisiklikler ile belirlenebilir.
* Lock (kilit) sinyalinin ylksekligindeki artis

* FID’nin seklinden

* Spektrumdaki piklerin (6zellikle ¢oziici piki) seklinden ve cizgi genisliginden

Spektrometrenin frekansinin dogru degerlerde ayarlanmamasi (yanlis tune ve match
islemi) 90° pulse etkinligini etkileyebilir. Buda sinyallerin yogunlugunda degismelere
neden olur. Bu nedenle yiksek tekrarlanabilirlik igin bitin 6rneklerin frekansinin

dogru bir bicimde ayarlanmasi gereklidir.

Sicakhk kantitatif analizler icin ayrica onemli bir parametredir ve tekrarlanabilir
Olclimler icin sabit sicaklik degeri gereklidir. Ayni zamanda sicaklik durulma
Ozelliklerinde de degismelere neden olabilmektedir. Sicakligi ayarlamak icin kullanilan
hava akiminin yiiksek olmasi giigli sinyallerin baseline gizgisinde bozulmalara neden
olur. Bu nedenle 6zellikle karsilastirmali 6lcimlerde biitliin 6rneklerin analizi esnasinda

ayni hava akiminin kullanildigindan emin olunmalidir.

Cok sayida numunenin kantitatif analizi yapilacaginda veya karsilastirmanin énemli
oldugu durumlarda kullanilan NMR tiplerinin hepsinin ayni 6zellikte olmasina dikkat
edilmelidir. Tekrarlanabilirlik agisindan ayni hassasiyete ve cidar kalinligina sahip NMR
tuplerini kullanmak énemlidir, tiplin cam kalinligi cihazdaki lock seviyesi dahil bir ¢ok
parametre icin énemlidir. ince cama sahip tiiplerde yapilan analizlerde lock seviyesi

kalin olan tiiplere nazaran daha yiiksek olmaktadir

Durulma siiresi numuneden numuneye degisen bir parametre oldugundan daha énce

calisilmamis, T1 6lciimleri yapilmamis orneklerle calismadan dnce mutlaka bu dlgciimler

63



yapilmali ve durulma siiresi, T; degerinin en az 5 kati olacak sekilde segilmelidir. Asiri
uzun durulma sireleri gereksiz yere analiz siliresini uzatacagindan bundan

kaginiimalidir.

Cizgi genisleme (lb) degeri analiz programlanirken girildigi takdirde, datalar islenirken
bu parametrenin ayrica dizeltilmesine gerek olmayacaktir. Eger bu deger analiz
parametrelerine girilmediyse her bir data islenmeden 6nce degistiriimesi zorunlu
olacaktir. Farkli Ib degerleri farkli pik kalinliklarina neden olabileceginden, integral

degerlerinde tekrarlanabilirligi ortadan kaldiracaktir.

NMR kullanilarak gergeklestirilen saflik tayininde ise, gli¢li bir manyetik alana sokulan
belli sayida atom cekirdeginin radyo frekans isimasi ile etkilesimi, ¢ekirdegi iceren
molekilin kimyasal kompozisyonuna veya baglanmasina bagl degildir. Her bir atom
cekirdegin gegis frekansi, bag yapisi ve ¢ boyutlu yonlenmeye bagh 2. ve 3. seviye
atomik etkilesimleri ile degisiklik gosterir. Bu kiictik farkhliklar daha iyi ¢c6ziimlenebilir

hale gelir ve gegis siddeti manyetik alan glicl arttik¢a, daha kolayca tespit edilir [82].

Gecis frekanslarinda kimyasal vyapiyla ilgili farklihklar, NMR’1  molekiiler vyapi
belirlemede en temel araglardan biri yapar. Aksine, tek gecis frekanslari, belirli bir
kimyasal cevredeki ayni tirdeki ¢ekirdeklerin sayisi ile bir baska kimyasal ¢evredekilerin

sayisini kiyaslama olanagi saglar.

Farkh kimyasal gevrelerde bir tiir molekil icerisinde bulunan gekirdegin bagil sayisini
tespit etmek yaygin bir islemken, 6rnek icerisinde uygun bir i¢c standardin (IS)
kullanilmasi ile ortamdaki farkh tiirdeki molekillerin bagil sayilarini tespit etmek de
mimkiindir. i¢ standart iliskili oldugu atomik tiiriin bir veya daha fazla cekirdegini
icerdigi miiddetce 6lciilenden oldukga farkli bir yapiya sahip olabilir. i¢ standart
Olclilenle karistirilabilir veya oOlcllenle arasindaki kimyasal reaksiyonu onlemek igin
ornek kabi igerisinde bulunan ayri bir kaba yerlestirilebilir. Analizde kullanmak tzere

katilar veya yogun akiskanlar ile kullanilabilecek gesitli ¢ozlicliler mevcuttur [83].

IS-gNMR metotlari herhangi birincil bilesen kiitle kesri seviyesi icin uygulanabilir
Ozelliktedir. Cizelge 2.3, sikhkla kullanilan NMR aktif ¢ekirdekleri, bunlarin tipik dogal
bolluklarini ve bagil hassasiyetlerini, gNMR calismalarinda ne sikhkla kullanildiklarini

listelemektedir. Bircok organik malde bu c¢ekirdeklerden bir veya birkagini



icermektedir. Genellikle, birkag miligramdan birka¢ ylzmiligrama kadar 6rnek miktari
gereklidir. i¢ standardin élclilenden ayirt edilebilmesi, dlciilenin diger calismalarda geri

kazanimini saglar. % 0,5 ve daha az bagil 6lciim belirsizlikleri elde edilebilir [84], [85].

Cizelge 2.3 gNMR calismalarinda kullanilan NMR-aktif cekirdekleri

Ayni Sayida *H Bolluk x Bagil aNMR

% Dogal Atomuna Gore Hassasiyet Yayinlarinin
Cekirdek  Bolluk Hassasiyet Sayisi
4 99.98 1 1 Cok
19 100 0.833 0.8 Birkac tane
31p 100 0.066 0.07 Bircok
0 0.037 0.029 0.001 Bircok
25 4.70 0.008 0.0003 Birkac tane
B3¢ 1.11 0.016 0.0002 Cok
N 0.37 0.001 0.000004 Hic bulunamadi.

Tek-pulslu IS-gNMR  6lglim sonuglari, kullanilan i¢ standardin madde miktari ile
izlenebilirdir. Ayrilma veya c¢apraz kutuplasma tekniklerini kullanan c¢oklu-puls
metotlarla yapilan kantitatif tayinlerde duruma goére dikkatli bir sekilde degerlendirme
yapilmalidir. Gergek karsilastirma, bir kimyasal ortamdaki ¢ekirdeklerin sayisi ile ikinci
kimyasal ortamdakiler arasinda yapildigi icin, her bir i¢ standarttan gelen tek sinyal ve
ilgilenilen malzeme karsilatirma icin gereklidir. Bununla birlikte, her iki malzeme igin
tum ilgili NMR gegisleri, karsilastirmada kullanilan 6zel gegislerden 6nce karakterize

edilmelidir [86].

2.12.5.5.4 Kararl izotop Orani Kiitle Spektrometri

Bir karisimdaki bilesenlerin kantitatif analizi icin kullanilabilecek bir c¢ok kitle
spektrometri teknigi vardir ve hepsi, verilen atomik tirlerin iki veya daha fazla sayidaki
kararli izotop sinyallerinin oranini kullanir. izotop seyreltme kiitle spektrometri (IDMS)
teknigi, Olcimi vyapilan bilesigin izotopca zenginlestirilmis versiyonunun bilinen
miktarda eklenmesi ile oranlarda olusan degisim (izerinden degerlendirme yapar. Tek
asamali IDMS kalibrasyon ¢ozeltileri ve matriks referans malzemelerinin analizi igin

uygun bir teknik iken, izotoplu bilesigin ayrintili olarak karakterizasyonunu gerektirdigi
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icin kati organiklerde birincil bilesenin miktarini belirlemede sinirli uygulama alanina
sahiptir [87]. Cok-asamali IDMS ise, sertifikali izotop oranlari bulunmayan referans
malzemelerin analizleri i¢in uygundur. % 0,01 ‘den % 0,1’e kadar bagil belirsizlikler elde

edilebilir.

%0,1 bagil belirsizlikler, izotop orani kiitle spektrometri (IRMS) ile reaksiyon Urtinlerinin
oranini olcerek veya molekillerin CO,, NO ve SFg gibi daha kigclik poliatomik
molekillere gevrildigi kimyasal reaksiyon arayuz kiitle spektrometri (CRIMS) kullanarak
elde edilebilir. Bu metotlar kromatografik ayirma teknikleriyle birlikte kullanildiginda,

Olclilen maddeden yapisal olarak farkli, uygun izotoplu bilesikler ile kalibre edilebilir.

izotop orani kiitle spektrometri teknigi kullanilarak yapilan &lgiimler, izotopca
zenginlestirilmis bilesiklere veya onlarin araciligiyla ve daha da onemlisi ilgili 6lcim

esitligi ile iliskili olan bitin deneysel islemlere izlenebilirdir [88], [89].

2.12.5.5.5 izotop Seyreltme Kiitle Spektrometri (IDMS)

IDMS yontemi ilk olarak 1950°li yillarda elemental analizlerde kullanilmaya
baslanmistir. Kullanimi kolay oldugu icin hizla gelisen bir teknik olmustur. 1970'lere
gelindiginde IDMS organik bilesikler Gizerinde de kullaniimaya baglanmistir. Tayin edilen
bilesiklera ait izotoplu bilesikler bulundugu middetge de kullanimi uygun olan bir

tekniktir. Ayrica bu teknik genis kullanim alani olan referans bir tekniktir.

Kutle  spektrometride, spektrofotometrik  tekniklerin  aksine,  maddelerin
konsantrasyonu ile cihazdan alinan yanit arasinda sabit bir iliski yoktur. Bir bilesik veya
iyon ile ilgili segicilik zaman veya cihazin kalibrasyonuna goére degisir. Bu degisimler
ornek enjeksiyon veya kromatografi nedeniyle de olabilir. Boyle bir durumda dogru bir
bicimde kantitatif tayin yapmak igin i¢ standart kullaniimalidir. IDMS tekniginde
inorganik bilesikler icin izotopca zenginlesmis bilesik, organik bilesikler icin ise izotopik
olarak isaretlenmis bilesik kullanilarak kantitatif analiz gergeklestirilir. Aslinda bazi
durumlarda IDMS kararli izotop i¢ standartlastirma olarak da nitelendirilebilir. Bu
islemde izotopik bilesik analitiksel metodun en basinda Ornege eklenir, eklenen ic
standardin analitle herhangi bir kayip veya bélimlere ayrilma olmadan dengeye
gelmesi gerekir. Bu iki bilesigin verdigi yanitlarin orani Gzerinden 6rnek icerisindeki

analitin konsantrasyonu tespit edilir. Bu sartlar saglandiginda, IDMS teknigi analiz
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suresince ve ornek hazirlama asamasi boyunca olasabilecek her tiirli hatayi elimine

eder [90].

ilk zamanlarda, inorganik analitler icin IDMS termal iyonlasma kiitle spektrometri
(TIMS) kullanilarak gerceklestirilmekteydi. Bu ginlerde IDMS’e dayali indiktif eslemis
plazma kitle spektrometri (ICP-MS) analizden 6nce daha az 6rnek hazirlamaya ihtiyag
duydugu ve istenilen dogruluk ve kesinlikte sonug verdigi icin tercih edilen bir yontem
haline gelmistir. Organik analitler igin olan IDMS, GC-MS ve LC-MS gibi genis tlrde
ornek giris sistemlerine sahip olan cihazlarda kullanilir. IDMS teknigi tandem kutle
spektrometrelerde (MS-MS) de kullanilabilir. Bazi durumlarda numune giris sistemi
olan kiitle spektrometreler IDMS analizi (izerinde negatif etki olusturabilirler. Ornegin
GC Gzerindeki split (ayirma) enjeksiyon yontemi izotopik bilesik Gzerinde ayrismalara

sebep olur. Bu da kesinlikle istenilmeyen bir durumdur.

Kuadrupol ve iyon tuzakh kiitle spektrometreleri gibi paket halinde ve ekonomik olan
cihazlar, analitik kimya alaninda kitle spektrometrenin kullanimini arttirmiglardir.
Sonug olarak IDMS eser miktar seviyesinde yapilan analizlerde olduk¢a 6nemli bir yer
almaktadir. Bu durum ayrica bu teknigin diger kalibrasyon yontemlerinden daha dogru
sonug vermesi ve matriks etkilerini buylk oranda bertaraf etmesinden kaynaklanir

[91].

Homojen ve izotopik olarak dengeye ulasmis bir 6rnek ile analiz gergeklestirildiginde

IDMS tekniginin soyle avantajlari vardir.
e Yiksek kesinlik, dogruluk ve kabul edilebilir distk bir belirsizlik degeri sunar.

* izotoplu bilesikler ana bilesik dengeye geldiginde, metodun toplam geri kazanimi
Uzerinde inceleme yapmaya gerek kalmayacaktir. Clinkii elde edilen sonuc¢ bu iki

bilesigin verdigi yanitin oranlanmasiyla elde edilecektir.
*  Metodun dogrulugu bu oran dlgimiiniin kesinligi ile belirlenir.

* Genellikle organik analizlerde gergeklesen 6rnek hazirlama agsamasindaki analitin

degisimi elimine edilecektir ¢linki i¢ standart olarak analitin izotoplu bilesigi kullanilr.

*  Metodoloji daha az zaman harcar ve standart ekleme yonteminden daha yuksek

dogruluga sahiptir.
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Dez avantajlari ise soyledir.
* izotoplu bilesikler pahalidir ve bulunmasi zordur.
*  Ayrica kiitle spektrometrenin de kendisinden kaynaklanan maliyet vardir.

e Bu teknigi yapacak kisinin konu hakkinda gerekli bilgi ve tecriibeye sahip olmasi

gerekir.
*  izotop dengesinin olugsmasi sarttir.

* Analit ile izotoplu bilesiginin arasindaki kimyasal ve fiziksel farkliliklar kiitle
spektrometre tarafindan Uretilen iyonlari etkileyecektir, 6zellikle organik bilesiklerin

analizinde [92].

2.12.5.5.6 Alan Yiizdesi Gaz Kromatografisi (% GC)

Kilcal kolunlu GC ile iyi tasarlanmis ve dogru bir bicimde gergeklestirilmis bir analizle bir
karisimda bulunan bilesenler tam olarak ayirilabilir. IRMS, CRIMS ve atomik emisyon
deteksiyonu (AED) teknikleri molekilleri kendi atomlarina veya kigik poliatomik
molekillerine cevirirler bu o6zellikleri sayesinde molar-kiitle dedektor olarak yiksek
hassasiyete sahiptirler. Bu teknikler 6zel cihazlara ve deneyimli kisilere ihtiyag¢ duyar.
Diger taraftan kantitatif tayin yapma basarilari ve oOzellikleri hala tam olarak
belirlenememistir. Alev iyonlastirma dedeksiyon (FID) gibi yaygin olarak kullanilan

sistemler bagil molar kiitle teknigine yakin hassasiyette ol¢lim yapabilir [93].

FID, C-H bag iceren ugucu ve vyari-ugucu bilesiklere karsi oldukga hassastir. Tim
safsizlik bilesenleri birincil bilesen ile ayni oldugu durumda (6rnegin izomerler ve
bunlarin benzerleri) GC-FID birincil bilesinin kiitle kesrini dogrudan belirleyebilir. GC ile
yapilan analizlerde ¢ok distk miktarda 6rnek yeterlidir. %0,5 civarinda bagil belirsizlik
elde edilebilir. GC-FID su ve ucucu olmayan bilesiklere hassas olmadigi ve ucucu
bilesiklere izomerleri ve yakin tirdes icin kismen kararli sonuc verdigi icin, bu teknik
her kosulda gecerli degildir. Belli bir kimyasal sinifa ait yanit faktorleri, yanit
faktorlerinin lineerligi ve belirsizliklerin belirlenmesi Gizerinde devam eden arastirmalar

saf maddelerin degerlendirilmesi icin GC-FID kullanimini arttirmaktadirlar [94].

Bir madde igerisindeki birincil bilesene ait kitle kesri dlgimleri bazi kabuller ile birlikte

izlenebilirdir. Bu kabuller soyledir.
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e Birincil bilesenin kiitle kesri yliksektir.
e Kromatografik ayirimla safsizlik bilesenleri birincil bilesenden tamamen ayrilmistir.
e Tum safsizlik bilesenleri belirlenmistir.

* Detektér yanit faktorleri birincil bilesen ve tim safsizlik bilesenleri igin ¢ok

yakindir.

Kilcal kolonun kullanilmasi, sicakligin programlanmasi ve gesitli kolon durgun fazlari iyi
bir ayirnnm gergeklestirme ve dolayisiyla 6lgim yapma lzerinde etkili parametrelerdir.
GC-elektron yakalama deteksiyonu (ECD) halojenli bilesikler icin mikemmel bir
hassasiyete sahiptir. KitlUphane tarama ozellikli GC-MS, safsizlik bilesenlerinin
tanimlamaya yardimci olur. GC-IRMS ve GC-CRIMS ise molekiler yapilar tam olarak
belirlenemediginde bile GC-FID’nin yanit faktorlerinin hesaplanmasina olanak saglar

[95].

2.12.5.5.7 Alan Yiizdesi Sivi Kromatografisi (% LC)

Sivi kromatografi (LC) sistemleri GC'lere gore daha disik secicilige sahip olmasina
ragmen, sunduklari cesitli durgun ve mobil fazlar sayesinde kullanima daha
uygundurlar. Cok ucucu maddeler harig, yliksek performansh sivi kromatografi
sistemleri (HPLC) GC nin tek basina kullanildigi durumlardaki ayirmalardan daha iyi bir
ayirma gergeklestirir. Klasik LC ayirimi GC den daha dusuk sicakliklarda gergeklesir bu
nedenle termal bozunmaya ugrayan bilesikler icin daha uygundur. Bunun yanisira tim
organik bilesiklere ayni oranda cevap veren yeterince hassas bir LC deteksiyon sistemi

yoktur.

Yaygin olarak kullanilan ultraviyole-gériinir bolge absorbans (UV/Vis) ve floresans (Fl)
detektorleri bircok organik parcacik icin mikemmel hassasiyet saglamasina ragmen
bircok bilesik UV/Vis- veya Fl-aktif altyapilar icermezler. Dahasi, LC-UV/Vis ve LC-FI
yanit siddetleri molekil yapisindaki kiglik degisikliklere hassastir; tek-dalga UV/Vis
dedeksiyonunun tanimlanmamis safsizlik bilesenlerinin karakterizasyonu igin uygun

olmadigi yapilan ¢alismalarca belirlenmistir [96].

Buharlastirmali 1sik sacilim dedeksiyonunun (ELSD) evrensel LC dedeksiyonu ilkesine bir

adim oldugu iddia edilmistir. Bir ELSD dedektdrl, numuneyi aerosole geviren bir
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puskirtecgten, sivi-faz ¢ozicuyl buharlastiran sirikleme tiupinden ve herhangi bir
partikilin dedeksiyonunun gergeklestigi isik sacilim hicresinden olusur. Buna ragmen,
GC-FID, LC-ELSD’den daha hassastir ve daha buylk lineer dinamik araligi vardir. Sagilim
sinyali karmasiktir ve partiktl buyiklGgli ile her bir bilesigin gelen 15181 nasil
absorpladigi, kirdigi, yansittigi, Rayleigh ve Mie sactigi tam olarak anlasilamayan bir
fonksiyondur [96]. Net yanit faktorleri heniiz kantitatif olarak tahmin edilebilir degildir.

Suan, LC-ELSD yari-kantitatif dogrulama ¢alismalari igin en kullanigli yontemdir.

Saflik belirlemesi icin kullanilamamasina ragmen, LC-IRMS ve LC-CRIMS’in, tim safsizlik
bilesenlerinin kismi molekil formillerini ve bagil kitleyi belirleme yetenekleri vardir

[97].

2.12.5.5.8 Alan Yizdesi Kantitatif Niikleer Manyetik Rezonans (%qNMR)

%qNMR, birincil bilesene ve maddenin tim gozlenen gegislerinin alani toplamina
atfedilebilen, bir atom tird icin tim NMR aktif cekirdek gecislerinin, integrallendirilmis
alanlarini karsilastirir. Safsizlik bilesenlerinin arasindan en az bir birincil bilesen ayirt
edilebilirse, toplam cekirdegin olcililen cekirdege orani belirlenerek diizeltilen 6lcim

sonucu ile alan orani hesaplanabilir.

Ayirma-bazlh GC-FID ve LC-ELSD metotlarinin aksine, ilgili izotopu igeren tim safsizlik
bilesenleri toplam integrale katkida bulunurlar. Madde icindeki ilgili her bir atom
toplam sinyal siddetine esit oranda katkida bulunur. ilgili izotop ¢ok farkli bir kimyasal
ortamda bulundugunda, her bir gecis frekansi icin bagil yanit faktori, gecis ve temel
uyarilma frekansi arasindaki farkin hesaplanabilir fonksiyonudur. Safsizlik bilesenleri
belirlenebilirse, uygun atom-molekil oranlari belirlenebilir ve duzeltilebilir. Bu

yontemde %0,5 degerinde bagil belirsizlik elde edilebilir [98].

Degisik atomik tirlerin sonuclarinin karsilastirimasi, 6zellikle *H- ve *C-NMR,
validasyonuna yardim eder. %gNMR igin birincil bilesenin kesri su varsayimlar

gecerliligi Uzerinden izlenebilirdir:
e birincil bilesenin kesri ¢ok yuksek,
*  tldm sinyaller tam olarak integre edilmistir

e atom-molekil oranlari dogru sekilde belirlenmistir.
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2.12.5.5.9 Molekiiler Spektroskopi

Eger bir maddenin molekiiler spektrumu (6zellikle ultraviyole, gériniir bolge, kizilotesi
veya yakin kizilotesi spektral alanlari) biliniyorsa, birincil bilesenin kesri gbzlenen
spektrumla bilinen spektrum karsilastirilarak belirlenebilir. Eger birincil bilesenin
spektrumu iyi agiklanabilmis farkli bir 6zellik iceriyorsa bu durumda birincil bilesenin
kesri bu 6zelligin gozlenen ve bilinen sinyal orani kullanilarak hesaplanabilir. Bu islem
sifir seviye kalibrasyon olarak bilinir ve ilgilenilen bolgede safsizlik bilesenleri ile ilgili
herhangi bir spektral sinyal alinmadigi durumlarda uygulanabilir niteliktedir. Herhangi
bir ozellik yeterli ve secici bir bilgi saglamiyorsa, cok degiskenli matematiksel
tekniklerin kullanimiyla birincil bilesenin kesri ¢oklu 06zellikler karsilastirilarak
belirlenebilir. Bu durum da birinci derece kalibrasyon olarak bilinir ve tiim potansiyel
safsizlik bilesenlerinin spektrumlari belirlendigi zaman kullanima uygundur. iki veya
daha fazla molekiler spektroskopiler bilgi ile ilgili cikti olusturmak icin kullanildiginda,
molekiler uyarma/yayilma spektroflorometresi gibi, ¢ok degiskenli, kemometri
alaninda yapilan son gelismeler bilinmeyen safsizlik bilesenlerinin varliginda birincil
bilesenin kesrini belirler. Bu islem de ikinci seviye kalibrasyon veya N-way analiz olarak
bilinir. Sifirinci ve birinci seviye kalibrasyonlar tim girisim yapan maddelerin yokluguna
veya en azindan spektral karakteristikleri hakkinda bilgiye gereksinim duyar ve birincil
bilesenin kesrini dogrudan hesaplamak igin kullanilamaz. Sadece ikinci seviye
kalibrasyon sistemleri birincil bilesenin kesrini dogrudan hesaplamak i¢in uygundur.
Elde edilebilen kesinlik birincil bilesenin, spektroskopik sistemin ve kullanilan
matematiksel islemlerin spektral 6zelliklerinin 6nceden belirlenebilen fonksiyonudur.
Bagil belirsizlik degeri %0,1’den daha az elde edilebilir. ikinci seviye spektroskopik
kalibrasyonlar referans spektrumu tanimlamak icin kullanan referans metotlara

izlenebilirdir [99].

2.12.5.5.10 Elemental Analiz

Cogu organik maddenin elemental bilesiminin mol kesrini degerlendirecek bircok
teknik vardir. C, H, N, O, P, S, AS, Cl, Br, | ve Se belirlenmesindeki bagil belirsizlik % 0,1
den daha dustktir. Boyle bir degerlendirme hata kontroll agisindan ¢ok uygundur.

Gozlenen bilesimin beklenenden farkl olmasi, Birincil bilesenden oldukga farkli yapida
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safsizlik bilesenlerinin oldugunu gosterir. Bunun yani sira, elemental analiz birincil
bilesenle ayni veya cok benzer molekiil formiliine sahip olan safsizlik bilesenlerini

ortaya cikarma glicline sahip degildir [100].

2.12.5.5.11 Termal Metotlar

Deneysel olarak uygun bir sicaklikta kristal olan madde icerisindeki safsizlik
bilesenlerinin kesirlerinin toplamini belirlemek icin sicaklikla iliskili olan cesitli faz
degisimlerini 6lcen bir cok metot vardir. Bu metotlardan en yaygin olarak kullanilanlari
donma ve erime noktasi belirleme, diferansiyel tarama kalorimetre (DSC) ve adiyabatik
kalorimetredir. Bu metotlar maddenin kati fazindan c¢ok sivi fazinda ¢o6ziinebilen
safsizliklari olmasi durumunda, maddenin % 100 safliktan sapma derecesini belirlerler.
Bu metotlar saf maddenin kendi erime noktasi sicakliginda kararli oldugu ve tiim

safsizliklarin sivi fazda ¢6ziindlgi durumlarda uygulanabilir.

Donma ve erime noktasi belirleme teknikleri sicakligin fonksiyonu olarak maddenin bir
fazdan digerine dénusiminin ylzdesini hesaplar. DSC teknikleri ise 6rnegin bagil isi
akisiyla sicaklik arasindaki iliskiyi bir inert referansla kiyaslama yaparak belirler.
Adiyabatik kalorimetrik metotlar da maddenin mutlak 1s1 kapasitesini 6rnegin
sicakhginin fonksiyonu olarak belirler. Diger benzer teknikler erime ve donma halinde
maddenin hacminde ve dielektrik 6zelligindeki degismeleri belirler. Bu metotlar
genellikle 0,001 g’dan 0,1 g’a kadar olan madde miktarina ihtiya¢g duyar. Fiziksel
degisimlere bagl olan bu teknikler safsizlik bilesenlerinin kesirleri topmali sifira
giderken daha etkilidir. Birincil bilesenin kesri 0,99 veya daha fazla oldugu durumda

kesinlik % 0,1 veya daha fazladir [101].

Tim termal metotlardan elde edilen sonuglar belli kabuller ile izlenebilir 6zellik

kazanabilir. Bu kabdiller:

e Birincil bilesenin kesri cok ylksektir.

*  Deney gerekli termodinamik kosullar altinda yapilmistir.
*  (Gozunmeyen higbir safsizlik bileseni yoktur.

e Kati ¢ozelti olusturan hicbir safsizlik bileseni yoktur.
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Diferansiyel teknikler bir veya daha fazla referans malzeme kalibratériine ihtiyag
duyarlar. DSC saflik tayini icin birincil metot olarak kabul edilir fakat pratikte DSC
izlenebilir sonug elde etme durumunu azaltan deneysel dizeltmeler icerir. Halihazirda
kullanilan tim metotlar icerisinde adiyabatik kalorimetre deneysel olarak en kullanish
ve ihtiyaglari karsilayan metottur. Ayrica zaman ve kaynak agisindan da en uygun

olanidir.

Malesef tiim bu tir teknikler birincil bilesen ile kati ¢ozelti olusturan safsizlik
bilesenlerine karsi duyarsizdir. Birincil bilesenle kristallenmeye ugramayan safsizlik
bilesenleri tanimlanip belirlenmedikce, faz degisim karakteri ile mutlak maddenin

safligi arasindaki iliski tam olarak kurulamaz [102].

2.12.5.5.12 Faz Coziiniirlik Analizi (PSA)

Saflik tayini yapilacak madde iyi tanimlanmis bir ¢ozlcl sisteminde az ¢bziinen ve
haftalarca belli bir sicakhkta kristal olarak kalabilen 6zellikte ise, PSA hem safsizlik
bilesenlerinin kesirleri toplamini belirlemek hem de her bir safsizlik bileseni tGzerinde
daha ayrintili karakterizasyon yapmak icin kullanilir. PSA, sistem bilesiminin fonksiyonu
olarak sabit sicaklik ve basingta icerisinde ayni miktarda ¢ozlici fakat farkli miktarlarda
madde olacak sekilde hazirlanmis ¢ozeltiler igerisindeki sivi fazin bilesimini inceler

[103].

Bozucu olmasa bile, PSA 1 g'dan 100 g'a kadar fazla miktarda madde ve
degerlendirmeyi tamamlamak icin haftalarca zamana ihtiyac duyar. Parcali sistemlere
bagl olmasindan dolayi birincil bilesenin kesrinin belirlenebilecegi Ust limit yaklasik
0,999 dur. Secilen ¢ozicide birincil bilesenden daha ¢oziinir olan safsizlik bilesenleri
¢Ozucude yogunlasma egilimindedirler ve bdylece ¢ozelti igerisinde orijinal maddede
bulunduklarindan daha kolay tanimlanabilirler. Cozlici sistemi birinci bilesenle veya

safsizlik bilesenlerinin herhangi biriyle kimyasal reaksiyona girmemelidir [104].

Termal birlesik metotlar gibi, PSA olciimlerinin sonuglari belirli kabuller yaparak
izlenebilir 6zellik kazanir. Tum farkh sistemler icin dengenin saglandigi kosullar elde
edildiginde, birgok madde igin gerekli kosullar daha kolay belirlenebilir. Bununla birlikte

yine termal birlesik metotlar gibi, PSA kati form olusturan safsizlik bilesenlerine karsi
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duyarsizdir. iki veya daha fazla ¢oziicii sisteminin kullanilmasi béyle problemleri ortaya

cikarir [105].

2.12.5.5.13 Safsizlik Bileseninin Moliiniin veya Kiitle Fraksiyonunun Ardisik Olarak

Belirlenmesi

Herhangi bir veya tim valide edilmis analitik metotlar, safsizlik bilesenlerinin miktarinin
belirlenmesi ve tanimlanmasi icin kullanish oldugunu kanitlayabilir. Cozilmeyen
tanecikli madde, ugucular veya kil gibi safsizlik bilesenleri kompozitleri gravimetrik
Olcim metotlari kullanilarak belirlenebilir. Daha genel olarak, 6zel safsizlik bilegenleri
belilemek icin uygun enstrimantal metotlara ihtiyac duyulabilir. Fakat tim metotlar

kalibre etmek igin uygun referans madde bulunmayabilir [106].

Boyle bir durumda basvurlumasi greken pif nokta madde icerisinde bulunan safsizlik
bilesenlerinin birincil bilesenin birka¢ kati blyukliginde olmasidir. Kiglik miktarda
maddenin belirlenmesindeki biyik bagil belirsizlikler, kiglik mutlak belirsizlikler

sunabilir.

Farzedelim ki GC-FID ile gerceklestirilen ylizde alan hesaplama yontemi bagil standart
belirsizlik degeri % 5 olan bir sonug versin. Eger birincil bilesenin kitle kesri 0,99 ise
bunun % 95 glvenilirlik dizeyindeki genisletilmis belirsizligi +2x0,99x0,05= 0,1
olacaktir. Bu sonucun boyle olma olasihigl disiktir. Bununla birlikte icerisindeki
safsizlik bilesenin kitle kesri 0,01 olan yiksek saflikta bir kalibrant madde analiz
edilirse safsizlik bilesenin kiitle kesrine ait genisletilmis belirsizlik +2x0,01x0,05 =+0,001
olacaktir. Genelde aday referans madde igerisinde bulunan safsizlik bileseninin miktari
daha dislik oldukca, safsizlik bileseninin analizyle elde edilen belirsizlik beklenenden

daha az kritik olur.

Boylece, yeterli derecede saf olan yani icerisindeki safsizlik bilesenlerinin disik
miktarda oldugu aday referans madde, amaca uygunlugunu tespit etmek igin iyi bir
bicimde analiz edilmelidir. icerisindeki safsizliklarin giivenilir bir bicimde belirlendigi

maddeler kalibrasyon icin de uygundur.

Bir safsizlik bileseni belirlendiginde fakat projenin zaman ve kaynak imkani dahilinde
mevcut ticari madde olmadiginda, uygun yanit faktortiniin hesaplamasi bazi metotlar

icin daha uygun olabilir. Ornegin bir NMR spektrumunun degerlendirilmesinde bircok
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yazilim sistemi mevcuttur. Ayrica GC-FID de yanit faktorlerini, termal iletkenligi ve
fotoiyonlastirma deteksiyon sistemlerini belirleyebilecek bicok farkli kantitatif yapi-

ozellik iliskileri (QSPR) belirleme araclari vardir [107].

Ardisik 1-safsizlik bilesenlerinin kesirleri toplami veya 1-safsizlik bilesenlerinin kitle

kesirleri toplami belirleme sonuglari su varsayimlarin gegerliligi Gizerinden izlenebilirdir:

e tim safsizlik bilesenlerinin (veya safsizlik bilesenlerinin kimyasal sinif gruplarinin)
tanindigl,

*  tlim safsizlik bilegsenlerinin uygun bir sekilde sayildig

*  ¢oklu analizlerin sonuglarinin uygun bir sekilde bir araya getirildigi.

2.12.5.6 Referans Verilerle Kalibrasyon

Bazi durumlarda referans veriler ya iyi karakterize edilmis bir madde kullanarak
kalibrasyonu desteklemek icin ya da kalibrasyon faktérleri olarak kullanilir. Ornek
olarak infrared spektroskopide dalga boyu o6lgegini kalibre etmek icin kullanilan
referans spektroskopik veriler veya dogrudan vyapilan absorbans 6lclimlerinden
konsantrasyonlarin belirlenmesi icin kullanilan referans absorbans verileri sunulabilir.

Boyle durumlarda 6lgiim sonuglari referans verilere izlenebilirdir.

Fakat kullanilan referans verinin gergeklestirilen ol¢im ile ayni kosullar altinda elde

edildiginden ve uygun referanslara izlenebilir oldugundan emin olmak gerekir.

2.12.5.7 Metot Gelistirme, Validasyon ve Dogrulama igin Referans Maddeler

Sertifikali referans madde, Ozellikle matriks referans madde, kalibrasyonun yani sira,
metot gelistirme, validasyon ve olgim belirsizligin belirlenmesi islemlerinde de
kullanilir. Bu nedenle kullanilan madde izlenebililigi saglamanin yani sira yapilan
uygulamaya da uygun olmalidir. Matriks etkileri ve diger faktorler sertifikalandirilan
degerin belirsizliginden daha énemli olabilir. Bu faktorler él¢lilen (analit), 6lgiim aralig
(konsantrasyon), matriks uyumu ve potansiyel girisimler, 6rnek miktari, homojenlik ve

kararhlik, 6lcim belirsizligi ve karakterizasyon ve sertifikalandirma prosediridr.

CRM, kullanilmasi planlanan o6lcim metodu oOzellikleri ile uygun seviyeye sahip

olmalidir. Bu 6zelliklere konsantrasyon érnek olarak verilebilir. Metodun dogrulugunun
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en iyi bir bicimde tespit edilmesi icin kullanilacak olan CRM c¢alisilacak 6rneklerle
benzer matrise sahip olmalidir. CRM, kati, gaz vb fiziksel yapida olabilir. Bir test pargasi
veya bir toz olabilir. Yontemin uygulanmasindan énce hazirlanma gerektirebilir. Her ne
sekil olursa olsun analizi yapilan 6rnek ile ayni sekilde olmalidir. Kullanilacak CRM’in
miktari tekrarli bir sekilde metodun uygulanmasina firsat verecek biyiklikte olmahdir.
Nerede olursa olsun 6lciim boyunca CRM kararli olmalidir. Bunun icin su tG¢ durum soz

konusu olabilir.
o Ozellikler kararhdir ve herhangi bir nlem alinmasina gerek yoktur.

e CRM icerindeki bilesenlerin sertifika degeri saklama kosullarina bagh olarak
degisebilir, boyle bir durumda CRM acilmadan dnce ve acildiktan sonra sertifikada

belirtilen kosullarda saklanmahdir.

* Yine CRM igerisindeki bilesenlerin sertifika degeri belirli bir siire kendisini korur

seklinde sertifikada belirtilmektedir.

Sertifika degerinin belirsizligi istenilen kesinlik ve dogruluk gerekliliklerini saglamalidir.
Sertifikali referans malzemenin Uretilmesi analitiksel siirecteki 6nemi sebebiyle
titizlikle yuritilmesi gereken bir islemdir. Uretim ve sertifikalandiriima siireci,
planlama, homojenlik, kararlilik ve karakterizasyon gibi adimlari icermektedir. Glvenilir
bir CRM elde etmek icin bu adimlarin ayrintih bir bicimde incelenmesi ve yerine

getirilmesi gerekmektedir.

2.12.6 Belirsizligin Belirlenmesi

Belirsizlikle ilgili ayrintili bilgi daha onceki bolimlerde verildigi igin burada tekrar
verilmeyecektir fakat izlenebilirligin saglanmasi agisindan belirsizlikle ilgili en temel

gereklilikler:

*  Ya Olgim sonucunun belirsizligine etki eden her bir referans deger belirsizliginin
katkisinin belirlenmesi ya da uygunsa kullanimda olan standart metodun

kalibrasyon ve kontrol gerekliliklerine uyulmasi

e Kullanilan referanslarin etkileri géz o6ninde bulundurularak sonucun toplam

belirsizlik degerlendirilmesinin yapilmasi

*  Toplam belirsizligin istenilene uyup uymadiginin dogrulanmasidir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

Gelistirilen metot islemsel olarak kromatografik analiz ve 6rnek hazirlama
asamalarindan olusur. Analizler GC/MS-MS cihaziyla vyapildi. Ornek hazirlama
asamasinda ise basinglandirilmis ¢ozlici ekstraksiyon (PSE) yontemi kullanildi. Bir
onceki bélimde de belirtildigi gibi gelistirilen bir metodun kalitesinin saglanmasi igin lg
temel gereklilik vardir. Bunlar; metot validasyonu, 6l¢iim belirsizliginin hesaplanmasi
ve izlenebilirligin saglanmasidir. Metot validasyonu ©6l¢im yonteminin amaca
uygunlugunu, belirsizlik bltgesinin hesaplanmasi 6l¢iim sonucunun istatistiksel olarak
dogru ifade edilmesini, izlenebilirlik ise 06lcim sonucunun baska sonuglarla
karsilastirilabilmesini saglar. Bu boélimde kromatografik analiz yontemi, 6rnek
hazirlama metodu, metot validasyonu ve belirsizlik hesaplamalarinda takip edilen
islemler ayrintili bir bicimde sunulmaktadir. izlenebilirligi olusturmak icin ise metot
gelistirme sirasinda ve validasyon isleminde sertifikali referans madde kullanildi. Olgiim
sonuglarinin  kantitatif degerlendirilmesinde birincil standart metot olan izotop
seyreltme kitle spektrometre (IDMS) teknigi kullanildi. Yine kantitatif degerlendirme
islemi icin kullanilan standart malzemelerin safligi qgNMR gibi Sl izlenebilir birincil metot

ile belirlendi.

3.1 GC-MS/MS Analiz Sartlan

GC-MS/MS tayin metodu gelistirmek icin BDE-47, BDE-183, BDE-206, BDE-209 ve BB-
209 bilesikleri ve bunlarin izotoplu bilesikleri olan BDE-47L, BDE-183L, BDE-206L, BDE-
209L ve BB-209L (Wellington Laboratories, Canada) standart ¢ozeltileri kullanilarak bir

karisim hazirlandi.
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Gelistirilen metotta GC firin sicaklik programi 120 °C (2 dk bekleme) ile baslar, 15 °Cdk™
hizla 230 °C ye cikar daha sonra 5 °C dk* hizla 315 °C (1 dk bekleme) ye cikarak
sonlanir. Enjeksiyon sicakligi, MS baglanti sicakligi ve iyon kaynagi sicakligi sirasiyla 280
°C, 280 °C ve 230 °C dir. Tastyici gaz olarak 1 mL dk™ sabit akis hizinda yiiksek saflikta
helyum kullanildi. iyonlasma tiirii olarak elektron iyonlasma (El) teknigi kullanildi. GC
kolunu olarak 10 m x 0.25 mm ID x 0.1 um film kalinligi olan ve 380-400 °C gibi yiksek
sicakliklara c¢ikabilen (HT-5) kolon kullanildi. Belirlenen bu metotla Sekil 3.1’de de

goruldugi gibi kromatogramda bilesiklere ait piklerin tam olarak ayrilmasi saglanabildi.
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Sekil 3.1 PBDE ve PBB bilesiklerinin ve bunlarin izotoplu bilesiklerinin GC-MS/MS
kromatogrami

Metot olustururken, alikonma zamani (RT) degerlerinin belirlenmesinin yani sira izole
edilmis cift (parent) iyon (m/z), CID voltaj ve izole edilmis Grlin (product) iyon (m/z)
degerleri de belirlendi. Bu degerler Cizelge 3.1’de verildi. Cizelgede verilen iyon

degerleri gbz 6nunde bulundurularak hedef analitlerin kalitatif tayini yapildi.
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Cizelge 3.1 MS/MS metot parametreleri

Bilesik Tirdes izole edilmis gift Molekdl MA CID voltaj izole edilmis tiriin "Product"
"Parent" iyon (m/z) formali (g mol™) iyonlari (m/z)
Tetra-BDE 47 c 486 [M]* C12HeBr,0 485,80 0,98 324/326/328-377/379
47 Bc 498 [M]* BC1HeBr,0 497,70 0,95 336/338/340
Hepta-BDE 183  *C 564 [M-2Br]" Cy2H3Br;0 722,48 3,5 402/404/406-455/457
183  °C 576 [M-2Br]" BCH3Br,0 734,39 4 414/416-464/466/468
Nona-BDE 206 '*C 720 [M-2Br]" C12HBr0 880,28 4 611/612/614-560/563/564
206 “c 732 [M-2Br]" BC1,HBr0 892,18 3,45 623/624/626-573/575/576
Deca-BB 209 '*C 784 [M-2Br]" C12Brio 943,20 0,9 703/704/705-623/625/527
209  “c 796 [M-2Br]" BCuBrig 955,08 1,5 714/715/717-638/639
Deca-BDE 209 *C 800 [M-2Br]* C12Bri0 959,17 2 717/719/721-690/692/694
209  “c 812 [M-2Br]* BC1,Br0 971,08 2,5 727/729/731-702/704/706
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Alikonma zamanlari BDE-47 i¢in 8,67, BDE-183 icin 13,87, BDE-206 icin 20,93, BB-209
icin 21,55 ve son olarak BDE-209 icin 23,74 olarak belirlendi. Sekil 3.2'de de goriilecegi
gibi BDE-47 ve BDE-47L bilesikleri birbirinin izotopu oldugu igin, alikkonma zamanlari
arasindaki fark yoktur hatta kimi durumlarda da bu fark sadece 1 saniye’dir ve bu
durum diger bilesikler icin de gecerlidir. Bu nedenle kromatogramda bu bilesiklere ait
piklerin ayri bir bicimde gorintilenmesi olanaksizdir. Bu piklerin tayini, aralarindaki
izole edilmis cift iyonu degerleri farki ve bilgisayar programinin da sagladigi ayni
alikonma zamaninda iki farkl ¢ift iyon degerine sahip bilesigi algilayabilme o6zelligi
kullanilarak yapildi. Bu 6zelliklerden yola ¢ikilarak bilesige ve onun izotoplu bilesigine

ait pikin altindaki alan dogru bir bigcimde integre edilebildi.
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Sekil 3.2 BDE-47 ve BDE-47L bilesiginin GC-MS/MS kromatogrami

Yukaridaki paragraflarda metotla kalitatif olcimi gergeklestirmek igin gerekli
sartlardan bahsedildi. Kantitatif tayin icin ise izotop seyreltme kiitle spektrometri
(IDMS) yontemi kullanildi. Analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde belli konsantrasyon
araliginda tartim alinarak kalibrasyon c¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltiler, ana
bilesenlerin konsantrasyon degerleri her bir c¢ozeltide farkli, etiketlenmis (izotop)
bilesiklerin konsantrasyon degerleri ise her bir ¢ozeltide ayni olacak sekilde hazirlandi.
Hazirlanan ¢ozeltiler analiz edilerek, ana bilesen ve onun izotoplusu arasindaki iliskiyi

gosteren yanit faktorleri (RF) elde edildi. RF degerleri Esitlik 3.1 ile hesaplandi.
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Hazirlanan ¢o6zeltilerin  konsantrasyon degerleri ve bu c¢ozeltilerle elde edilen
kalibrasyon grafiklerine ait RF degerleri, RF degerlerinin % RSD degerleri ve R’
degerleri, Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’de verilmektedir. Cozeltiler izooktan ¢6zliclsu

icerisinde hazirlandi.

RF = AABx XC ISx (31)
AISx XC ABX

RF :Yanit Faktoru

Caex : Ana bilesigin konsatrasyonu (ng g™)

Aagx : Ana bilesigin kromatogramdaki pikin alani
Aisx : lzotop bilesigin kromatogramdaki pikin alani

Cisx : Izotop bilesigin konsatrasyonu (ng g™)

Cizelge 3.2 Kalibrasyon cézeltileri konsantrasyon degerleri (ug kg™)

Bilesikler A B C D E
BDE-47 1000 1250 2500 3750 5000
BDE-183 2000 2500 5000 7500 10000
BDE-206 5000 6250 12500 18750 25000
BDE-209 5000 6250 12500 18750 25000
BB-209 5000 6250 12500 18750 25000
BDE-47L 200 200 200 200 200
BDE-183L 400 400 400 400 400
BDE-206L 1000 1000 1000 1000 1000
BDE-209L 1000 1000 1000 1000 1000
BB-209L 1000 1000 1000 1000 1000
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Cizelge 3.3 Kalibrasyon grafiginden elde edilen degerler

Bilesikler R? RF degerleri RF Degerlerinin % RSD degerleri
BDE-47 0,9979 1,20 5

BDE-183 0,9990 0,92 5,6

BDE-206 0,9988 1,15 8

BDE-209 0,9974 0,95 7,6

BB-209 0,9971 1,11 8,2

RF degerleri 1,25-0,95 arasinda olmalidir. Clinkii IDMS prensibi, analiz ortamina
bilesigin ikizi gibi davranabilecek bagka bir bilesik koyarak metodun getirdigi kayiplari
elimine etmek Uzerinedir. RF faktoriinin 1,25-0,95 arasinda elde edilmesi ortama
koyulan bilesigin yani izotoplu bilesigin, ana bilesigin ikizi gibi davrandiginin

gostergesidir.

3.2 Ornek Hazirlama Asamasi

Yapilan ¢alismada ekstraksiyon isleminde basinglandiriimis ¢6zlict ekstraksiyonu (PSE)
ve mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE) yontemleri denendi fakat daha iyi sonug
verdigi icin PSE yontemi kullanildi. MAE yontemine ait yapilan calismalar 6rnek
hazirlama metodunun optimizasyonunu gerceklestirmek adina vyapildigi icin bu
ekstraksiyon yontemi uygulamalarina ait bilgiler sonuglar ve tartisma bdélimiinde

verildi.

3.2.1 Basinglandirilmig Coziicii Ekstraksiyonu (PSE)

Bu yontem Sekil 2.6’da goérilen otomatik cihazla gergeklestirildi. PSE ydnteminin
gelistirilmesinde sicaklik, basing, statik zaman, dongi sayisi, ¢ozlict tiri ve ylzdesi ve
sisteme ¢Ozlcl gonderim siiresi gibi parametreler etkilidir. Bu parametreler lizerinde

fakli degerler uygulanarak polipropilen, polietilen ve akrilonitril butadien stiren plastik
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malzemeleri icerisindeki BDE-47, BDE-183, BDE-206, BDE-209 ve BB-209 bilesiklerinin

ekstraksiyonuna yonelik metot gelistirildi.

PSE yontemi uygulanmaya baslamadan once, 6rnek, ylizey alanin arttirilip daha verimli
ekstraksiyon gercgeklestirmek igin kriyojenik 6gltlicli ile 1 mm tanecik boyutuna sahip
hale getirildi. Sekil 3.3’de gorilen kriyojenik ogltliciide 6gltme gerceklestirilirken
ornek, 6nce devar icerisine koyulan bir miktar sivi azot icerisinde 5 dk kadar bekletilip
ve uygun bir kasik veya kepce yardimiyla mimkiin oldugu kadar hizli bir sekilde yani
soguyan polimerik malzemenin tekrar Isinmasina yol agmayacak bir bigimde

ogutlclnin besleme kismindan beslenip 6glitme gerceklestirildi.

Sekil 3.3 Kriyojenik 6glittict

Numune kabinin hazirlanmasi asamasinda Sekil 3.4’de goruldiugi gibi, oncelikle cam
yuna kabin alt kismina yerlestirilip Gzerine 50 mg 6rnek koyuldu. Tartilan 6rnek tzerine
IDMS teknigini uygulamak amaciyla 175 uL izotop standart c¢ozeltisi eklendi. izotop
bilesiklerin ¢cozeltideki konsantrasyonlari BDE-47 igin 2,5 mg kg™, BDE-183 icin 5 mg kg’
! BDE-209, BDE-206 ve BB-209 icin ise 12,5 mg kg™ dir. Bos kalan kisim yine cam yiinii
ile doldurularak numune kabinin hazirlanmasi tamamlandi. Burada kullanilan cam
yund, dolgu malzemesi gorevi gormektedir. Hazirlanan numune kaplari cihaza
yerlestirildi. Uygulanan PSE sartlari Cizelge 3.4’de verilmektedir. Ekstraksiyon
sonrasinda elde edilen numuneler buharlastirma balonuna aktarilip ekstraktin
¢Ozucusl doner buharlastirici ile 40 °C de ve uygun vakum altinda yaklagik 1-2 mL
kalana kadar buharlastirildi. Buharlastirma sonrasinda kalan numune yaklasik 10 mL

izooktan ile yikanip amber siseye alinarak azot altinda son miktar 2 g olacak sekilde
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buharlastirma gerceklestirildi. Cihaza verilmeden 6nce de 6rnek dnce 0,45 um daha

sonra 0,2 um’lik teflon filtreden gegirildi.

Swvi Girisi
‘ Kapatma Bolgesi
Seliiloz Disk
Cam Ylnu
Kuru Ornek
Metal Filtre Kagit Filtre
Sivi Cikisi

Sekil 3.4 Numune kabinin doldurulmasi



Cizelge 3.4 Uygulanan PSE sartlari

Gozlcu Sisteme
Statik Tiiri
Polimerik Sicakhk Basing Doéngl Cozlcu
Zaman
Malzeme (°C) (bar) Sayisi ve Gonderim
(dk) |
viizdesi Suresi (dk)
%100
PP 80 100 10 3 ) 1
Izooktan
%100
PE 70 100 10 3 _ 1
Izooktan
%100
ABS 70 100 10 3 ) 1
Izooktan

PP ve PE icerisinde BDE-47, BDE-183, BDE-209 ve BB-209 bilesiklerinin ekstraksiyon
metodunun gelistiriimesinde Referans Malzemeler ve Ol¢limleri Enstitiisii (IRMM) den
temin edilen ERM-EC591 ve ERM-EC590 isimli sertifikali referans maddeler kullanildi.
Fakat akrilonitril butadien stiren (ABS) icerisinde BDE-47, BDE-183, BDE-209, BB-209 ve
BDE-206 bilesiklerinin ve polipropilen (PP) ve polietilen (PE) icerisinde BDE-206
bilesiginin oldugu bir referans madde mevcut degildir. Bu nedenle bu matrikslerde s6z
konusu bilesiklere ait metodun gelistirilmesi icin bilesiklerin plastik malzemelere
eklenmesi gerekmektedir. Standart ekleme yéntemini kullanmak amaciyla polimerik
malzemeler 1 mm boyutunda o6gutilip, o6gitilen malzemenin 50 mg’t 20 mL toluen
icerisinde 120 °C'de 160 rpm hizda 1 saat karistirilarak ¢6zildi. Elde edilen homojen
polimer ¢ozlici karisimi icerisine 550 mg ana standart ¢ozelti eklenip karistirildiktan
sonra karigim, Gzeri aliminyum folyo ile kapatilarak 40 °C lik etlive ¢Ozlcinin ugup
ornegin sabit tartima ulasmasi icin koyuldu. Aluminyum folyo kullaniminin amaci
beherde bulunan karisima disaridan bir maddenin kazara diismesini engellemektir.
Aluminyum folyaya kiiglik delikler agilarak da ¢6ziiciiniin buharlasmasina firsat verecek

ortam saglanmaya calisildi. 56 saat sonra ornekler sabit tartima ulasti. Metotlarin
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uygulanisinda Ugerli 6rnekle galisildi. Sabit tartima ulasan 6rnekler yukarida agiklandigi

sekilde ekstraksiyona tabii tutuldu.

3.3 Metot Validasyonu

PBDE ve PBB bilesiklerinin PP, PE ve ABS matrislerindeki tayinine iliskin metot
gelistirme asamasi tamamlandiktan sonra gelistirilen metodun validasyonu yapilip
belirsizlik bltcesi cikarildi. Metot validasyonu icin dogrusallik/calisma araligi, algilama
siniri (LOD), tayin sinirt (LOQ), dogruluk, secicilik ve tekrarlanabilirlik parametreleri

incelendi.

3.3.1 Dogrusallik/Calisma Arahgi

Dogrusallik elde edilen sonuglarin analit konsantrasyonu ile dogrusal bir iliskide oldugu
konsantrasyon araligidir. Calisma aralgi ise metodun uygulanabildigi araliktir. Calisilan
aralikta dogrusalligin elde edildiginin gostergeleri, RF degerlerinin 1,25-0,95 araliginda
olmasi, RF degerlerinin %RSD degerlerinin %10'u gecmemesi ve regresyon
katsayilarinin (R?) 0,9950’e esit veya Ustlinde olmasidir. Bu ¢alismada s6z konusu
bilesikler icin Cizelge 3.2’de belirtilen en kiiclik ve en yiksek konsantrasyon degerleri
arasinda dogrusallik saglanabildi. Cizelge 3.3’de verilen regresyon katsayilari ve RF
degerlerinin hedefleri saglamasi bunun kanitidir. Kalibrasyon ¢ozeltileri tartim

alainarak Cizelge 3.2’de belirtilen konsantrasyon degerlerinde bes seviyede hazirlandi.

Polipropilen ve polietilende metot gelistirmek igin sertifikali referans malzemeler
kullanildi. Sertifikali referans malzemelerdeki analitlerin kitle kesri degerleri 87-870
mgkg ™ arasindadir. Bu nedenle calisma araligi bu durum géz éniinde bulundurularak
belirlendi. Fakat LOD ve LOQ degerlerini elde etmek icin daha disiuk konsantrasyon

degerlerinde ¢alisildi.

3.3.2 Algilama Sinir1 (LOD)/Tayin sinir1 (LOQ)

Algilama siniri, bir 6l¢iim metodu ile algilanabilen fakat miktarinin tespit edilemedigi
analit derisimidir. Tayin siniri ise bir olciim metodu ile kabul edilebilir kesinlikte ve
dogrulukta Olcllebilen en disiuk analit derisimidir. Bu iki parametre iki sekilde

hesaplanabilir. Bunlardan ilkinde bos 6rnek igerisine analitler diisiik konsantrasyon
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degerlerinde eklenir ve bu 6rnek tizerinde metodun 10 defa uygulamasiyla elde edilen
sonuclarin standart sapmasinin 3 kati alinarak LOD, 10 kati alinarak da LOQ
hesaplanir. Digerinde ise kromatografik cihazdan alinan sinyal/glrllti oraninin yine 3
kati alinarak LOD, 10 kati alinarak LOQ hesaplanir. Calismada, bos 6rnek icerisine BDE-
47 bilesigi icin 0,1 mg kg, BDE-183 bilesigi icin 0,2 mg kg™, BDE-206, BDE-209 ve BB-
209 bilesikleri icin ise 0,5 mg kg™ kutle kesirlerini elde edecek sekilde standart ekleme
yapildi. Ekleme yapilan 6rnek Uzerinde metot 10 defa uygulandi ve elde edilen
sonuglarin standart sapmasinin 3 kati alinarak LOD degerleri, 10 kati alinarak da LOQ

degerleri elde edildi. Sonuglar Cizelge 3.5’de sunulmaktadir.

Cizelge 3.5 LOD (mg kg*) ve LOQ (mg kg ™) degerleri

PP PE ABS
Bilesikler LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ
BDE-47 0,079 0,26 0,090 0,30 0,093 0,31
BDE-183 0,112 0,37 0,149 0,50 0,156 0,52
BDE-206 0,423 1,41 0,430 1,43 0,440 1,47
BDE-209 0,482 1,61 0,489 1,63 0,493 1,64
BB-209 0,463 1,54 0,470 1,59 0,477 1,59

3.3.3 Dogruluk

Dogruluk, dlgtlen buyuklik ile élgllenin gergek buylklik degeri arasindaki yakinliktir.
Dogrulugun degerlendirilmesi icin ERM-EC591 (polipropilen) ve ERM-EC590 (polietilen)
sertifikali referans maddeleri bir giin icerisinde 6 paralel olarak calisildi. Elde edilen
sonuclar Cizelge 3.6’da verilmektedir. Sertifikali referans maddelere ait sertifikalar EK-A
da bulunmaktadir. Gelistirilen metotla elde edilmesi hedeflenen geri kazanim degeri en

diisiik % 80 dir.
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Cizelge 3.6 Sertifikali referans maddelerin analiz sonuglari

ERM-EC591 (PP) ERM-EC590 (PE)
Bilesik Geri Kazanim RSD (%) Geri Kazanim (%) RSD (%)
(%)
BDE-47 90,0 2,5 92,6 2
BDE-183 90,1 2,3 93,9 2,3
BDE-209 88,7 3,5 93,7 3,4
BB-209 85,5 3,1 89,5 3,2

PP ve PE matrislerinde BDE-206 bilesiginin ve ABS icerisinde BDE-47, BDE-183, BDE-
206, BDE-209 ve BB-209 bilesiklerinin bulundugu sertifikali referans madde
olmadigindan s6z konusu matrikslerde hedef bilesiklere ait metodun dogrulugunun
degerlendirmesi igin standart ekleme ydntemiyle hazirlanmis 6rnekler {zerinde
cahisildi. Calisilan dogrusal aralikta Ug farkli konsantrasyon seviyesinde standart ekleme
yapildi. Dogrulugun degerlendirilmesi icin calisilan konsantrasyon seviyeleri, elde
edilen geri kazanimlar ve bunlarin % bagil standart sapmalari (% RSD) Cizelge 3.7’de

verilmektedir.
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Cizelge 3.7 Standart ekleme yontemi dogruluk degerlendirme sonuglari

ABS
Kitle Kesri Geri RsD  Kutle Kesri Geri RSD Kitle Kesri Geri
Bilesik RSD (%)
(mg kg™) Kazanim (%) (mg kg™) Kazanim (%) (mg kg™) Kazanim
BDE-47 1 90,5 4,0 2,5 91,1 3,4 5 88,1 3,2
BDE-183 2 92,5 3,0 5 92,0 3,5 10 86,4 3,1
BDE-206 5 88,5 3,8 12,5 90,2 3,9 25 91,5 3,2
BDE-209 5 80,3 4,8 12,5 79,6 3,8 25 85,9 4,1
BB-209 5 79,8 4,6 12,5 85,1 4,1 25 90,7 3,5
PP
BDE-206 5 81,3 3,5 12,5 88,2 4,1 25 88,6 3,3
PE
BDE-206 5 86,5 4,6 12,5 84,3 4,1 25 90,1 3,9
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3.3.4 Segicilik

Secicilik, metodun bir karisim veya bir matrisin icindeki belirli analitleri benzer davranis
gosteren diger bilesimlerin girisimi olmadan belirleme yetenegini ifade eder. PBDE ve
PBB bilesiklerinin tayini icin en ¢ok kullanilan cihazlar GC/ECNI-MS, GC/HRMS ve
GC/ITMS dir. Bu galismada kullanilan cihaz GC/ITMS-MS, iyonlasma teknigi ise EI-MS
dir. EI-MS tekniginin yani sira PBDE ve PBB bilesiklerinin tayininde kullanilan diger bir
teknik ise ECNI-MS tir. Bu teknik EI-MS den daha hassastir, 6zellikle de yiiksek brom
derecesine sahip olan bilesikler igin, fakat daha disuk bromlu bilesiklerin tayini igin
izotoplu standartlarin kullanimina izin vermez ve matriste bulunan diger bilesiklerin
girisim yapma olasihgl daha yuksektir. Bu nedenle bu galismada kullanilan iyonlagsma
teknigi secicilik acisindan, diger tercih edilen ECNI-MS teknikten daha avantajlidir.
GC/ITMS in diger cihazlara gore avantaji ise matris etkilerini daha iyi yok etmesidir. Bu
sayede hassasiyeti ve seciciligi yiksek ve izotoplu bilesiklerle calisilarak IDMS
yonteminin uygulanmasina firsat verir. Tayin igin segilen kiitle degerleri Cizelge 3.1’de

verilmektedir.

Standart ¢ozeltiye ve polietilen ekstraktina ait kromatogram Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da
verilmektedir. Piklerin simetrik olmasi girisim yapan maddelerin olmadiginin bir

gostergesidir.
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Sekil 3.6 Ektrakt kromatogrami (a, b, ¢, d, e)

Segicilik icin diger bir 6lgit de 6rnekteki analitlerin kromatografik pikleri, standart
¢cOzeltideki analitlerin pikleri ile ayni zamanda elie olmasidir. Bu durumun

saglanabildigi de Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da gorilmektedir.

3.3.5 Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, ayni 6lgim kosullari altinda gergeklestirilen, ayni 6l¢iim buyukligiine
ait birbirini izleyen 6lgim sonuglari arasindaki yakinlik derecesidir. Tekrarlanabilirlik
degerlendirmesi calisma araliginin orta seviseyindeki konsantrasyon degerlerinde
yapildi. Bu degerlerde tekrarlanabilirlik G¢ farkl polimer turiinde bir glinde (g paralel
ornekle 5 giin boyunca metodun uygulanmasiyla gerceklestirildi. Bu ol¢limlerle hem
gun igerisindeki tekrarlanabilirlik hem de giinler arasi tekrarlanabilirlik tespit edildi.
Tekrarlanabilirlik 6lclsi yizde bagil standart sapma (%RSD) ile ifade edilir. Elde edilen

sonuclar Cizelge 3.8’de verilmektedir.
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Cizelge 3.8 Glin igi ve glnler arasi tekrarlanabilirlik (% RSD)

PP PE ABS
Bilesik ) ] Gunler )
GuUnlgi  Gunler Arasi  Gun Igi GUnlgi  Gunler Arasi
Arasi

BDE-47 3,0 4,4 3,9 4,2 3,5 3,8
BDE-183 3,9 3,4 3,6 3,3 3,9 3,6
BDE-206 4,1 3,7 4,2 4,0 3,2 2,9
BDE-209 5,4 4,6 5,7 3,5 51 4,5
BB-209 4,9 3,5 4,6 4,4 4,7 3,9

3.1 Belirsizlik Hesaplamasi

Gelistirilen metoda ait 6lcim belirsizligini hesaplamak icin asagidan yukari yaklasim
kullanildi. Belirsizlik kaynaklari, kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda kullaniimak
Uzere hazirlanan ana ve izotoplu olmak Uzere iki stok ¢ozelti, metot uygulamasinin
basinda 6rnege izotoplu standardin eklenmesi, 6rnegin tartimi, 6rnegin son miktarinin

ayarlanmasi, kalibrasyon grafigi, geri kazanim ve tekrarlanabilirliktir.

3.1.1 Ana ve izotoplu Standart Stok Cozelti Belirsizligi

Kalibrasyon grafiginin hazirlanmasinda ana ve izotoplu standart stok c¢ozeltileri
hazirlanir. Ana ve izotoplu standart stok c¢ozeltinin hazirlanmasindan gelen 6l¢im
belirsizligi ise ayri ayri Esitlik 3.2 ile hesaplanmaktadir. Cozeltiler tartim alinarak
hazirlandi. Ana ve izotoplu standart stok ¢ozeltiye ait standart 6lcim belirsizligi u(Stok)

seklinde ifade edilmektedir.

. - )? (3.2)

u, (Stok) _ \/(U(S ))2 N (u(m )

C Stok
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Uc(Stok): Hazirlanan stok ¢ozeltinin standart 6lglim belirsizligi
u(S): Analitin safligindan gelen standart olciim belirsizligi
u(m): Tartimdan gelen standart 6lgiim belirsizligi

Cstok: Hazirlanan stok ¢ozelti konsantrasyonu

s: Analit saflig

m: Tartim

Saflik degeri ve buna ait standart dlgim belirsizligi stok ¢ozeltinin hazirlanmasindan
kullanilan analitin sertifikasinda yer almaktadir. Tartimdan gelen belirsizlik ise Esitlik
3.3 ile hesaplanir. Tartim isleminde belirsizlik olusturabilecek iki parametre vardir.
Bunlardan biri 6lgim tekrarlanabilirli§inden gelen belirsizlik, digeri ise terazinin
kalibrasyonundan gelen belirsizliktir. Kalibrasyondan gelen belirsizlik (retici firma
tarafindan verilen terazi sertifikasindan elde edilir. Terazi her kullanildiginda bu deger
belirsizlik hesaplamasina dahil edilir. Esitlik 3.3’de goruldigi gibi bu deger ¢ defa
kullanildi ¢linkii ayni terazi, tartim yaparken, hem analitin tartilmasi, hem ¢6zinin
tartilmasi hem de daranin alinmasi esnasinda kullanildi. Tekrarlanabilirlikten gelen
belirsizlik degeri ise belirsizlik hesaplamalarinda bir defa dahil edilir ve bu deger en az
10 seri tartim yapilip sonuglarin standart sapmasi alinarak hesaplanir. Gelistirilen
metotta, metoda ait genel tekrarlanabilirlikten gelen belirsizlik hesaplandigi icin burada
ayrica hesaplanmadi. Cunkli genel tekrarlanabilirlik belirsizligi tartim isleminin

tekrarlanabilirliginden gelen belirsizligi de kapsamaktadir.

— 2 2 2 3.3
u(m)_\/qubiIQsik tu tu 3.3)

Cmcozicu Cmdara

u(m): Tartim standart 6lgiim belirsizligi
Ucmbilesik: Bilesik tartilirken terazi kalibrasyonundan gelen standart 6lgim belirsizligi
Ucgszici: GOzUcu tartilirken terazi kalibrasyonundan gelen standart dl¢iim belirsizligi

Ucdara: Dara tartilirken terazi kalibrasyonundan gelen standart 6l¢iim belirsizligi

Ucmbilesiks Uccoziici V€ Ucdara Fakamsal olarak birbirine esittir.
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3.1.2 Eklenen izotoplu Standart Stok Cozelti Miktari Olgiim Belirsizligi

IDMS teknigi uygulandigi icin, metottan gelen hatalari elimine etmek amaciyla metot
uygulanmaya baslamadan o6nce 6rnege bir miktar izotoplu standart stok c¢ozelti
eklendi. Ekleme hava sizdirmaz siringa (Hamilton, USA) ile yapildi. Boyle bir durumda
hacim 6lgiminden bir belirsizlik kaynaklanir. Hacimden kaynaklanan standart 6lgim
belirsizligi ise Esitlik 3.4 ile hesaplanir. Bu islemde (¢ parametre s6z konusudur bunlar;
Olcimin tekrarlanabilirliginden, hacimsel kabin kalibrasyonundan ve hacimsel 6lgim
Uzerinde etkili olan sicakhktan kaynaklanan 6lgim belirsizlikleridir. Kalibrasyondan
gelen belirsizlik tartimda oldugu gibi burada da hacimsel kabin Uretici firmasi
tarafindan verilen Urin sertifikasinda bulunmaktadir. Tekrarlanabilirlikten gelen
belirsizlik en az 10 seri hacimsel 6lcimiin yapilip elde edilen sonuglarin standart
sapmasi alinarak hesaplanmaktadir. Sicakliktan gelen standart 6lgim belirsizligi Esitlik
3.5’de oldugu gibi laboratuar sicaklik degisimi, 6lclilen hacim ve kullanilan ¢ozliclinin
20 °C deki hacimsel genlesme katsayisinin ¢arpilip dagilm faktoriine bélinmesiyle elde
edilir. Dagilim faktori icin tecribelere dayali kabul yapilir. Normal dagilimda katsayi 2,
dikdortgen dagilimda V3, Gggen dagilimda ise V6 dir. Genellikle kabul olarak dikdértgen
dagihm yapilir ve buradaki hesaplamalarda da oyle yapildi. Sonug olarak yine tartim
isleminde oldugu gibi hacimsel 6lciim icin de bu lic parametreye ait standart 6lcim
belirsizlikleri Esitlik 3.4 kullanilarak birlestirilir ve hacim oOlglimine ait belirsizlik degeri
elde edilmis olur. Fakat yine burada da tartimda oldugu sebepten otird

tekrarlanabilirlikten gelen standart 6l¢iim belirsizligi isleme dahil edilmedi.

u (\/IS) — \/(ch)2 + (uVS|cakI|k)2 (3.4)

u(V,): izotoplu standart stok ¢ozelti ekleme hacimsel dl¢ciim standart 6lcim belirsizligi
uyc: Hacimsel kabin kalibrasyonundan gelen standart 6lglim belirsizligi

Uysicakik: Sicaklik etkisinden gelen standart 6lciim belirsizligi

ATV
u (VS|cakI|k) - \/gQ 3-3)
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V: Olciilen hacim
Q: Kullanilan ¢ozlicliniin oda sicakhgindaki hacimsel genlesme katsayisi

AT: Laboratuar sicaklik degisimi

3.1.3 Baslangi¢ ve Son Madde Miktari Olgciim Belirsizligi

Geligtirilen metotta baslangictaki ve cihaza verilmeden onceki 6rnek miktar
gravimetrik olarak oOlglldii. Bu durumda yine tartim isleminden bir belirsizlik
kaynaklanmaktadir ve bu olgiimlere iliskin standart élgim belirsizligi Esitlik 3.6 ve 3.7

ile hesaplanir.

u (rnBM ) - \/(qubrnek)2 + (qudara)2 (3.6)

u (rnSM) - \/(quc'jrnek)2 + (qudara)2 (3.7)

u(mgwm): Baslangic maddesi tartimindan gelen standart 6lciim belirsizligi
u(msm): Son maddenin tartimindan gelen standart 6lglim belirsizligi
Ucmernek: Ornek tartilirken terazi kalibrasyonundan gelen standart 6lciim belirsizligi

Ucdara: Dara tartilirken terazi kalibrasyonundan gelen standart 6l¢clim belirsizligi

Diger kisimlarda oldugu gibi burada da tekraralanabilirlikten gelen 6lgim belirsizligi

toplam tekrarlanabilirlik incelendigi icin ihmal edildi.

3.1.4 Kalibrasyon Grafigi Olciim Belirsizligi

Olusturulan kalibrasyon grafiginden kaynaklanan standart olgim belirsizligi Esitlik 3.8

ile hesaplanir ve u(cy) ile ifade edilir.

U(Co) :E\/l +1+ (CO_Cortalama)2 (38)
B\Vp n S
Sxx = i (CI - Cortalama)2 (39)

i=1
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u(Co): Kalibrasyon grafigine ait standart 6lgim belirsizligi

S: Artik standart sapma

B1: Grafikteki egim

p: Metotta yapilan paralel 6lciim sayisi

n: Kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanma sayisi

co: Kalibrasyon grafigi kullanilarak tayin edilen 6rnek derisimi

Cortalama: Hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltilerinin konsantrasyonlarinin ortalamasi

3.1.5 Geri Kazanim Standart Olgiim Belirsizligi

BDE-47, BDE-183, BDE-209 ve BB-209 bilesiklerinin polipropilen ve polietilen polimerik
matrikslerindeki geri kazaniminin degerlendirilmesi igcin ERM-EC591 (polipropilen) ve
ERM-EC590 (polietilen) sertifikali referans maddeleri bir giin icerisinde 6 paralel olarak
cahisildi. Fakat polipropilen ve polietilen matrislerinde BDE-206 bilesigi ve akrilonitril
butadien stiren icerisinde BDE-47, BDE-183, BDE-206, BDE-209 ve BB-209 bilesiklerinin
geri kazaniminin degerlendirmesi igin sertifikali referans madde olmadigindan s6z
konusu matrikslerde hedef bilesiklere ait standart ekleme yontemiyle hazirlanmis
ornekler tizerinde galisildi. Standart ekleme, galisilan dogrusal aralik gz 6nline alinarak
bu araliktaki ti¢ farkh konsantrasyon seviyesinde yapildi. Ug farkli noktada ekleme

yapilan ornekler de bir giin icerisinde 6 paralel olarak calisildi ve geri kazanim degerleri

elde edildi. Bu isleme ait belirsizlik degeri u(R,) ile ifade edilir ve Esitlik 3.10 ile

hesaplanir.
Co) | . (UChued
u 0z u ercek
u(R,) =R, { —= ] +( = ] (3.10)
Cgbz Cgergek
_ Cgbz (3 11)
Rm Cgerc;ek

u(Cgs,): Tekrarh dlglimler sonucu elde edilen standart 6lgiim belirsizligi
U(Cgercek): Sertifikali referans maddenin sertifikasindaki standart élctim belirsizligi
Cgs.: Tekrarl 6l¢limler sonucu elde edilen ortalama deger

Ceercek: Sertifikali referans maddenin sertifikasindaki 6l¢lilene ait deger
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Rm: Ortalamanin geri kazanimi

Buradaki Cyercex degeri sertifikali referans madde kullanildigi zaman, bu maddenin
sertifikasinda verilen konsantrasyon degeri, standart ekleme ile hazirlanan madde
kullanildiginda ekleme yapilan maddenin ekleme yapildiktan sonraki konsantrasyon
degeridir. Bu degerlere ait belirsizlik ise u(Cgercer) olarak ifade edilir. Sertifikali referans
malzeme igin u(Cyercek) degeri sertifikadan elde edilir, standart ekleme ydntemiyle
hazirlanan malzeme igin ise bu deger gravimetrik ekleme yapildigi igin Esitlik 3.12 ile

hesaplanir.

—_ 2 2 2 2
u (Cger(;el) - \/qudrnek + qutandart + qudara + uCAS (3.12)

Buradaki ucy, sembolii tartim yapilirken terazinin kalibrasyonundan gelen standart
Olclim belirsizligini ifade eder. Terazi, 6rnek, standart ve daranin tartiminda kullanildigi
icin bu deger Ui¢ defa hesaba katilmistir. u(Cgercer) degerinin hesaplanmasinda kullanilan

bir diger belirsizlik ise ucas yani eklenen standart ¢ozeltinin belirsizligidir.

Cys, degeri, gerek sertifikali referans maddenin gerekse standart ekleme ile hazirlanmig
maddenin tekrarl analizleri sonucunda elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak
hesaplanir. Bu dlglime ait standart dlglim belirsizligi ise Esitlik 3.13’de oldugu gibi elde
edilen sonuclarin standart sapmasi alinip yapilan paralel olglim sayisinin karekokiine

bolinerek hesaplanir.
SD
U(Cgbz):m (313)

Buradaki SD yapilan olglimlerin standart sapmasi N ise yapilan 6lciim sayisidir. Analizler

gun iginde 6 defa tekrarlandigi icin bu deger 6 dir.

3.1.6 Tekrarlanabilirlik Standart Olgiim Belirsizligi

Metodun tekrarlanabilirliginden gelen standart olglim belirsizligini hesaplamak icin Ug¢

farkl polimer tiiriinde bir glinde (g paralel 6rnekle 5 giin boyunca metot uygulandi. Bu
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Olgcimlerle hem gin igerisindeki tekrarlanabilirlik hem de glinler arasi tekrarlanabilirlik
tespit edildi. Tekrarlanabilirlige iliskin standart olcim belirsizligi Esitlik 3.14 ile

hesaplanmaktadir.

u(r) =50 (3.14)

IN

Buradaki RSD yapilan dlciimlerin bagil standart sapmasi N ise yapilan 6lcim sayisidir.
Analizler giin icinde 3 paralel olmak lzere 5 farkl giinde gerceklestirildigi icin N sayisi

15 tir.

3.1.7 Birlesik Standart Ol¢iim Belirsizligi ve Genisletilmis Olgiim Belirsizligi

Metoda ait birlesik standart Olgim belirsizligini hesaplamak igin incelenen tim
parametreler Esitlik 3.15’de oldugu gibi birlestirilir ve boylelikle metodun birlesik
standart 6lgim belirsizligi, ucanqi, hesaplanmis olur. Genigletilmis 6lgim belirsizligi
degeri ise raporlamada kullanilan belirsizlik degeridir ve birlesik standart 6lcim

belirsizliginin % 95 gliven araliginda kapsam faktori (k) 2 ile garpilmasiyla elde edilir.

U pnaiz ,LL(AS LS,

(3.15)

Py yt(f%w)) #L(f@h)) #L(Vs)) #L(q?)) MR

Canallt CAS QS n& M I

Buradaki cgngir, analite ait konsantrasyon vyani 6l¢cim sonucudur. Calisilan tim
matrislerde bitin bilesiklere ait olcim belirsizligi sonuglar Cizelge 3.9-Cizelge 3.23

arasinda verilmektedir.
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Cizelge 3.9 Polipropilen icerisinde BDE-47 Belirsizlik Bltcesi

Parametreler Deger (x) u(x) u(x)/x
Ana standart stok ¢ozelti (ug g™) 6 0,0144 0,002400
IS stok cozelti (ug g™) 2,5 0,0090 0,003600
Baslangic madde miktari (mg) 50 0,0045 0,000090
Son madde miktari (g) 2 0,0045 0,002250
Eklenen IS miktar (uL) 175 0,0270 0,000154
Kalibrasyon Grafigi (mg kg™) 2,5 0,0760 0,030400
Geri Kazanim 1 0,0059 0,005900
Tekrarlanabilirlik 1 0,0096 0,009553
Bagil standart ol¢lim belirsizligi 0,033
Sonug (mg kg) 230

Birlesik standart 6lciim belirsizligi 7,54

Genigletilmis belirsizlik (k=2) 15,1

Bagil belirsizlik (%) 6,55
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Cizelge 3.10 Polipropilen igerisinde BDE-183 Belirsizlik Butgesi

Parametreler Deger (x) u(x) u(x)/x
Ana standart stok ¢ozelti (ug g™) 12 0,0144 0,001200
IS stok ¢ozelti (ug g™) 5 0,0090 0,001800
Baslangic madde miktari (mg) 50 0,0045 0,000090
Son madde miktari (g) 2 0,0045 0,002250
Eklenen IS miktari (pL) 175 0,0270 0,000154
Kalibrasyon Grafigi (mg kg™) 5 0,0650 0,013000
Geri Kazanim 1 0,0367 0,036700
Tekrarlanabilirlik 1 0,0094 0,009424
Bagil standart 6l¢iim belirsizligi 0,040
Sonug (mg kg?) 79

Birlesik standart olgcim belirsizligi 3,17

Genisletilmis belirsizlik (k=2) 6,35

Bagil belirsizlik (%) 8,04
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Cizelge 3.11 Polipropilen igerisinde BDE-206 Belirsizlik Butgesi

Parametreler Deger (x) u(x) u(x)/x
Ana standart stok ¢ozelti (ug g™) 30 0,0144 0,000480
IS stok cozelti (ug g™) 12,5 0,0090 0,000720
Baslangic madde miktari (mg) 50 0,0045 0,000090
Son madde miktari (g) 2 0,0045 0,002250
Eklenen IS miktari (pL) 175 0,0270 0,000154
Kalibrasyon Grafigi (mg kg™) 12,5 0,0798 0,006384
Geri Kazanim 1 0,0452 0,045170
Tekrarlanabilirlik 1 0,0101 0,010070
Bagil standart 6l¢iim belirsizligi 0,047
Sonug (mg kg?) 12,4

Birlesik standart olgim belirsizligi 0,58

Genisletilmis belirsizlik (k=2) 1,16

Bagil belirsizlik (%) 9,36
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Cizelge 3.12 Polipropilen igerisinde BDE-209 Belirsizlik Bltgesi

Parametreler Deger (x) u(x) u(x)/x
Ana standart stok ¢ozelti (ug g™) 30 0,0144 0,000480
IS stok cozelti (ug g™) 12,5 0,0090 0,000720
Baslangic madde miktari (mg) 50 0,0045 0,000090
Son madde miktari (g) 2 0,0045 0,002250
Eklenen IS miktari (pL) 175 0,0270 0,000154
Kalibrasyon Grafigi (ug kg™) 12,5 0,0650 0,005200
Geri Kazanim 1 0,0452 0,045190
Tekrarlanabilirlik 1 0,0129 0,012910
Bagil standart dlgiim belirsizligi 0,047
Sonug (mg kg?) 750

Birlesik standart olgcim belirsizligi 35,51

Genisletilmis belirsizlik (k=2) 71,02

Bagil belirsizlik (%) 9,47
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Cizelge 3.13 Polipropilen igerisinde BB-209 Belirsizlik Biitgesi

Parametreler Deger (x) u(x) u(x)/x
Ana standart stok ¢ozelti (ug g™) 30 0,0144 0,000480
IS stok cozelti (ug g™) 12,5 0,0090 0,000720
Baslangic madde miktari (mg) 50 0,0045 0,000090
Son madde miktari (g) 2 0,0045 0,002250
Eklenen IS miktari (pL) 175 0,0270 0,000154
Kalibrasyon Grafigi (ug kg™) 12,5 0,0761 0,006088
Geri Kazanim 1 0,0518 0,051800
Tekrarlanabilirlik 1 0,0108 0,010844
Bagil standart dlgiim belirsizligi 0,053
Sonug (mg kg?) 700

Birlesik standart olgcim belirsizligi 37,3

Genisletilmis belirsizlik (k=2) 74,7

Bagil belirsizlik (%) 10,7
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Gizelge 3.14 Polietilen igerisinde BDE-47 Belirsizlik Bltgesi

Parametreler Deger (x) u(x) u(x)/x
Ana standart stok ¢ozelti (ug g™) 6 0,0144 0,002400
IS stok ¢ozelti (ug g™) 2,5 0,0090 0,003600
Baslangic madde miktari (mg) 50 0,0045 0,000090
Son madde miktari (g) 2 0,0045 0,002250
Eklenen IS miktari (pL) 175 0,0270 0,000154
Kalibrasyon Grafigi (mg kg™) 2,5 0,0760 0,030400
Geri Kazanim 1 0,0191 0,019100
Tekrarlanabilirlik 1 0,0105 0,010457
Bagil standart 6l¢iim belirsizligi 0,038
Sonug (mg kg?) 200

Birlesik standart olgcim belirsizligi 7,54

Genisletilmis belirsizlik (k=2) 15,1

Bagil belirsizlik (%) 7,54
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Gizelge 3.15 Polietilen igerisinde BDE-183 Belirsizlik Bltgesi

Parametreler Deger (x) u(x) u(x)/x
Ana standart stok ¢ozelti (ug g™) 12 0,0144 0,001200
IS stok ¢ozelti (ug g™) 5 0,0090 0,001800
Baslangic madde miktari (mg) 50 0,0045 0,000090
Son madde miktari (g) 2 0,0045 0,002250
Eklenen IS miktari (pL) 175 0,0270 0,000154
Kalibrasyon Grafigi (mg kg™) 5 0,0650 0,013000
Geri Kazanim 1 0,0296 0,029600
Tekrarlanabilirlik 1 0,0089 0,008908
Bagil standart 6l¢iim belirsizligi 0,034
Sonug (mg kg?) 120

Birlesik standart olgcim belirsizligi 4,04

Genisletilmis belirsizlik (k=2) 8,08

Bagil belirsizlik (%) 6,74
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Gizelge 3.16 Polietilen igerisinde BDE-206 Belirsizlik Bltgesi

Parametreler Deger (x) u(x) u(x)/x
Ana standart stok ¢ozelti (ug g™) 30 0,0144 0,000480
IS stok cozelti (ug g™) 12,5 0,0090 0,000720
Baslangic madde miktari (mg) 50 0,0045 0,000090
Son madde miktari (g) 2 0,0045 0,002250
Eklenen IS miktari (pL) 175 0,0270 0,000154
Kalibrasyon Grafigi (mg kg™) 12,5 0,0798 0,006384
Geri Kazanim 1 0,0472 0,047190
Tekrarlanabilirlik 1 0,0106 0,010586
Bagil standart 6l¢iim belirsizligi 0,049
Sonug (mg kg?) 12,4

Birlesik standart olgcim belirsizligi 0,61

Genisletilmis belirsizlik (k=2) 1,21

Bagil belirsizlik (%) 9,77
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Gizelge 3.17 Polietilen igerisinde BDE-209 Belirsizlik Bltgesi

Parametreler Deger (x) u(x) u(x)/x
Ana standart stok ¢ozelti (ug g™) 30 0,0144 0,000480
IS stok cozelti (ug g™) 12,5 0,0090 0,000720
Baslangic madde miktari (mg) 50 0,0045 0,000090
Son madde miktari (g) 2 0,0045 0,002250
Eklenen IS miktari (pL) 175 0,0270 0,000154
Kalibrasyon Grafigi (ug kg™) 12,5 0,0650 0,005200
Geri Kazanim 1 0,0645 0,064500
Tekrarlanabilirlik 1 0,0119 0,011877
Bagil standart 6l¢iim belirsizligi 0,066
Sonug(mg kg) 640

Birlesik standart olgim belirsizligi 42,13

Genisletilmis belirsizlik (k=2) 84,27

Bagil belirsizlik (%) 13,17
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Cizelge 3.18 Polietilen igerisinde BB-209 Belirsizlik Bitgesi

Parametreler Deger (x) u(x) u(x)/x
Ana standart stok ¢ozelti (ug g™) 30 0,0144 0,000480
IS stok cozelti (ug g™) 12,5 0,0090 0,000720
Baslangic madde miktari (mg) 50 0,0045 0,000090
Son madde miktari (g) 2 0,0045 0,002250
Eklenen IS miktari (pL) 175 0,0270 0,000154
Kalibrasyon Grafigi (ug kg™) 12,5 0,0761 0,006088
Geri Kazanim 1 0,0459 0,045890
Tekrarlanabilirlik 1 0,0116 0,011619
Bagil standart dlgiim belirsizligi 0,048
Sonug (mg kg?) 620

Birlesik standart olgcim belirsizligi 29,6

Genisletilmis belirsizlik (k=2) 59,3

Bagil belirsizlik (%) 9,56
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Cizelge 3.19 Akrilonitril butadien igerisinde BDE-47 Belirsizlik Blitgesi

Parametreler Deger (x) u(x) u(x)/x
Ana standart stok ¢ozelti (ug g™) 6 0,0144 0,002400
IS stok ¢ozelti (ug g™) 2,5 0,0090 0,003600
Baslangic madde miktari (mg) 50 0,0045 0,000090
Son madde miktari (g) 2 0,0045 0,002250
Eklenen IS miktari (pL) 175 0,0270 0,000154
Kalibrasyon Grafigi (mg kg™) 2,5 0,0760 0,030400
Geri Kazanim 1 0,0151 0,015100
Tekrarlanabilirlik 1 0,0094 0,009424
Bagil standart 6l¢iim belirsizligi 0,036
Sonug (mg kg?) 2

Birlesik standart olgcim belirsizligi 0,07

Genisletilmis belirsizlik (k=2) 0,1

Bagil belirsizlik (%) 7,11
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Cizelge 3.20 Akrilonitril butadien icerisinde BDE-183 Belirsizlik Butgesi

Parametreler Deger (x) u(x) u(x)/x
Ana standart stok cozelti (ug g™) 12 0,0144 0,001200
IS stok cozelti (ug g™) 5 0,0090 0,001800
Baslangic madde miktari (mg) 50 0,0045 0,000090
Son madde miktari (g) 2 0,0045 0,002250
Eklenen IS miktari (uL) 175 0,0270 0,000154
Kalibrasyon Grafigi (mg kg™) 5 0,0650 0,013000
Geri Kazanim 1 0,0390 0,038960
Tekrarlanabilirlik 1 0,0097 0,009682
Bagil standart ol¢lim belirsizligi 0,042
Sonug (mg kg) 5,6

Birlesik standart 6lciim belirsizligi 0,24

Genigletilmis belirsizlik (k=2) 0,47

Bagil belirsizlik (%) 8,46
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Cizelge 3.21 Akrilonitril butadien icerisinde BDE-206 Belirsizlik Butgesi

Parametreler Deger (x) u(x) u(x)/x
Ana standart stok cozelti (ug g™) 30 0,0144 0,000480
IS stok cozelti (ug g™) 12,5 0,0090 0,000720
Baslangic madde miktari (mg) 50 0,0045 0,000090
Son madde miktari (g) 2 0,0045 0,002250
Eklenen IS miktari (uL) 175 0,0270 0,000154
Kalibrasyon Grafigi (mg kg™) 12,5 0,0798 0,006384
Geri Kazanim 1 0,0388 0,038800
Tekrarlanabilirlik 1 0,0092 0,009166
Bagil standart ol¢lim belirsizligi 0,040
Sonug (mg kg) 12

Birlesik standart 6lciim belirsizligi 0,49

Genigletilmis belirsizlik (k=2) 0,97

Bagil belirsizlik (%) 8,09
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Cizelge 3.22 Akrilonitril butadien igerisinde BDE-209 Belirsizlik Bltgesi

Parametreler Deger (x) u(x) u(x)/x
Ana standart stok cozelti (ug g™) 30 0,0144 0,000480
IS stok cozelti (ug g™) 12,5 0,0090 0,000720
Baslangic madde miktari (mg) 50 0,0045 0,000090
Son madde miktari (g) 2 0,0045 0,002250
Eklenen IS miktari (uL) 175 0,0270 0,000154
Kalibrasyon Grafigi (ug kg™) 12,5 0,0650 0,005200
Geri Kazanim 1 0,0465 0,046500
Tekrarlanabilirlik 1 0,0124 0,012394
Bagil standart ol¢iim belirsizligi 0,048
Sonug(mg kg™) 12,4

Birlesik standart 6lciim belirsizligi 0,60

Genisletilmis belirsizlik (k=2) 1,20

Bagil belirsizlik (%) 9,69
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Cizelge 3.23 Akrilonitril butadien igerisinde BB-209 Belirsizlik Butgesi

Parametreler Deger (x) u(x) u(x)/x
Ana standart stok cozelti (ug g™) 30 0,0144 0,000480
IS stok cozelti (ug g™) 12,5 0,0090 0,000720
Baslangic madde miktari (mg) 50 0,0045 0,000090
Son madde miktari (g) 2 0,0045 0,002250
Eklenen IS miktari (uL) 175 0,0270 0,000154
Kalibrasyon Grafigi (ug kg™) 12,5 0,0761 0,006088
Geri Kazanim 1 0,0496 0,049589
Tekrarlanabilirlik 1 0,0111 0,011103
Bagil standart ol¢iim belirsizligi 0,051
Sonug (mg kg) 12,3

Birlesik standart 6lciim belirsizligi 0,6

Genigletilmis belirsizlik (k=2) 1,3

Bagil belirsizlik (%) 10,2

3.2 izlenebilirlik

Geligtirilen metotta izlenebilirligi saglamak igin yukaridaki bolimlerde de bahsedildigi
gibi metot validasyonu kisminda dogruluk degerlendirmesinde sertifikali referans
maddelerin kullaniimasi ve bilesiklerin kantitatif tayini igcin IDMS gibi birincil seviye bir
yontem kullaniimasi seklinde islemler yapildi. Bu amag dogrultusunda yapilan bir diger

islem ise olusturulan kalibrasyon grafiklerinin, safligi bilinen standart ile dizeltilmesinin
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yapilmasidir. Bu islem, piyasada kati formda elde edilebildigi i¢cin BDE-47 ve BDE-183

bilesikleri Gizerinde uygulandi.

Bu kimyasallarin saflik analizi igin kati formdaki standartlari satin alinmis izoktan
¢Ozliclisli icerisinde c¢ozeltileri hazirlanip ve gqNMR teknigi ile saflik analizleri
gercgeklestirildi. Daha sonra safligi bilinen bu kati kimyasallar ile gravimetrik olarak
¢Ozeltiler hazirlanip ve BDE-47 ve BDE-183 icin olusturulan kalibrasyon grafiginde

diizeltme yapilarak sonuglar bu dizeltmeye gore degerlendirildi.

NMR deneyleri, CDCl; icerisinde 'H NMR icin 599,77 Mhz frekansinda, 5mm cok
cekirdekli sivi probun kullanildigi Varian VNMRS-600 Mhz NMR spektrometresinde
yapildi. % 99.9 dotoro atom ile % 0,1 hacim TMS iceren dotoro kloroform (CDCls),
spektroskopik saflikta Merck firmasindan satin alinip ve herhangi bir saflastirma
yapilmadan kullanildi. 'H NMR deney, sirasiyla 7,4 ps, 90° sinyal genisligi kullanilarak
alindi. i¢ standart olarak NIST SRM 350b kullanildi. Calisilan gNMR kosullarinda sinyal
acisi 90 °, tarama sayisi (nt) 32, durulma zamani (d1) 40 s, sinyalin uygulanma siresi
(at) 3.4 s, donlisiim Olclsu 64K, spektral genislik (sw) 9615,4 Hz, cizgi genisligi (Ib) 0,3
Hz, sicaklik 25 °C seklindedir. Esitlik 3.16 kullanilarak bilesiklere ait saflik degerleri BDE-
47 icin 99,240,03 (%), BDE-183 icin ise 98,7+0,02 (%) olarak bulundu. Elde edilen
kromatogramlar Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de goruldiGgu gibidir. Kullanin i¢ standardin
Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiisi (NIST) tarafindan

verilmis sertifikasi da EK-A’da verilmektedir.

I N M, W

Rx — X y_ std y X_w__std s Pstd (3.16)
| std Nx M std Wx

P.: Analitin (X) safhig [%]

l: Analitin segilen protonuna ait integral alani

lst¢: Standardin segilen protonuna ait integral alani
Ny: Analitin proton sayisi

Nstg: Standardin proton sayisi

M,: Analitin molekuler kutlesi [g/mol]

Msiq: Standardin molekler kiitlesi [g/mol]

W,: Analitin gravimetrik agirligi [g]
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Wgiq: Standardin gravimetrik agirhgi [g]
Pswq: Standardin safligi [%]

IS: Benzoik Asit

IA)

|
cDCl,

BDE-47

18

¢ 0 f

Br

» -~
A}
BDE-47 BDE-47
BDE-47 L “
i o — —— o
o L o o™ w w
Q = = Q = Q
— o [=1 — o (=1
8.3 8.2 8.1 8.0 79 78 b o 76 8 74 7.3 7.2 71 7.0 6.9 6.8 6.7 6.l
1 (ppm)
Sekil 3.7 BDE-47 gNMR spektrumu
BDE-183
JKY IS: Benzoik Asit CDCl;
o }, Br Br
0. Br
OH
Is
/ Br Br Br
o | B
18 Br

BDE-183 BDE-183

l J L , 1

e i £ ] o
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Sekil 3.8 BDE-183 gNMR spektrumu
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1. GC/MS-MS Optimizasyonu

Metotta kullanilan kromatografik program elde edilmeden 6nce Cizelge 4.1’de verilen
sicaklik programlari ve analiz sartlari uygulanip ve 10 numaral situndaki sicakhk
programi optimum tayin metodu olarak segildi. Optimum tayin metodu segiminde;
bilesiklere ait piklerin kromatogramda birbirinden ayri bir bicimde gorintilenmesi, pik
sekillerinin Gauss egrisi bigciminde olmasi, ¢ozlnirlik, analiz zamani ve iyonlasma

parametreleri dikkate alindi.
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Cizelge 4.1 GC-MS/MS optimizasyonu igin ¢alisilan kosullar

Metot Sayisi 1 2 3 4 5 6 7 8 9
iyon Kaynag Sicakhgi (°C) 230 230 230 230 230 230 230 230 230
He Sabit Basing (psi) 6 - - - 1 - - 6 -
He Sabit Akisi (mL dk™) - 1 1,8 1 - 1 1 - 1
Sicaklik Programi

ilk Sicaklik (°C) 140 100 90 100 80 110 100 100 75
Beklemezamani (dk) 2 2 1 1 1 3 1 1 20
2.Sicaklik (°C) 180 - - - 200 200 180 140 -
Bekleme Zamani (dk) 0 - - - 0 0 0 0 -
Hizi (mL dk™) 10 - - - 10 30 20 2 -
3.Sicaklik (°C) 220 - - - - - - 220 -
Bekleme Zamani (dk) 0 - - - - - - 0 -
Hizi (mL dk™) 3 - - - - - - 4 -
Son Sicaklik (°C) 325 295 340 320 300 330 300 330 330
Bekleme Zamani (dk) 5 14 2 5 15 1 20 1.2 8
Hizi (mL dk™) 10 25 20 25 20 20 5 8 2
SIM (Segimli iyon Goriintiileme) 79,81, - 79,81, 79,81, 79,81, 79,81, 79,81, 79,81,487, 489 79,81,
Modunda lzlenen iyonlar (m/z) 487, 489 487,489 487, 489 487, 489 487,489 487, 489 487,489
Full Scan (Tam Tarama) Kutle Agirlig - 50-1000 - - - - - - R
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MS kisminda bilesiklerin dogru bir bicimde kantitatif tayinlerinin yapilmasi igin
bilesiklere ait olan izole edilmis Grin iyonlarinin tam olarak elde edilmesi
gerekmektedir. Bunun igin de molekll {zerine uygulanan voltaj 6nemli bir
parametredir. Cizelge 3.1'de verilen voltaj degerlerini elde etmeden 6nce Cizelge

4.2’de verilen voltaj degerlerinde denemeler yapildi.

Cizelge 4.2 Bilesiklerin ve izotoplarinin iyon Griinlerinin belirlenmesi i¢in uygulanan
voltaj degerleri

BDE- BDE- BDE-
Bilesikler =~ BDE-47/47L BB-209/209L
183/183L 206/206L 209/209L

Uygulanan 2,5/2/1,5/1/0.98 5,5/2/3/3,5 3/4 5,5/4/2,5/2 5,5/4/3/1/0,9
Voltaj

Degerleri

V) 1,2/1/0,95 5,5/2/3/3,5/4 3/3,45 3/2,5 2,5/2/1,5

L=izotop bilegik

4.2. Ornek Hazirlama Metodu Optimizasyonu

4.2.1. PSE Optimizasyonu

Ornek hazirlama asamasinda amaca uygun olan metodu elde etmeden énce bircok
deneme yapildi. Bunlar Cizelge 4.3’de de goruldugi gibi %5 Siklohekzan-%95 toluen
karisimi, %5 Siklohekzan-%95 lIzooktan karisimi ve %100 izooktan olmak Gzere Gg farkh
¢Ozlcu turidnde, bu ¢odzlcu turlerinden %5 Siklohekzan-%95 toluen karisimi igin iki
farkli sicaklk (140, 150 (°C)), %5 Siklohekzan-%95 Izooktan icin tek bir sicaklik (120 (°C))
ve %100 izooktan icin 5 farkh sicakhk (50, 60, 70, 80, 90 (°C)) degerinde ve farkli olarak
% 100 izooktan ¢6zicisu icin tim sicaklik degerlerinde 5 ve 10 dk olmak (izere iki statik

zaman kosulu altinda ¢alismak gibi uygulamalardir.
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Cizelge 4.3 Uygulanan PSE metotlari

Statik Sisteme Cozlicl
Metot Sicaklik  Basing Dongi Cozlicl Yiizdesi
Zaman Gonderim Siiresi
Numarasi (°C) (bar) Sayisi ve Tlri
(dk) (dk)

%5 Siklohekzan
1 140 100 3 3 1
%95 Toluen

%5 Siklohekzan
2 150 110 3 3 1
%95 Toluen

%5 Siklohekzan
3 120 100 3 3 1
%95 lzooktan

4 50 100 5 3 %100 Izooktan 1
5 50 100 10 3 %100 lzooktan 1
6 60 100 5 3 %100 Izooktan 1
7 60 100 10 3 %100 Izooktan 1
8 70 100 5 3 %100 Izooktan 1
9 70 100 10 3 %100 Izooktan 1
10 80 100 5 3 %100 Izooktan 1
11 80 100 10 3 %100 Izooktan 1
12 90 100 5 3 %100 lIzooktan 1
13 90 100 10 3 %100 Izooktan 1

Yapilan denemelerden sonra, en uygun kosul olarak ¢6zlici cinsi bakimindan % 100
izooktan, statik zaman olarak 10 dk ve déngi sayisi olarak da 3 degerinin uygun oldugu

tespit edildi. Sicaklik bakimindan da PP icin 80 °C, PE ve ABS icin ise 70 °C uygun
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goraldu. PP nin aksine PE ve ABS ile daha disuk sicakliklarda galisiimasinin sebebi PP ile
calisilan sicakliklarda PE ve ABS nin ¢6ziinmeye ugramasi ve ekstraktta gozle gorilir
partikillerin olusmasidir. Bu partikiller hem PSE cihazinin bozulmasina hem de
filtreden gecirilse de GC kolonunun kirlenmesine sebep olmaktadir. Sicakhk PSE
yonteminde kritik bir parametredir. Bu nedenle her bir polimerik malzeme igin uygun
sicakhk degerini bulmaya yonelik optimizasyon calismasi yapildi. Yapilan calismadaki
kosullar Cizelge 4.4’de sunulmaktadir. Uygun sicaklik degerinin tespit edilmesinde
sicaklik farkhlagsmasina bagli olarak elde edilen geri kazanim degerleri gbz 6nline alindi.
Bu degerler de Cizelge 4.5'de verilmektedir. Sicakhgin yikselmesi molekiillerin bir
ortamdan digerine gecisini hizlandirsa da bilesiklerin bozulmasina sebep olmaktadir
¢clinkii PBDE ve PBB bilesikleri sicaklikla bozulan bilesiklerdir. Ekstraksiyon siresince
meydana gelen kayiplarin etkisi, izotoplu bilesiklerce giderilse de PP icin 90 °C’'de geri

kazanimlarda disus gozlendi.
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Cizelge 4.4 Ekstraksiyon metodu sicaklik optimizasyonu galisma sartlar

Cozicl Sisteme
Polimerik Sicakhk Basing Dongl Cozlcu
Zaman
Malzeme ("C) (bar) Sayisi ve Gonderim
(dk) |
Viizdesi Suresi (dk)
%100
70 100 10 3 ] 1
Izooktan
PP %100
80 100 10 3 ] 1
Izooktan
%100
90 100 10 3 ] 1
Izooktan
%100
50 100 10 3 ] 1
Izooktan
%100
PE 60 100 10 3 ] 1
Izooktan
%100
70 100 10 3 ] 1
Izooktan
%100
50 100 10 3 ] 1
Izooktan
%100
ABS 60 100 10 3 ] 1
Izooktan
%100
70 100 10 3 ] 1
Izooktan
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Cizelge 4.5 Sicaklik degerlerine karsilik geri kazanim degerleri (%)

Bilesikler Sicaklik Degerleri (°C)

PP 70 80 90
BDE-47 80,2 92,0 85,3
BDE-183 81,5 90,1 84,1
BDE-206 78,8 89,6 82,3
BDE-209 80,6 88,7 79,6
BB-209 75,3 90,5 81,2
PE 50 60 70
BDE-47 78,5 81,3 94,6
BDE-183 75,9 83,9 93,9
BDE-206 65,1 79,2 92,1
BDE-209 69,4 80,3 93,7
BB-209 72,6 79,5 89,5
ABS 50 60 70
BDE-47 77,8 80,3 90,5
BDE-183 76,9 81,9 92,6
BDE-206 69,0 75,3 88,2
BDE-209 70,8 79,6 87,3
BB-209 71,0 78,5 89,8

127



Ornek hazirlama asamasinda akrilonitril butadien stiren (ABS) icerisinde BDE-47, BDE-
183, BDE-209, BB-209 ve BDE-206 bilesiklerinin ve PP ve PE icerisinde BDE-206
bilesiginin ekstraksiyon metodunun gelistirilebilmesi icin bu polimerik malzemeler
icerisine standartlarin eklenmesi gerekmektedir. Bu amagla bu malzemeler belirli
¢Ozuculer igerisinde, belirli sicakliklara belirli siirelerce maruz birakilarak ¢6ziilmeye
cahisildi. Uygulanan sartlar Cizelge 4.6’da verilmektedir. Denemelerden sonra en iyi
sonu¢ 50 mg bos 6rnek alinip 20 mL toluen igerisinde 120 °C'de 160 rpm hizda 1 saat

karistiriima kosullarinda elde edildi.

Cizelge 4.6 Polimerik malzemeleri ¢cozmeye yonelik yapilan uygulamalar

Uygulama Polimer Cozuci Cozucl Sicaklik Karisma Karisma hizi
Numarasi Miktar (g) Cinsi Miktari (g) (°Q) Suresi (dk) (rpm)

1 1 Toluen 26 110 70 180

2 1 Toluen 17 110 70 180

3 1 Toluen 12 110 55 180

4 1 Toluen 20 120 60 160

5 1 izooktan 20 110 70 180

6 1 izooktan 13 110 70 180

7 1 izooktan 10 110 55 180

4.2.2. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MAE)

Polipropilen ve polietilenden BDE-47, BDE-183, BDE-209 ve BB-209 bilesiklerinin
ekstraksiyonuna yonelik metot gelistirme galismalari kapsaminda PSE yonteminin yani

sira mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE) yontemiyle de uygulamalar yapildi.

MAE yonteminde mikrodalga enerjisi kullanilarak 6rnek ile temasta bulunan ¢oziici

isitihr ve boylelikle 6rnek icerisindeki analitler ¢oziicliye gecer. Yine bu sistemde de
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basing uygulanarak c¢ozicinliin kaynamasi onlenmektedir. Bu yontemdeki etkili

parametreler ¢oziici cinsi, ¢coziici miktari ve sicaklik programidir.

Bu islemde de 0,2 g sertifikal referans madde numune kaplarina tartildi. Uzerine énce
45 mg izotop standart c¢ozeltisi ve sonra 10 mL izooktan ¢oOziici olarak eklendi.
Hazirlanan numune kaplarinin kapaklari kapatilarak MAE cihazina vyerlestirildi ve
belirlenen sartlara gore ekstraksiyon gerceklestirildi. Uygulanan sartlar Cizelge 4.7’de
verilmektedir. Islem sonunda ekstrakt cam buharlastirma balonuna aktarildi ve
ekstraktin ¢6zicusi déner buharlastirici ile yine yaklasik 3-4 mL kalana kadar 40 °C de
uygun vakum altinda buharlastirildi. Buharlastirma sonrasinda kalan numune izooktan
ile yikanarak 50 mL’lik balon jojeye aktarildi ve cihaza verilmeden 6nce bu 50 mL’lik
¢Ozeltiden 5 mL alinpp 10 ml’'lik balon jojede izooktan ile hacme tamamlanarak
ekstraksiyonun son ¢oézeltisi hazirlandi. Ornek GC-MS/MS cihazina verilmeden &énce
0.45 um’lik PTFE filtresinden gecirildi. MAE ile yapilan uygulamalarda PSE deki gibi bir

verim elde edilemedi. Elde edilen geri kazanim %40-45 seviyelerindedir.

Cizelge 4.7 Uygulanan MAE metotlari

Metot Basing  Glg
Sicakhk Programi Gozicu Cinsi
Numarasi (bar) (watt)

Izopropil
« Basl : Hiz: 10 °C dk’* Sicaklik: 100 °C
aslangic: Hiz icakl Alkol/
1 ¢ Birinci Kademe: Hiz: 26 Sicaklik: 130 °C 200 800
N n-hegzan
Bekleme Siresi: 50 dk
(1:1)
« Baslangic: Hiz: 8 °C dk™ Sicaklik: 80 °C
2 e Birinci Kademe: Hiz: 22 Sicaklik: 110 °C Izooktan 200 800

Bekleme Siresi: 50 dk
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4.3. Metot validasyonu ve Belirsizlik Hesaplari

Gelistirilen metodun valide edilmesi icin dogrusallik/calisma araligl, algilama
sinir(LOD)/tayin sinin(LOQ), dogruluk, segicilik ve tekrarlanabilirlik gibi gerekli

parametreler incelendi

Gahsilan aralikta dogrusalligin elde edildiginin gostergeleri, RF degerlerinin 1,25-0,95
araliginda olmasi, RF degerlerinin % RSD degerlerinin 10’u gegmemesi ve regresyon
katsayilarinin (R?) 0,9950 e esit veya Uzeri olmasidir. Yapilan calismada RF degerleri
1,25-0,95 araliginda, % RSD degerleri 5-8,2 araliginda ve regresyon katsayilari da
0,9971-0,9990 araliginda elde edildi. Bu nedenle gelistirilen metodun istenilen ¢alisma

araliginda dogrusal oldugu ispatlandi.

Literatirde vyapilan calismalar polistiren plastik malzemesi (izerinedir. Polistirenin
camsli gecis sicakhigl polipropilen (PP), polietilen (PE) ve akrilonitril butadien stiren
(ABS) plastik malzemelerinden daha dislktiir. Bu ozellik polistiren (izerinde yapilan
ekstraksiyonun verimini artirmaktadir. Verim arttigi igin PP, PE ve ABS ile yapilan
calismalarda elde edilen LOD ve LOQ degerlerinin, polistirenle yapilan ¢alismalardan
daha yiliksek olacagl on goriilerek metot validasyonunda PP, PE ve ABS plastik
matrikslerinde LOD degerleri 0,05-1 mg kg’ ve LOQ degerleri ise 0,5-2,5 mg kg™
araliginda hedef olarak belirlendi. Gelistirilen metotla hedeflenen LOD ve LOQ

degerleri saglanabildi.

Validasyonunda incelenen diger bir parametre, dogruluk, icin ise Referans Malzemeler
ve Olgiimleri Enstitiisi (IRMM) den temin edilen ERM-EC591 ve ERM-EC590 kod
numarali sertifikali referans maddeler kullanildi. Yapilan ¢calismada gelistirilen metodun
en az % 85 verim ve % 5 RSD ile galisabilir olmasi hedeflendi. Bu hedefin elde edilip
edilmedigi hem dogruluk calismasiyla hem de tekrarlanabilirlik calismasiyla incelendi.
Bolim 3’de Cizelge 3.6’da sunulan sonuglara bakildiginda gelistirilen metodun istenilen

basariyi sagladigi goriilmektedir.

Son parametre ise seciciliktir. Bu parametrede énemli olan analitin bulundugu matriks
icerisinde matriks bilesenlerden ayiriminin guivenilir bir bigimde yapilabilmesidir.

Yapilan c¢alismada kullanilan cihaz, GC/ITMS-MS, matriks etkilerini yliksek oranda
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bertaraf etme 6zelligine sahip oldugu ve degerlendirmede IDMS teknigi kullanildigi igin

gelistirilen metot s6z konusu analitler icin istenilen seciciligi saglayabildi.

4.4. Metodun Piyasadaki Ornekler Uzerinde Uygulanisi

Tez calismasinda gelistirilen metodun ticari 6érneklerde uygulamasi yapildi. Uygulama
yapilan Urlnler sa¢ kurutma makinesi, bilgisayar, tost makinesi, mikrodalga firin, hali ve
elektrik kablolaridir. Bu amac¢ dogrultusunda bu materyallerin yapisinda kullanilan
plastik hammaddeler gerekli kuruluslardan temin edildi. Hammadde (zerinde
calisiimasinin  sebebi Grinun Gretildigi ilk andaki igerdigi PBDE ve PBB
konsantrasyonlarini tespit etmektir. Baslangicta belirtildigi gibi bu bilesiklerin
elektriksel ve elektronik cihazlarda en fazla agirlikca % 0,1 (1 mg g™) olarak bulunma
zorunlulugu getiren, Avrupa Birligi ve Tiirkiye’de Cevre ve Orman Bakanlgi tarafindan
yayinlanan yénetmelikler vardir. Uriin piyasaya gonderilip bir miiddet kullanildiktan
sonra analit icerigi cevre sartlarindan otiri degismektedir. Degismesi ya analitin
cevreye salinmasi ya da sicakhgin etkisiyle baska bilesiklere dénusmesi seklinde
gerceklesir. Bu nedenle trinlerin ilk Gretim anindaki PBDE ve PBB konsantrasyonlarini

tespit etmek yasalara uygunlugunu anlama agisindan daha anlamhdir.

ilgili kuruluslardan séz konusu materyallerde kullanilan sekiz PP, alti PE ve dért ABS
hammaddesi temin edildi. Elde edilen maddelerin tanecik boyutu metot uygulanmadan
once 1 mm’ye indirildi. Bu islem igin 5’er g madde sivi azot igerisinde bir miiddet
bekletilip ve daha sonra ogutiici ile istenilen boyutta 6gutildd. Daha sonra 50 mg
ogutilen malzeme, igerisine oncelikle cam yind konulan basinglandiriimis ¢dziicu
ekstraksiyon (PSE) sisteminin numune kaplarina vyerlestirildi, IDMS tekniginin
uygulanmasi igin Gzerine siringa ile her bir bilesigin izotopunu igeren standart ¢ozelti
eklendi. Bos kalan kisim yine cam yini ile doldurularak numune kabinin hazirlanmasi
tamamlandi. Hazirlanan numune kaplari cihaza yerlestirilip belirli sartlar altinda
ekstraksiyon gerceklestirildi. Ekstraksiyon sartlarindaki degisim plastik malzeme tirleri
icin sadece sicaklik Gizerindedir. PP, PE ve ABS icin sirasiyla uygulanan sicakliklar 80, 70
ve 70 °C dir. Sicakhk digindaki diger parametreler olan dongi sayisi 3, statik zaman 10
dk, kullanilan ¢6zlclu tirt ve ylzdesi % 100 izooktan, basing ise 100 bar’dir.

Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen numuneler buharlastirma balonuna aktarilip
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ekstraktin ¢6zliclst déner buharlastirici ile 40 °C de ve uygun vakum altinda yaklagik 3-

4 ml kalana kadar buharlastirildi. Buharlastirma sonrasinda kalan numune izooktan ile

yikanarak son miktar 2 g olacak sekilde amber cam siseye aktarildi. Ornek énce 0,45

um ve daha sonra 0,2 um’lik PTFE filtreden gecirilerek GC-MS/MS cihazina verilmek

Uzere amber GC sisesine aktarildi. PBDE ve PBB bilesikleri 1sik altinda bozunmaya

ugradiklari icin calisirken mimkin oldugunca isiga maruz kalmayi azaltacak kosullarda

calisiimalidir. Yapilan uygulamada her bir 6rnek igin Ugerli tekrarla gahsildi. Elde edilen

sonuglar ve bunlara ait % 95 gliven araligindaki genisletilmis belirsizlik degerleri Cizelge

4.8’de verilmektedir.

Cizelge 4.8 Hammaddelerde tayin edilen PBDE ve BB-209 bilesiklerinin kitle kesirleri

(mg kg™)  genisletilmis belirsizlik degerleri

BDE-47 BDE-183 BDE-206 BDE-209 BB-209
PP-3 104,5+6,8 76,116,4 101,3+9,4 95,619,6 98,9+10,9
PP-4 108,3+7,1 89,9+7,2 - 81,2+10,1 89,6+9,9
Bilgisayar PP-7 - 90,3+7,2 81,1+7,6 91,649,2 92,3%+10,1
PE-2 96,3+7,2 90,1+6,3 95,549,3 - 85,618,2
PE-3 83,016,2 - 102,3+10,2 97,6%12,7 97,5+9,3
ABS-4 123,148,7 95,1+8,1 108,61+8,8  89,918,7 97,3+9,7
PP-1 85,6%5,5 - - 75,2+7,5 -
PP-2 96,5+6,7 102,5+8,2 91,2+8,7 91,2+9,1 82,9+8,1
Sag
Kurutma PP-8 91,245,2 76,116,8 93,2+8,6 80,5+8,5 97,2+10,9
Makinesi
PE-5 75,545,6 68,5+4,6 - - -
PE-6 89,1+6,7 90,1+6,1 102,4+10,1 92,8+12,1 89,1+10,4
PP-5 91,145,9 87,5t7,1 100,949,5 - 82,1+9,3
Tost
. . PP-6 95,516,2 71,615,7 102,5+9,6 91,319,1 82,949,1
Makinesi
PE-3 83,2+6,2 - 102,3+10,1 97,6+12,7 97,519,3
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Cizelge 4.8 Hammaddelerde tayin edilen PBDE ve BB-209 bilesiklerinin kitle kesirleri

(mg kg™) t genisletilmis belirsizlik degerleri (Devam)

BDE-47 BDE-183 BDE-206 BDE-209  BB-209
PP-5 91,1¢59  87,5¢7,1 100,99,1 ; 82,149,3
E/I'::Odalga PP-6 95,5¢62 71,6457 102,5¢9,6 91,3t9,1  82,949,1
PE-1 04,5¢7,1  81,5%55 98,6t9,6  72,3t9,9 .
PE-2 96,3t7,2 90,1463  95,5¢9,3 . 85,6482
Hall ABS-4  123,1#87 95181 108,688 89,987 97,397
ABS-2  89,9t64  101,248,6 . 79,3+7,7 .
PP-3 104,5¢6,8 76,146, 100,5:9,5 95,6+9,5 98,9+10,9
PP-4 108,3+7,1  89,9+7,1 ; 81,2¢10,1 89,649,8
PE-4 92,146,9 . 97,5¢9,5 91,1+11,8 90,687
Kablo
ABS-1 87,562 100,585 ; 85,1+8,2 ;
ABS-2  89,9t64  101,248,6 ; 79,3+7,7 ;
ABS-3  92,6¢66 98,2484 ; 81,547, ;

Yapilan bu calismada secilmis PBDE ve PBB bilesiklerinin polipropilen, polietilen ve

akrilonitril butadien stiren polimerik matrikslerinde tayin edildigi valide edilmis ve

belirsizlik butcesi cikarilmis analitiksel metot gelistirildi. Gelistirilen metot, piyasada

kullanilan Grinlerin yapisinda bulunan plastik hammaddeler Uzerinde uygulandi.

Verilen tablolarda da gorildigi tGzere farkli materyallerde ayni plastik hammadde

kullanilmaktadir. Calismada analizi yapilan PBDE ve PBB bilesiklerinin toplam degerleri

yonetmeliklerce belirlenen 1000 (mg kg™) degerinden dusik olarak elde edildi.
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