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Nitrozaminler bilesiklere dogrudan katilan maddeler olmayip, bir takim
reaksiyonlar ya da kimyasal etkilesmeler sonucu olugsan maddelerdir. Ayrica in
vivo olarak canli organizmalarda da sekillenebilirler. Nitrozaminlerden karsinojenik
tesirleri ve toksik etkileri bilinen ilk bilesik, dimetilnitrozamindir (NDMA). Bu madde
endustride ¢6zlcu olarak kullaniimakta olup, ayni zamanda dimetilamin-nitrit
etkilesmesi ile de olugabilmektedir. Aminler ise bilindigi gibi dogada ¢ok yaygin
olarak bulunurlar. Cogunlukla da nitrit ile etkilesme sonucu nitrozlanarak
nitrozaminlere donusurler. Nitrozaminler polar bilesiklerdir ve genellikle suda iyi
¢ozunuarler. Oktanol/su dagiima katsayisi olduk¢a duslk oldudu igin organik
¢bzuculere ekstrakte edilmesi de gugctur. Bu bilesikler ayni zamanda apolar
yuzeylere anlamli bir boyutta adsorbe olmamaktadir. Henry sabitleri kiigik oldugu
icin nitrozaminler sudan havalandirma ile uzaklastirlamamaktadir. Nitrozaminler
polar bilesikler olup biyoyigiima 6zelligi gdéstermezler ama bunun yaninda ¢ok zor

biyobozunma 06zelligi godsterirler.  Nitrozaminlerin  yuksek hidrofiliklik, az



adsorblanabilirlik ve kimyasal dayaniklilik ozellikleri yerydza sulari Kirliligi igin
onemli bir risk olugturmaktadir. Bunun yaninda, kullanicilar i¢in en onemli tehlike
icme suyunun kloraminlerle veya diger dezenfektanlarla dezenfeksiyonu sirasinda
NDMA ve diger tar nitrozaminlerin olugmasidir. Kimyasal 6zelliklerinden dolayi
225-250 nm dalga boyundaki isinlari kuvvetlice absorblamalari nedeniyle sudaki
nitrozaminlerin fotolitik bozunmasi mumkudn olabilir. NDMA’nin UV ile bozunmasi
sonucu olusan ana bozunma urunlerinden birisi dimetilamin (DMA) olup bu bilesik
UV’'nin secimli olarak enerijisini belli kromofor gruplara aktarmasi nedeniyle ile
bozunamamaktadir ve DMA’dan tekrar NDMA olusumuna yol agan madde (6ncul)
durumundadir. Onemli olan NDMA veya diger tir nitrozaminlerin bozunduktan
sonra tekrar nitrozaminleri olusturmamalaridir. Fotodegradasyonla bu mumkin
degildir.

Endustriyel uygulamalar sonucu atik sularda ve i¢gcme sularinda bulunan
nitrozaminler dezenfeksiyon yan UrunU olarak da olusabilirler. Sularda tayin
edilebilen ¢ogu nitrozamin  kanserojeniktir. Bu c¢alismada sudan N-
nitrozodifenilaminin (NDPhA)  geri kazanimi ve kromatografik olarak ara
artnlerinden ayrilmasina ¢alisiimistir.

Kati faz ekstraksiyonu (SPE) Ornek hazirlama metotu olup analitin ¢ozeltiden
saflastirimasinda ve derigtiriimesinde adsorbent madde bulunan tek kullanimlik
kolondan geciriimesi sonrasinda adsorbent tzerine tutunan maddenin uygun bir
organik ¢ozucu ile geri kazanilarak istenilen analizlere uygun hale getirmek icin
kullanilir. Bu ¢alismada NDPhA’nin sulu g¢ozeltilerinden derigtiriimesi, kullanilan
SPE sistemindeki parametrelerin kararlastirilmasi ve tekrarlanabilirlik Gzerine
calisilmistir. Thermo Dionex AT 280 oto deristirici ile C18 (1000 mg) kartuslar
kullanilarak SPE sonrasi tekrarlanabilirlik analizleri Dionex ICS 3000 tarafindan
gerceklestiriimisti. NDPhA'nin  dusuk derisimlerdeki ¢ozeltileri 0,01-2 mg/L
araliginda hazirlanarak otomatik SPE sistemine verilmistir. Sudaki NDPhA’'nin
organik faza alinma verimini arttirmak igin adsorbent olarak Karboksen 572
(Carboxen 572) (Supelco, 20/45 mesh size), Alumina (BDH, for chromatographic
adsorption analysis), Alimina (BDH, calcined) ve Aktif Komur (Active Coal) (Fluka,
from peat, multi-purpose, steam activated and acid washed, powder) kullaniimistir.
Bu sistemde optimum deney kosullari, kartus materyali, ¢ézlcu sayisi ve hacmi,
analiz edilecek ¢ozeltinin hacmi parametreleri kararlastiriimigtir. NDPhA metil

alkolle ekstrakte edilmis olup Dionex ICS 3000 HPLC sistemi ile analiz edilmistir.



Sonuglara gore geri kazanim yuzdesi %97 olarak bulunmustur. Sulu ¢ozeltilerden
NDPhA’nin ayrilmasinda C18 kartusunun kullaniimasi daha etkili olmustur.

Bu asamada nitrozaminlerin gama radyasyonuna maruz birakilmasi ve segimli
olmayan, nufuz etme 6zelligi ¢ok ylksek olan gama isinlari ile bozunma Granleri
de pargalanabilecek ve tekrar nitrozamin olusumu gergeklesmeyecektir.

Bu c¢alismada nitrozaminlerin yapisinin gama isinlari ile bozunmasi, bozunma
artnlerinin  tespiti ve miktar analizi, hangi Isinlama dozlarinda bozunma
aranlerinden tekrar nitrozamin olugsumunun gerceklesip gerceklesmeyeceginin
takibi yapimistir. Bu calisma 2,21 kGy gama radyasyonuna maruz birakilan
NDPhA’'nin tamamen degredasyona ugradigini gostermektedir. NDPhA’nin
bozunma Urinlerinin tespitinde yuksek performansh sivi kromatografisi (HPLC),
iyon kromatografisi (IC) ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS)
yontemleri kullaniimistir. Bu c¢alisma ile hem insan saglhgini kansere karsi
korumak ve su kaynaklarindan nitrozaminleri uzaklastirmak veya miktarlarini

minimuma indirebilmek amaglanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Gama-isinlamasi, nitrozaminler, bozunma UrUnleri, atiksu

aritimi, radyoliz Urunleri.
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Nitrosoamines are not added to the compounds directly, their formation follows
some consecutive reactions or chemical interactions. They can also be formed in
living organisms as in vivo. Dimethylnitrosoamine (NDMA) is the first nitrosoamine
compound known as cancirogenic and toxic. This compound is used as solvent in
industry and can be also formed with the interaction of dimethylamine-nitrite.
Amines are present in environment widely. Generally they are converted to
nitrosoamines with nitrite by nitrosation. Nitrosoamines are polar compounds and
generally their solubility in water is high. Their extraction to organic solvents is
difficult because octanol/water partition coeficients are very low. These
compounds can not be adsorbed on nonpolar surfaces significantly. Nitrosamines
cannot be removed from water by aeration since their Henry constants are low.
Nitrozamines are polar compounds and they do not bioflocculate but they resist on
biodegradation. High hydrophility, low adsorptibility and high resistance of
nitrosamines are important risks for ground water pollution. In addition to this, the
most important risk for consumers is formation of NDMA and other nitrosoamines

during disinfection of drinking water with disinfectants. Photolytic decomposition of



nitrosoamines is possible because their absorbance is strong at 225-250 nm
wavelength. One of the main UV degradation product of NDMA is dimethylamine
(DMA) can transfer the energy of UV selectively to certain chromophore groups so
can not be decomposed and it is precursor of NDMA. It is important that NDMA or
other nitrosoamines should not reform nitrosoamines after decomposition. It is not
possible by photodegradation.

Nitrosamines can be found in waste waters and drinking water because of
industrial applications as well as during disinfection of supply water. Most of the
nitrosamines were detected in water which are carcinogenic. In this study N-
Nitrosodiphenylamine (NDPhA) is selected and its chromatographic separation
from its intermediates after recovery from water was examined.

Solid phase extraction (SPE) is a method of sample preparation that concentrates
and purifies analytes from solution by sorption onto a disposable solid phase
cartridge, followed by elution of the analyte with a solvent appropriate for
instrumental analysis. In this study, the concentration process for aqueous
solutions of NDPhA and the experimental conditions such as determination of
experimental parameters and reproducibility after SPE were studied. The recovery
of NDPhA were followed by using Dionex ICS 3000 system after SPE process by
Thermo Dionex AT 280 with Thermo Scientific Solex C18 cartridge (1000 mg).
Low concentration solutions of NDPhA were prepared and used for the auto-
concentrator system which are carried out at different NDPhA concentrations in
water, varying from 0.01 to 2 mg/L. To increase the yield of NDPhA extraction into
the organic solvent, Carboxen 572 (Supelco, 20/45 mesh size), Alumina (BDH, for
chromatographic adsorption analysis), Alumina (BDH, calcined) and Active Coal
(Fluka, from peat, multi-purpose, steam activated and acid washed, powder) were
used and used as filling materials.

In this system, the aim was to determine the optimum experimental conditions,
including filling material, volume of solvents, number of solvents, volume of the
analyzed solution. NDPhA was eluted with methyl alcohol and analyzed by Dionex
IC 3000 HPLC. The results are shown that the recovery yield was up to %97.
Using C18 cartridge was found to be more efficent method to seperate NDPhA

from aqueous solution.



At this stage, treatment of nitrosoamines with gamma-irradiation and degradation
products can be decomposed with nonselective high permeation of gamma rays
and formation of nitrosoamines have been prevented.

In this study, decomposition of N-nitrodiphenylamine with gamma-rays, detection
of decomposition products and amount determination investigated, nitrosoamine
initial concentrations in which gamma radiation dose have been realized to prevent
reformation of nitrosoamine from decomposition products. The results of this study
showed that gama irradiation alone can degrade the compound at 2.21 kGy. High
pressure liquid chromatography (HPLC), ion chromatography (IC) and gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS) methods for determination of N-
nitrodiphenylamine (NDPhA) and its degredation products in agueous system was
studied. Our aim in this study is to protect human health from cancer and removal
of nitrosoamines or decrease the amounts of nitrosoamines as minimum as

possible in water sources.

Keywords: Gamma-irradiation, nitrosoamines, degradation products, wastewater
treatment, radiolysis products.
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1. GIRIS

Yillar boyunca dogal ortam kosullarinda, dogaya zarar vermeden yapilan tarimsal,
bitkisel ve hayvansal faaliyetler cevreye zarar vermeden gercgeklestirilmistir.
Nufusun hizla artmasi sonucu gida ihtiyacinin karsilanabilmesinde birim alandan
daha fazla drin elde edebilmek amaciyla tarima yapay unsurlar girmistir. Bu
durum ekolojik dengeyi bozarak ¢evre sorunlarina neden olmaktadirlar. Nitrit ve
nitratlar, besinlerde bakteri, kUf olusumlarinin engellenmesi, raf omrindn
uzatilmasi, dogal renk ve aromanin kaliciliginin saglanmasinda besinlere katilan
ve en ¢ok kullanilan koruyucu maddeler arasinda bulunmaktadirlar ve kansere
neden olan nitrozaminlerin  olusumunda yer alirlar. Nitrozaminler bilesiklere
dogrudan katilan maddeler olmayip, bir takim reaksiyonlar ya da kimyasal
etkilesmeler sonucu olusan maddelerdir [1]. Nitrozaminlerden karsinojenik tesirleri
ve toksik etkileri bilinen ilk bilesik, dimetilnitrozamindir. Bu madde endustride
¢Ozucu olarak kullaniimakta olup, ayni zamanda dimetilamin-nitrit etkilesmesi ile
de olugabilmektedir. Aminler ise bilindigi gibi dogada ¢ok yaygin olarak bulunurlar
[2]. Olusan N-nitrozo bilesiklerinin akut toksisiteleri ve karsinojenik etkileri

incelendigi zaman konunun 6nemi bir kez daha ortaya ¢ikmaktadir.

NDMA’nin yapilan galismalarda ¢ok fazla ilgi geken yapi olmasina ragmen diger
nitrozamin tard bilesikler de igme sularinda tespit edilmistir. Bunlar arasinda N-
nitrozomorfolin, N-nitrozopirolidin, N-nitrozopiperidin ve N-nitrozodifenilamin
bulunmaktadir. Nitrozaminler polar bilegikler olup genellikle suda iyi ¢ozunurler.
Oktanol/su dagilma katsayisi olduk¢ga dusuk oldugu igin organik ¢dzlculere
ekstrakte edilmesi de gugtur. Bu bilesikler ayni zamanda nonpolar yuzeylere
anlamli bir boyutta adsorbe olmamaktadir. NDMA 225-250 nm dalga boyundaki
iIsinlari kuvvetlice absorblar ve bu 6zellik sudaki bilesiklerin fotolitik bozunmasi igin
onemli olabilir. NDMA polar bir bilesik olarak biyoyigilma o6zelligi gostermemekte
ama bunun yaninda ¢ok zor biyobozunma 6zelligi gosterir. Nitrozaminlerin yuksek
hidrofiliklik, az adsorblanabilirlik ve dayanikhilik ézellikleri yerytza sulari kirliligi icin
onemli bir risk olugturmaktadir. Bunun yaninda, en onemli tehlike icme suyunun
kloraminlerle veya diger dezenfektanlarla dezenfeksiyonu sirasinda nitrozaminlerin
olugsmasidir [3]. Bu durum NDMA’nin olusum mekanizmasina yonelik arastirmalari

tesvik ederken, diger yandan da olusum ve bozunma galismalarinin arastiriimasi
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igin yeni ydntemler Uzerinde ¢alisiimasina neden olmustur. insanlarin NDMA ile
etkilesmeleri sadece igme suyuyla sinirli degildir, ¢gunkd nitrozaminler klorlanmis
havuz sularinda ve atiksularda bulunabilir [4]. Nitrozaminler, azot iceren
dezenfektanlarin yan Urinl (DBPs) kategorisinde yer almakla birlikte bazi
arastirmacilar tarafindan da insanlar igin en tehlikeli kanserojen bilesik olarak
gosterilmektedir [5]. Nitrozaminlerin ylksek kanserojenik aktivitelerinden dolaysi,
bunlarin maksimum izin verilen derisim limitleri genellikle disiik ng/L (risk igin 10)
seviyelerinde tutulmaktadir ve buda bazi analitik problemelere neden olmaktadir
[6]. Nitrozaminler, azot iceren dezenfektanlarin yan arind (DBPs) kategorisinde
yer almakla birlikte bazi arastirmacilar tarafindan da insanlar igin en tehlikeli

kanserojen bilesik olarak gosterilmektedir.

Genel olarak, nitrozaminlerin igme sularinda bulunma olasiliklarinin azaltiilmasinda
kullanilacak teknolojinin iki ana strateji Uzerinden ilerlemesi gerekmektedir. Sulu
ortamlardan nitrozaminlerin uzaklastiriimasi igin etkin bir yol bulunmasi ya da
bunlarin olusumunun engellenmesidir. Suyun dezenfeksiyon asamasinin en
sonunda olustuklari igin nitrozaminlerin suda olusumunun engellenmesinde nasil
olustuklarinin anlasilmasi ve nitrozamin olusumunun minimize eden en uygun

yontemlerle suyun dezenfeksiyonu gerekmektedir.

Bu galismada, NDPhA’nin ayni derisimdeki sulu ¢ozeltileri farkl isinlama dozlarina
maruz birakilarak radyasyonla bozunmasi incelenmistir. Isinlama dozunun
NDPhA’'nin ana bozunma urinid olan DPhA’'nin olusum miktarina etkisi takip
edilmis olup tekrar nitrozamin olusumunda yer alip almadigi incelenmistir. Olusan
urinlerin ve geriye kalan miktarlarin tayininin yapilabilmesi icin derigtiriime
yapilmasi gerekmektedir. Sulu cozeltilerde ¢ok dusuk derisimlerde bulunan
yapilarin ekstraksiyonu icin Otomatik Kati Faz Ekstraksiyon sistemi kullaniimis
olup ekstraksiyon veriminin artirimasinda farkh parametreler uygulanmistir.
Bozunma Urlnlerinin hangi turlere ait oldugu ve miktar tayinlerinde Yuksek
Performansh Sivi Kromatografisi, iyon Kromatografisi ve Gaz Kromatografisi-Kiitle
Spektrometre yontemlerinden yararlaniimistir. Sonug¢ olarak hedef nitrozaminin
hangi doz i1ginlamasina maruz birakildiginda degredasyona ugradigi ve tekrar

olusumunun gergeklesmedigi arastiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Su

Su, bir besin maddesi olmasinin yani sira, icerisinde bulunan bilesik ve
minerallerle vicudumuzda gerceklesen biyokimyasal reaksiyonlarda etkin rol
oynamakta olup yasamin devamhliginin saglanabilmesi i¢in gereklidir.
Hucrelerdeki organellere ve molekillere dagiima ortami yaratmasina, besinlerin,
artik maddelerin ilgili yerlere tasinmasina, vicudun pH dengesinin korunmasina
kadar pek ¢ok gorevde yer almasindan dolay! insan saglgina etkisi onemli bir
boyuttadir [7].

2.1.1. Su Kaynaklari

Dinya nifusunun ¢ok hizli artisi, sanayinin hizlh biyimesinden kaynakli sularin
kirletimesi, ¢evre bilincinin olusturulamamasi ve yayginlasamamasi gibi
nedenlerden dolay! diinyada igilebilir su miktari giderek azalmaktadir. icilebilir su
kaynaklarinin insan faaliyetlerinin sonucu olarak kirletiimesi, suyun tekrar
kullanimini etkileyerek geri donust olmayan sorunlarin yasanmasina neden
olmaktadir [7].

icilebilir ve kullanilabilinir nitelikteki sulari olusum bigimlerine gdre (i¢ ana gruba

ayrilabilmek miumkuindur [8]:
1. Yagis sulari
2. Ylzey sulari
3. Yeralti sulari

2.1.2. Yeralti Sular
Yeralti sular deniz, akarsu, gol gibi su kutlelerini besleyen ve yer kabugundaki

gegirimli jeolojik ortamin doygun bdlgesinde bulunan sudur. [8].

Cesitli intiyaclarin karsilanmasinda ylzey sularinin yanisira yararlanilan yeralti
sulari tarimda, insanlarin icme ve kullanma sularinin kaynagi olarak kullanilarak

ihtiyaclarin giderilmesinini saglamaktadir.



Yeralti sulari, yuzey sularina oranla daha pahali yontemlerle elde edilmelerine ve

daha fazla erimis madde icermelerine ragmen;

1. Kirlenmesinin gu¢ olmasi ve temiz olmasi,

2. Sicakliklarinin mevsimlere gore ¢ok az degisiklik gostermesi,
3. Berrak ve renksiz olmasi,

4. Kimyasal bilesimlerinde degisim olmamasi gibi nedenlerle yluzey sularindan
daha nitelikli bir yapidadirlar ve vyapilan mudahaleler sonucu kirlenme

oranlarindaki artis bu avantajlarini riske atmaktadir.

Kirletici 6zellikte olan veya kimyasal reaksiyonlara yol agan maddeleri iceren atik
sularin yeralti sulari ile karigmasi sonucunda yeralti sularinda kirlilik artar. Yeralt
sularinin kirlenmesine yol agan birgok neden vardir. Ginimuzde deterjan, pestisit,
agir metal kirliliginde de artis gézlenmektedir. Evsel atiklar da nitrit ve nitrat oranini
artirmaktadir [8].

2.1.3. Su Kirliligi

Su yeryluzine yagis olarak doénerken havada bulunan inorganik maddeleri,
radyoaktif elementleri ve bir takim gazlari igerisine alir. Toprak altina stzulen su
ortamda bulunan bazi inorganik maddelerle karisir. Bocek ilaglari, endustriyel
atiklar, tarim ilaglari suya karisarak su kirliligine neden olmaktadirlar. Su Kkirliliginin

siniflandinimasi asagidaki gibi 6zetlenebilir [8]:
- Endustriyel Kirlenme
- Evsel Kirlenme

- Tarimsal Kirlenme



2.2. Radyasyon Kimyasi

Radyasyon enerjisi madde igerisinden veya bosluktan gecgebilen enerjidir. Bazi
maddelerin atomlari surekli olarak pargalanirlar ve bu reaksiyonlar sirasinda
gevreye iyonlastirici 1ginlar yayarlar. Cevresine bu sekilde 1sin sagarak pargalanan
maddelere radyoaktif maddeler denir. Uranyum gibi dogdal olarak radyoaktif olan
maddelerin disinda, cesitli islemlerle yapay olarak radyoaktif hale getirilen Kobalt
60 ve Sezyum 137 gibi maddeler de vardir. Radyoaktif izotoplar zamanla
aktivitelerini kaybederler. Yarilanma émrii her radyoizotop icin spesifiktir. **’Cs igin
30 yil ve ®°Co icinde 5,3 yildr.

Isinlama dozu, 1sinlama sirasinda absorbe edilen radyasyon miktarina karsilik
gelmektedir ve 1sinlama dozunu tam olarak tanimlayabilmek icin radyasyon
birimlerini de bilmek gerekmektedir. 1 rad, 1 gram madde tarafindan absorbe
edilen 100 erg'lik enerjiye esit olan radyasyon enerjisi birimidir. Son zamanlarda
rad birimi yerine yaygin olarak Gray (Gy) birimi kullaniimaktadir. 1 Gray (Gy) ise
iyonlastirici radyasyona maruz birakilan bir maddenin 1 kg'ina verilen 1 joule

enerji miktarina esittir.

Isin kaynaginin gucu aktivitesi ile ilgilidir. Becquerel (Bq) aktivite birimi olup, daha

once bu amagla kullanilan Curie (Ci) teriminin yerini almaktadir [9].
1 Becquerel (Bq) = 1 pargalanma/saniye (2.1)

1 Curie (Ci) = 3,7x10'° Bq (2.2)



2.2.1. Radyasyon Tirleri
Radyasyon yayllan veya transfer edilen parcacik veya dalga formunda bulunan
enerji olarak tanimlanmaktadir ve Sekil 2.1’de gosterildigi gibi iyonlastirici ve

iyonlastirici olmayan radyasyon olarak iki gruba ayrilir [10].

Radyasyon
v l
iyonlastirici Radyasyon iyonlastirici Olmayan Radyasyon
l W l
Pargacik Dalga Dalga

l l { y L ¥ W

N6tron Alfa Beta Gama X UV-Vis IR Mikrodalga Radyo

Dalgalari

E>50 eV Atom orbitallerinden kaynakl radyasyon

| Atom cekirdeginden kaynakli radyasyon

Sekil 2.1. Radyasyon turleri [11].

2.2.1.1. iyonlastirici Olmayan Radyasyon

lyonlagtirici  olmayan radyasyon; daha dusik frekansli, dusik enerijili
elektromanyetik dalgalar olup, enerjisi atom veya molekullerde degisiklige yol
acmaya yetmez. iyonlastirici olmayan radyasyon icin goriinir i1sik, kizil 6tesi isik,

radyo dalgalari, mikrodalgalar ve gunes i1s1g1 6rnek verilebilir.

2.2.1.2. iyonlastirici Radyasyon

lyonlastirici radyasyonlar, bir atom ya da molekilden bir elektron kopariimasi
sonucu iyonlagmaya yol agarlar. Gama ve X-isinlari ile alfa (a), beta (B), nétron
partikulleri iyonlastirici radyasyon turlerini olusturur. Yuksek enerjili fotonlardan
olusan elektromanyetik radyasyon ve kutleli yapiya sahip partikiler radyasyon
olmak Uzere iki gruba ayrilirlar. iyonlastirici 6zellige sahip X ve vy isinlarinin
meydana gelis sekilleri birbirlerinden farklidir. X-isinlar gekirdek disinda olusan
elektron kaynakli isinlardir. Radyoaktif bir c¢ekirdegin kararlh hale gegerken
parcalanmasi esnasinda agiga cikan fazla enerjinin, gekirdekten digari atilmasi
sonucunda ise vy isinlari olusmaktadir [12].



Sekil 2.2°de radyasyon turlerine gore giricilik 6zellikleri gorsel olarak verilmigtir.

Kagst Plastik Celik Kursun

—_— -
Alfa e
— Q

Beta =

ki

Sekil 2.2. Radyasyon turlerinin giricilik 6zellikleri.

2.3. Radyasyon ve Cevre

Ddnyanin birgok bolgesinde hizla gelisen tarim ve sanayi, evsel ve atik sularin
yonetimi problemini beraberinde getirmektedir. Bu amagla birgok aritma yontemi
kullanilmaktadir. Her birinin bir digerine gore ustinlugu bulunmakla birlikte, aritma
surecindeki Olgutler g6z 6nune alindiginda en uygun yontem ekonomik olmasi,
kisa surede gerceklesmesi ve gevreye minimum zarar vermesi gibi ozelliklerine
bakilarak segilir. Bu oOlgutlere bakildiginda aritma yontemleri arasinda en umut
verici olanlardan bir tanesi de radyasyon teknolojisidir. Radyasyon teknolojisi
Ozellikle fiziko-kimyasal ve biyolojik metodlarla karsilastirildiginda olduk¢a dnemli
cevresel ve teknolojik avantajlara sahiptir. Kanalizasyon, icme suyu ve endustriyel
atiksu gibi atik sular i¢in en ¢ok kullanilan radyasyon kaynagi turleri gama iginlari,
elektron demeti ve X-isinlaridir. Hangi kaynak turG kullanilirsa kullanilsin,
iyonlastirici radyasyonun madde Uzerindeki etkisi benzerdir. O nedenle de kaynak
tird secgimi 6rnegin kimyasal yapisindan ¢ok fiziksel 6zelliklerine ve c¢evre
kosullarina gore yapilir. Fotonun aritma amagli kullanilmasini saglayan en buyuk
avantaj, herhangi bir yuk tasimamasi nedeniyle isinlama ortaminda derinlere
kadar nifuz etmesine olanak saglamasidir. Bir makine yardimiyla dretilen yukla
taneciklerle gerceklestirilen 1ginlamalarda ise giricilik sorunu mevcuttur. Bu durum,
Isinlama makinesi gucunun artirilmasi ya da 1ginlama sisteminin mevcut makineye

gore yeniden duzenlenmesiyle giderilir [13].



2.4. Atiksu Aritiminda Radyasyon Teknolojisi

Radyasyon teknolojisi uzun yillar sterilizasyon, polimerlerin gapraz baglanmasi ve
sertlestiriimesi, gidalarin i1ginlanmasi ve ¢evre uygulamalarinda yaygin olarak
kullaniimaktadir. Ayni zamanda igcmesuyu ve atiksu aritiminda da radyasyon
teknolojisinden yararlaniimaktadir. Bu teknolojinin kullaniimasi amaciyla cesitli

ulkelerde icme ve atiksu aritim tesisleri de kurulmustur.

Dunyadaki hizli nifus artisiyla birlikte azalan su kaynaklarini daha iyi korumak
artik batun aritma teknolojilerinin ana hedefidir. Bu hedef dogrultusunda bilim
adamlari yeni teknikler gelistirme c¢alismalari yurutlirken, mevcut tekniklerden de
yararlanarak en olasi yontemi bulmaya gayret etmektedirler. Son yillarda ¢evreye
duyarli teknolojiler degerlendirilirken iyonlastirici radyasyondan da yararlanmak,
olusturdugu ylUksek enerjiden istifade etmek fikri ortaya ¢ikmistir. Suyun
iyonlastirici radyasyon karsisinda radyolize ugramasi ile yuksek indirgeme ve
yukseltgeme 0Ozelligine sahip iyon, radikal ve yuklu parcaciklar olusturmasi bu
teknolojinin diger teknik ve teknolojilere alternatif olmasi konusunda umut vermistir
[13].

Atiksu antimi igin pek ¢ok farkh teknik uygulanmaktadir. Uygulama sahasina gore
her bir teknigin avantajlari ve dezavantajlari mevcuttur. Bir teknigin ¢ézimsiz
kaldig! yerde diger teknik ¢ozum olmaktadir. Kimi zaman da birkag¢ teknigin birlikte
kullanimiyla ¢ézum Uretilebilmektedir. Evsel ve endustriyel atik sular igerdikleri
kirletici derigimlerinin yuksek olmasi nedeniyle kirli icme sularindan farklidirlar.
Ornegin endistriyel atik sular toksik veya parcalanmasi gui¢ olan siyanur, fenol,
boyar madde gibi kirleticileri icerir. Bu tur kirleticilerin uzaklastirabilmesi igin
yuksek doza ihtiya¢ duyulur. Endustriyel atik sularda radyasyonun tek basina
kullaniimasinda ylksek doza ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle kimyasal, biyolojik ya da
Isil igslemler gibi geleneksel tekniklerle birlikte kullanilarak, en uygun aritma

kosullari saglanir [13].



2.5. Gama Isinlama Teknolojisi

Gama Isinlama teknolojisi, ®°Co veya '*’Cs gibi radyoaktif bir kaynaktan yayilan
yiiksek enerjili gama 1sinlarini kullanir. ®Co, niikleer reaktérde *°Co’in nétron
bombardimani sonucu olusur. ®°Co’in tarihi siireg icerisindeki kullanim alanlari
genellikle kanser tedavisi amacli olmustur. *’Cs ise, niikleer reaktérlerde
kullaniimis yakit gubuklarinin tekrar islenmesiyle elde edilmekte olup kullanildigi
alanlar tarihi sltrecte genellikle nikleer silah teknolojisiyle ilgili olmustur. Sekil
2.3'de gama Isinlari olusumunun sematik gésterimi verilmistir [11]. ®°Co kaynakli
gama 1sinlari, hem *'Cs'ye gore daha kolay bulunabildigi hem de elektron
hizlandiricilara gore penetrasyon 6zelliginin daha iyi olmasi nedeniyle endustride
tercih edilmektedir. Bu sistemin dezavantajlari ise, surekli bir radyoaktif kaynak
olmasi dolayisiyla X isinlari gibi istenildigi zaman acilip-kapanamamasidir. Ayrica
daha kisa yarilanma dmrune sahip olmasi dolayisiyla kaynak zamanla tukenmekte

ve yenileme gerekliligi bulunmaktadir [9].

P

— T

— U

Co-60 Ni-60 Gama Iginlan

Sekil 2.3. Gama isinlari olusumunun sematik gosterimi [11].

2.6. Suyun Radyolizi

Radyasyonla kimyasal oOzelliklerdeki degisim, yuUksek enerjiyle maddenin
etkilesimini bir araya getirmistir. Buradaki yuksek enerji, atom veya molekullin
iyonlagsma enerjisinden daha buyuk bir enerjinin atom veya molekile
aktariimasidir. Bu amagcla yuksek enerji kaynagi olarak en c¢ok kullanilan
radyasyon kaynaklari ®°Co ve **'Cs gibi radyoizotoplardan yayilan elektromagnetik
(gama) radyasyon ile elektron hizlandiricilari tarafindan Uretilen elektron
demetleridir.



Son yillarda X isinlarindan da bu amagcla yararlanmak Uzere gesitli sistemler
geligtiriimigtir. Isinlamayla sulu ¢ozeltilerin radyolizi sonucu, organik Kkirleticiler
radyasyonla dogrudan ya da dolayli yoldan etkileserek parcalanirlar. Suyun
Isinlanmasiyla olugan serbest radikaller (e’ag, °*H, *OH) genel olarak radikal
artnleri, molekuler yapilar da (Hz, H,O2) molekuiler Granler olarak adlandirilirlar.
Isinlama sonrasi olugan urdnler indirgeyici (€ aq, *H) ve yukseltgeyici (¢OH, H205)
gruplar olarak da iki gruba ayrilabilirler. Isinlama sonrasi ortaya c¢ikan H
reaksiyona girmez ve ¢ogu zaman sistemden gaz olarak ¢ikar [13]. Sekil 2.4’de
iyonlastirici radyasyon sonucu suda olusan serbest radikalik turler sematik olarak

verilmigtir [14].

Ivonlastirict Radyasyon

|

H,0" H,0"+ e
+H,0 +H,0 +H,0
He]+ [on*] [on]

+H,0”

Sekil 2.4. Suyun radyolizi: iyonlastirici radyasyon sonucu suda olusan serbest
radikalik turlerin sematik gosterimi [14].

Sulu ¢ozeltilerdeki olugan radyoliz UrUnleri arasinda en reaktif olanlar yukseltgeyici
hidroksil radikali (*OH) ile indirgeyici hidrate elektron (e’y;) ve hidrojen radikali
(+H)'dir. iyonlastirici radyasyon ayni anda hem indirgeyici hem de yiikseltgeyici
reaktif gruplar olusturmasi nedeniyle diger bircok ileri oksidasyon teknolojilerine

gOre avantaj olusturmaktadir [13].
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Suyun radyoliz mekanizmasini incelemek igin teorik ve deneysel arastirmalar
yapilmigtir. Suyun radyolizi sonucu olusan radikal ve molekuler trtnlerin pH 3-11
araligindaki radyoliz verimleri (G, umolJ™?) asagida tabloda veriimis olup G,

radyoliz verimidir ve absorblanan 100 eV enerji basina olusan molekul sayisidir.

Suyun radyoliz sonucunda olusan radikal ve molekuler Grin verimleri ise Cizelge

2.1’de verilmigtir.

Cizelge 2.1. Suyun radyoliz sonucunda olusan radikal ve molekuler Grtin verimleri.

Parametre Verim degeri (umolJ™)
Radyasyon turu Y
pH 3-11
G(-H,0) 0,4227
G(Ho) 0,0466
G(H20,) 0,0704
G(€ag) 0,2725
G(He) 0,0570
G(HO-) 0,2818
G(HOy*) 0,0027

Reaksiyon verimleri karsilastirildiginda 1sinlamayla kaybolan suyun verimi ile
olugan urunlerin veriminin dengede olmasi gerekir. Bu durum;

G(-H20) = 2G(H.) + G(H*) + G(e'a) = 2G(H.0;) + G(HO*) (2.3)
esitligi ile ifade edilir.

2.6.1. Suyun Radyoliz Mekanizmasi

Su radyolizi mekanizmasi su sekilde 6zetlenebilinir:

Hzo _— e'aq, H', HO', H30+, OH, HOZ. ’ HZOZ, H2 (24)

Ug¢ ana asamada meydana gelen radyoliz reaksiyonlari, farkli zaman araliklarinda
gerceklesmektedir [15].

Fiziksel Asama:
Bu asama, maddenin iyonlastirici rasyasyonla etkilesimi ile iyonlagsmis su
molekdillerinin (H-O"), uyarilmis su molekdillerinin (H,O") ve uyarilmis elektronlarin

(e") olusumuna sebep olmaktadir.
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Fiziko-Kimyasal Asama:

(10%°-10"? s) arasinda gergeklesen fiziko-kimyasal asama esnasinda, iyon-
molekul reaksiyonlarini (2.5), uyariimis tirin homolitik ayrismasini (2.6), uyariimis
turlerin iyonlagmasini, uyarilmis elektronlarin solvatasyonunu (2.7) igeren ¢ok

sayida sure¢ gergeklesmektedir.

H,O" + H,O — 3 H3O" + «OH (2.5)
H,O" —» *OH +*H (2.6)
e +nH,O —» e'(aq) (2.7)

Kimyasal Asama:

(102 - 10 s) arasinda gerceklesen kimyasal asama esnasinda, fiziksel ve fiziko-
kimyasal suregler sonucu olusan tiurler radyasyon etkisiyle birbirleriyle tepkime
verirler ve ¢ozeltiye difuzlenirler. Birbirleriyle tepkime verebildikleri gibi ortamdaki
diger molekullerle de tepkime verirler. Sekil 2.5’de suyun radyolizinin (¢ asamasi

esnasinda olusan ana reaksiyonlar verilmistir [15].

zaman (s) Iyonlastric: Radyasyon
0 -4 H,0
Uvyarilma _~ - ivorﬂa_f}ma
Fizilkcsel Asama
1015s | H)O' 20* + @

Fiziko-Kimvyasal H +0('D) H'D +H
Asama z H,0 ” o

H*+HO*  H,+2HO*  HO*+H,0* HO+H+OH e

aq

1012s J—

Kimyasal Asama l

105 s ‘ € 4 H', HO*, HO;*,OH:, H,0", H,, H,0,

Sekil 2.5. Suyun radyolizinin (¢ agamasi esnasinda olusan ana reaksiyonlar.
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Sulu ¢ozeltide bulunan kirleticiler 1ginlamanin dozuna bagh olarak molekul agirhigi
buyuk turler pargalanarak daha kuguk molekul agirhiginda molekdl, iyon ya da
radikallere donagur. Olusan kararsiz yapilar kararli hale gelmek igin ortamdaki
diger kararsiz iyon ya da radikallerle birleserek kararli yapilari meydana getirirler
[16].

Ana Reaksiyonlar

Ana reaksiyonlara ait bazi hiz sabitleri asagdidaki Cizelge 2.2’de yer almaktadir.

Cizelge 2.2. Suyun radyolizine ait hiz sabitleri.

Reaksiyon Hiz sabitleri (k) (10*® dm>mol™s™)
€ aq+ € aq+ 2H20 — > Hy + 20H" 0,55
€ aqtH* + H,O — H, + OH’ 2,50
He + He — H» 0,78
€ aq+ HO*—> OH" 3,00
€ agt H;O" — He + H,0 2,30
HO+ + HOs — H,0, 0,55
HOe+ + H» —» H,0 2,00
H30"+ OH" — 2H,0 14,0

Suyun radyolizi sonucunda H; olusumundan tabloda belirtiimis ilk G¢ reaksiyon

sorumlu olup, %70’e varan verimle gerceklesmektedir [15].

2.6. Nitrozaminler

Nitrozaminler, insanlarda ve hayvanlarda glgli mutajenik ve karsinojenik etkilere
sahip bilesikler olup cevrede yaygin olarak bulunmaktadirlar. Gida Grinleri,
kozmetik drunleri, titin dumani, toprak ve yer alti sularinda bu bilesiklerin varligi
tespit edilmistir. Nitrozaminler, ikincil aminler ve nitritin nitrasyon reaksiyonu ile
olusmaktadir. Baslica nitrozaminler arasinda N-nitrozodietilamin(NDEA), N-
nitrozodipropilamin (NDPA), N-nitrozopirolidin (NPyr), N-nitrozopiperidin (Npip), N-
nitrozo-N-metil-ure (NMU), N-nitrozoprolin (NPRO) sayilabilir [17]. Sekil 2.6’da

bazi nitrozaminler ve kimyasal yapilari verilmigtir.
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Son vyillarda, igme suyu kaynaklarinda klor dezenfeksiyonu sonucu N-
nitrozodimetilamin (NDMA) ve diger nitrozaminlerin yan Grun olarak varhgi tespit
edilmistir [18]. Halojenli bilesiklerin yani sira dezenfeksiyon yan Urlini (DBPs)
olarak acgiga c¢ikan nitrozaminlerin su Kkirliligine yol agmasi nedeniyle c¢evre
bilimcilerin ¢alismalari bu konu Uzerine daha fazla yogunlagsmistir. Su Uzerine
yapilan g¢alismalarin yaninda, toprak ve gida urunlerinde nitrozamin varligi tespiti
ve insan saghgr Uzerindeki etkilerini anlamak igin 30 yildir c¢alismalar
yapilmaktadir. N-nitrozodimetilamin (NDMA), ilk olarak Ontario’da (Kanada)
klorlanmig igme suyunda tespit edilmistir. 2006 yilinda, Dunya Saglik
Organizasyonu (WHO) tarafindan NDMA Uzerine detayl bir galisma yayinlanmigtir
[19]. insanlarin NDMA ile etkilesmeleri sadece icme suyuyla sinirli degildir, ¢iinkii
nitrozaminler klorlanmis havuz sularinda ve atiksularda bulunabilir [4, 20]. Bazi

yapilarin yukseltgenmesiyle NDMA olustuguna dair bulgular da raporlanmistir.

NDMA, yapilan galismalarda ¢ok fazla ilgi geken bir yapi olmasina ragmen diger
nitrozamin tarleri de igme sularinda tespit edilmistir. Bu bilesiklere; N-
nitrozomorfolin (NMor), N-nitrozopirolidin (NPyr), N-nitrozopiperidin (NPip) ve N-

nitrozodifenilamin (NDPhA) ornek verilebilinir.

Nitrozaminler, polar bilesikler olup genellikle suda g¢o6zunebilmektedirler.
Oktanol/su dagilma katsayisi olduk¢ca dusik oldugu igin organik cozuculerle
ekstrakte edilmesi de gugtir. Bu bilesikler ayni zamanda nonpolar yuzeylere
anlamli bir boyutta adsorbe olmamaktadir [21]. Henry sabitleri kligik oldugu igin
nitrozoaminler sudan havalandirma ile de uzaklastirlamamaktadir. NDMA 225-
250 nm dalga boyundaki iginlari kuvvetlice absorblar ve bu o0zellik sudaki
bilesiklerin fotolitik bozunmasi igin dnemli olabilir. NDMA, polar bir bilesik olarak
biyoyigilma 6zelligi gostermemekte ama bunun yaninda ¢ok zor biyobozunma
Ozelligi gosterir. Nitrozaminlerin yuksek hidrofiliklik, az adsorblanabilirlik ve

dayanikhlik 6zellikleri yeryazi sulari Kirliligi icin dnemli bir risk olugturmaktadir.
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N-nitrozaminler Kisaltma Formiil

Molar Kiitle (g/mol)

N-nitrozodimetilamin NDMA CoHgNLO
//o
N——-N
N-nitrozodimetiletilamin NMEA C3HgN>O
N
N-nitrozodietilamin NDEA C4H1oN>O
N
N-nitrozo-di-n-butilamin NDBA CgH1sN>O
x /
N——N
N-nitrozopirolidin NPyr C4HgN2O
0
7
N—N
N-nitrozopiperidin NPip CsH1oN2O
I
N
N/
N-nitrozomorfolin NMor C4HgN,O5
A

N

>

Sekil 2.6. Bazi nitrozaminler ve kimyasal yapilari [22].
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2.6.1. N-nitrozo Bilesiklerinin Kaynaklari

Dogal su kaynaklarinin nitrat ve nitrit duzeyleri, su kalitesinin onemli bir
gOstergesidir. Nitrat ve nitrit derisim seviyelerindeki artis halk saghgi agisindan
onemli bir problem haline gelmektedir [23]. Dogada nitratlarin en dnemli kaynagi
sebzeler ve sudur. Bunlar bitkisel materyalde dogal olarak bulunurlar. Ispanak,
kivircik, lahana, turp, pazi, kabak v.s. gibi sebzelerin oldukga yuksek oranlarda
nitrat icerdikleri bilinmektedir. Bazi érneklerde bu miktar 3000 ppm’den fazladir.
Ayrica nitrat ve nitritler et ve balik UrGnlerinde yaygin bir sekilde koruyucu olarak
kullanilir. Bir ¢ok Ulkede bu maddelerin kullanilma oranlari yasal olarak
belirlenmistir [2]. Muhafaza ve olgunlastirma amaciyla hayvansal gidalara,
Ozellikle et urunlerine katilan nitrat ve nitrit, bu gidalardaki sekonder aminlerle
birleserek nitrozaminleri olustururlar. Burada nitrat, on bakteriler tarafindan nitrit
indirgenir [24]. Nitratlarin toksisitesi nitritterden daha fazladir ve gunluk
alinabilecek miktar 0,4 mg/kg ile sinirlandinimistir. Saglik ve Sosyal Yardim
Bakanhgi tarafindan yayinlanan Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi'ne gore
koruyucu olarak kullanilabilecek miktarlar vicut agirligi basina sodyum nitrat igin 5
mg/kg, sodyum nitrit i¢in ise 0,2 mg/kg olarak belirlenmistir. Yine iglenmig et ve
balik trlnlerine 200 mg/kg kadar nitrat katilabilmektedir. Nitratlarda dnce nitritlere
indirgenmekte ve aminlerle etkilesmektedirler [2]. Peynir, balik ve et Urlnlerine
eklenen nitrit ve nitratlarin potasyum ve sodyum tuzlari; bu drunlerin lezzetini
arttirmakta olup renginin belirgin olmasini saglamaktadir.  Ayrica gidalarin
muhafaza siresini uzatmak amaciyla da kullaniimaktadirlar [25]. Nitrozaminler,
dogal olarak amin iceren pek gok bilesikte bulunmaktadirlar. Ornegin, titinde,
tahillarda ve alkolll ickilerde 5 ppm’den daha az miktarda nitrozaminlerin varligi
bilinmektedir. Ayrica et, balik, sut, peynir v.s. gibi birgok hayvansal gidalarin 1 ppm
civarinda dietilamin icerdigi saptanmistir. islenmis et ve balik Uriinlerine koruyucu
amagclarla katillan nitrat ve nitrit bilesikleri dimetilamin ile etkileserek cesitli
nitrozamin bilesiklerine dontismektedirler [2]. Genel olarak olusan dezenfeksiyon
yan urUnlerini kontrol etmek ve musluk suyundaki klor seviyesini korumak igin,
bazi Ulkelerde dezenfeksiyon igin klor yerine kloramin kullaniimaktadir. Kloraminin
dogrudan ilave edilmesinin yani sira, bazi kaynak sulari gubre ve atiksu kaynakl
kirlenme sonucunda ylUksek derisimde amonyak igerir. Bu durum; dezenfektan

olarak klor kullanimi sonrasinda kloramin olusumuna yol agabilmektedir.
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Yapilan son ¢aligmalarda, ikincil aminler ve 0ozellikle dimetilamin (DMA) ve
difenilamin (DPhA) nitrozamin olugumda yer alan 6nemli oncul bilesiklerdendir. Bu
bilesiklere ek olarak dietilamin (DEA), metiletilamin (MEA), di-n-propilamin (DPA),
di-n-batilamin (DBA), morfolin (Mor), pirolidin (Pyr) ve piperidin (Pip) énemli ara
urtunlerden olup, kimya ve ilag sanayisinde kullaniimaktadirlar [26]. Sekil 2.7°de

bazi ikincil aminlerin kimyasal yapilari gorulmektedir.

CH CH
3 3\ C,Hs
NH NH
/ NH
CH; CoHs
C,Hs
Dimetilamin Metiletilamin Dietilamin
C4Hy
C3H;
AN NH
C;H,; C,Hy
Di-n-propilamin Di-n-biitilamin Pirolidin
NH, NH,
N N
O ( / h
o) CsHg
Piperidin Morfolin Difenilamin

Sekil 2.7. Bazi ikincil aminlerin kimyasal yapilari.
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Tarkiye’de bulunan nehirlerde, Pip (- - 0,1 pg/L), Pyr (82-152 ug/L), DPhA (- - 0,1
pg/L) ve DBA (- - 0,24 ug/L) bilesiklerine rastlaniimistir [26].

Gunumuzde, gida numuneleri (et, peynir, bira, yemeklik yag, deniz Urunleri),
cevresel drnekler (atik su, hava, toprak), biyolojik numuneler (idrar, tikarik, kan)
ve diger ornekleri (kozmetik, kauguk meme, tutlin) kapsayarak, bu orneklerdeki

nitrozamin tespiti ile ilgili calismalara agirlik verilmistir [27].

Dezenfeksiyon yan UrlinU olarak olusan nitrozaminlerin olusumunu en aza
indirmek igin izlenecek en iyi yol nitrozaminlerin éncullerini ortadan kaldirmaktir.
Pek cok caligsma, organik azot igeren bilesikleri (dogal organik maddeler) ve su
aritiminda iyon degisimi igin kullanilan anyon degistirici regineleri N-nitrozamin
onculleri olarak goéstermistir. Bu bilesiklerin yaninda, dimetilamin (DMA),
etilmetilamin (EMA), dietilamin (DEA) ve dipropilamin (DPA) gibi ikincil aminler

nitrozamin olusumunda yer alan en énemli dncul gruplarindandir [28].

2.6.2. N-nitrozo Bilesiklerinin Olasi Olugsma Reaksiyonlari

Nitrozaminler Dbilesiklere dogrudan katilan maddeler olmayip, bir takim
reaksiyonlar ya da kimyasal etkilesmeler sonucu olusan maddelerdir. Nitrit ve
nitrojen oksitlerin birincil ve ikincil aminlerle reaksiyonlari N-nitrozo bilesiklerinin

olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. [25].

Nitrozaminler; dezenfeksiyon yan drind olarak olusumlarinin yani sira, cgesitli
endustriyel islemlerde aminlerin nitrojen oksit, nitroz asit veya nitrit ile reaksiyonu
ile istenmeyen urlin olarak olusabilmektedirler. Lastik Uretim ve isleme, deri
tabaklama, metal igleme ve gida igleme gibi prosesler sonucunda olugumlari da
bilinmektedir [29].
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Nitrozamin olusumundaki kimyasal reaksiyonlardan bazilari asagida listelenmistir

[17]. (MIM*, Fe**/Fe*" ve diger metal iyonlar gibi déniisiimleri gdstermektedir.)

NaNO, + H" — HNO, + Na* (2.8)
HNO, + H* — NO" + H,0O (2.9)
2HNO, — N0O3 +H,0 (2.10)
N2O3 — NO + NO; (2.11)
NO+M" — NO"+M (2.12)
RNH, + NO —> RNH-N=0+H" — ROH + N, (2.13)
RoNH + NO*— R,N-N=0 +H" (2.14)
RsN + NO* nitrozamin olugsmaz. (2.15)

Nitrozaminler ¢evrenin belli bir kisminda 6zellikle bulunurlar. Uzerine en cok
arastirma yapilmis olan nitrozaminlerden NDMA; kaucguk, deri, metal, kimya ve
maden endustrilerinde saptanmistir. Fabrikalar ikincil aminleri ya da roket yakiti
1,1-dimetilhidrazini (UDMH) Gretmektedirler ve yakin endustriyel kuruluslar
dimetilamin gibi bilegikleri organik sentezlerde kullanmaktadirlar. Bunlar ayni
zamanda bir¢ok yiyecek ve igcecek turl gidalarda 6zellikle fermentasyon ya da
pisirme sonrasinda, sigara dumaninda ve son zamanlarda yuksek derecede
saflastirimis atiksu ve icme sularinda bulunurlar. Nitrozaminler kanserojenik,
mutajenik ve teratojenik o6zellik gdsteren kimyasal sinifinda oldugu igin ilgi
cekmektedirler. Son zamanlardaki c¢alismalar NDMA olusumunun suyun
dezenfeksiyon kosullarina  bagli  oldugunu, monokloraminle ¢6zUnmus
dimetilaminin ve UDMH'in reaksiyonu sonucunda olustugunu ortaya c¢ikarmigtir.
NDMA, UDMH’In bilinen bir atigidir ve eski su aritim sistemleri ve genel islem
prosedurleri hem NDMA igin hem de UDMH icin ylzey su kaynaklarina
uygulanmaya basglamistir.
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Sulu ¢ozeltideki dimetilamin (DMA) varliginda, N-nitrozodimetilamin (NDMA)
olusumuna ait dnerilen reaksiyon mekanizmasinda monokloramin (NH,CIl) (MCA),
dezenfektan olarak yer almakta olup tersinir klor transferi sonucunda
dimetilkloramin ve Raschig prosesi sonucunda UDMH olugmaktadir. UDMH’nin
MCA varhginda oksidasyon sonucu NDMA olugmaktadir. Sekil 2.8'de DMA ve

monokloramin varliginda NDMA icin dnerilen olusum reaksiyonu verilmistir [30].

(CH,J,NCI + NH,

Klor transferi
/ DMCA
F

-~
(CH,),NH + NH.CI
DA
Raschig prosesi
NH.CI
{CH5).NNH, (CH,),NN=0
UDMH NOMA
Oksidasyon

Sekil 2.8. DMA ve monokloramin varliginda NDMA icin &nerilen olusum
reaksiyonu [30].

2.6.3. N-nitrozo Bilesikleri ve Kanser iligkisi

N-nitrozo bilesiklerinin potansiyel kanserojen 6zellik gdsteren ve genis etkiye sahip
bilesikler oldugu hayvanlar Uzerinde yapilan deneysel caligmalarla ortaya
konmustur [25]. Olusan N-nitrozo bilesiklerinin akut toksisiteleri ve karsinojenik
etkileri incelendigi zaman konunun dnemi bir kez daha ortaya ¢ikmaktadir [2].
Yapilan arastirmalara gore, insanda kanser olusumunun baslica sebeplerinden biri
olarak beslenme kaynakli oldugu dusunulmektedir. Kanser olusumuna gida
maddelerine katilan hangi katki maddelerinin etkili oldugu arastiriimaktadir.
Gunumuze kadar 300’e yakin N-nitrozo bilesigi test edilmis olup bu bilesiklerin
%90’ Inin deney hayvanlarinda kanser olusumuna neden olabilecegini gosteren

onemli bulgulara ulagiimistir [31, 32].
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Nitrozaminler ilk olarak 1956'da kanserojen sinifina dahil olmuglardir. Bu nedenle
balik ve et Urunlerine renk kalicigi, antimikrobiyal etki gostermesi ve tat korunumu

amaciyla katilan sodyum nitrit miktarlarina sinirlamalar getirilmistir [33].

Nitrozaminler, azot iceren dezenfektanlarin yan Urinl (DBPs) kategorisinde yer
almakla birlikte bazi arastirmacilar tarafindan da insanlar igin en tehlikeli
kanserojen bilesik olarak gosterilmektedir [5]. Nitrozaminlerin yliksek kanserojenik
aktivitelerinden dolayi, bu bilesiklere izin verilen maksimum derisim limitleri
genellikle diisiik ng/L (risk icin 10™°) seviyelerinde tutulmaktadir ve bu durum bazi
analitik problemelere neden olmaktadir. Kaliforniya kaynak suyunda NDMA
bulunmasindan sonra, Kaliforniya eyaleti NDMA icin zararl seviyeyi 2 ng/L olarak
belirlemis olup daha sonraki asamada, 6lgum asamasindaki zorluklar nedeniyle bu
deger 10 ng/L olarak duzeltilmistir. NDMA kloraminlenmig/klorlanmis icme
sularinda genellikle litre basina birkag nanogram olarak bulunmaktadir, ancak

atiksularda ¢ok fazla miktarlarda olugmakta veya gozlenmektedir.

NDMA ve diger nitrozaminler ulusal dlgekleme seviyesinde ortamda bulunabilme
verilerini toplayan Yasallasmamis Kirletici Tespit Kurali (Unregulated Contaminant
Monitoring Rule, UCMR-2) kapsaminda vyerini almigtir. Ontario gegici olarak
NDMA icin maksimum kabul edilebilir derisim degerini 9 ng/L olarak yayinlamigtir.
ingiliz ve Galler icme Suyu Denetciligi, NDMA icin gdzlemleme sinirini 1 ng/L
olarak istemesine ragmen, Almanya’da saglik temelinde izin verilen limit degeri
NDMA ve NMor igin 10 ng/L olarak belirlenmigtir [6].

2.6.4. N-nitrozo Bilesiklerine Maruz Kalma Yollar

insanlar, N-nitrozo bilesiklerine cesitli sekillerde maruz kalmaktadirlar. Klorlanmig
havuzda ylzmek, kisisel bakim Grunlerini (sampuan, kozmetik gibi) kullanmak,
sigara icmek ve katki maddesi eklenmis gida maddelerini tiketerek N-nitrozo
bilesikleri bunyeye alinmaktadir [34]. Gida maddeleri veya ilaglardaki ikincil amin
bilesiklerinin mide i¢erisinde bulunan nitrozolama ajanlariyla reaksiyonu sonucu N-
nitrozo bilesikleri olusabilmektedir [1, 35]. Balik, kurlenmis et, bira ve peynir

cesitlerinde N-nitrozo bilesiklerine yuksek miktarlarda rastlaniimaktadir [36].
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2.6.5. Nitrozaminlerin Tanimlanmasi ve Analizi

N-nitrozo bilegikleri gidalarda dusuk miktarlarda bulunmalarina ragmen yuksek
kanserojen etki gdstermektedirler. insan vicudunda veya gidalardaki
olusumlarinin engellenmesi ya da azaltilmasi igin bir takim onlemlerin alinmasi
gerekmektedir. N-nitrozaminlerin gidalarda belirlenmesinde ¢ok hassas analizlerin
yapilmasi gerekmektedir. Gidanin kompleks matriksi icerisinde dagilmis olarak
bulunan nitrozaminlerin analizlerinin gergeklestirimesinde karsilasilan en zor

husus; ekstraksiyonunun saglanmasidir [37].

Yapilan c¢alismalarda, kalorimetre, kapiler elektrokromatografi, alev iyonlagsma
dedektorli gaz kromatografisi, gaz kromatografisi-kutle spektrometresi, yiuksek
performansli sivi kromatografisi, nitrozamin tespiti igin kullanilan analitik yéntemler
icerisindedir [27]. Gidalarda dusUk miktarlarda bulunmalarindan dolayi nitrozamin
bilesiklerinin saptanmasi zor olmakla birlikte, Gaz Kromatografisi-Kutle
Spektrometresi (GC-MS) ile dlgimleri yapilabilmektedir [36]. Gaz kromatografisi,
yuksek performansli sivi kromatografisi ve kapiler elektroforez gibi birgok analitik
metot nitrozaminlerin tanimlanmasinda kullaniimaktadir. Bununla birlikte, su
orneklerinde nitrozaminin dusuk derigsimlerdeki seviyesinin belirlenmesi igin 6n
islem olarak kati faz ekstraksiyonu (SPE) kullanilarak &rnegin deristiriimesi
gerekmektedir [18].

2.6.6. Nitrozaminlerin Bozunmasinda Kullanilan Su Aritim Teknolojileri

Sudaki dusuk derisimlerdeki istenmeyen maddeleri gidermek igin, ¢esitli su aritim
teknolojileri mevcuttur. Ultraviyole (UV) isinlamanin sudaki NDMA seviyesini
dusUrdugu bulunmustur. Buna karsin, eger suda bulaniklik varsa, renk varsa ya da
kisa dalgaboyundaki (<270 nm) isinlarla ortisen (6negin; nitrat, toplam organik
karbon, TOC) kimyasallar varsa, bu teknigin etkinligi baylk 6lguide azalmaktadir.
Yeniden NDMA olusumu icin bir olasilik vardir, bu durum, 6zellikle UV isinlari ile
muamele edilmis suyun kloraminlemeye maruz birakilmasi durumunda
gOzlemlenir. Bu potansiyel zorluklari yenebilmek igin, ileri yukseltgenme prosesleri
(AOP’s) sonucu olusan serbest radikallerin sudaki kanserojen kimyasallar
parcalamasi arastiriimalhdir [38]. Bu teknolojiler hidroksil radikali (OH) ile
oksitleme yapabilen ozon, UV/ozon ve UV/H,0, sistemleri ya da titanyum dioksit
(TiOy) ile heterojen kataliz yontemi, sonoliz ya da yukseltgeyici (*OH) ile indirgen

hidrate elektronlar (e’yq) olusturabilen elektron-beam prosesleri olabilir,
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UV i1sinlamasi su kaynaklarinda bazi dogal organik bilesiklerin ve antropojenik
bilesiklerin bozunmasina neden olabilir. DMA, NDMA’nin temel UV ile 1ginlama
sonucu olusan bozunma UrUnlerinden birisidir; buna karsin DMA UV ile
parcalanmamaktadir. Bu durum UV ile i1sinlama sonucu olusan bozunma
urtnlerinde DMA igeren organik bilesiklerden NDMA olusumuna neden olmaktadir
[39].

Bugune kadar yapilan calismalarin ¢ogu ozellikle et, sucuk, salam, sosis, sut,
meyve suyu gibi gida maddelerinde gida koruyucu maddesi olarak kullanilan
NaNOy'nin bu gida maddelerinin yapisinda varolan -NH, grubu ile olusturduklari
nitrozaminlerin tespitine yoneliktir [40]. Su ve farkli ¢dzuculerde bulunabilecek
nitrozaminlerin tespiti ve nitrozamin yapisinin suya dezenfektan olarak katilan
maddeler varhginda UV ve degisik TiO, kullanilarak fotolitik olarak bozunmasina
ait calismalar yapilmis ancak bozunma UrUnlerinin tekrar nitrozamin olusturmalari
nedeniyle olumlu sonuglar alinamamistir [41,42]. Suda bulunabilen NDMA, NDEA,
NMEA, NDBA gibi nitrozaminlerin elektron-beam ile etkilestirilerek akabinde puls
radyoliz teknigi kullanilarak suyun radyoliz drGnlerinden <OH, *H, e’y ile bu
nitrozamin tdrlerinin hangi hizda ve suyun hangi radyoliz Urlnleri ile daha kolay
tepkime verdigini kinetik calismalar yaparak incelenmistir [39]. Yuksek enerijili,
etkilestigi madde icerisinde nufuz etme 6zelligi fazla ve secimlilik géstermeden
nitrozaminlerin yapisini bozabilecek gama isinlari ile gida maddelerindeki (salam,
sucuk, et) nitrozaminler (NDMA ve NPyr) sodyum nitrit varhiginda isinlanmistir.
Calismalarinin sonucunda NaNO; yoklugunda nitrozaminlerin tekrar olusmadigi,
NaNO, varhdinda ise ¢ok ¢ok az miktarda bulunduklarini saptamislardir. Gida
maddelerinde Ozellikle ekstrakte ettikleri nitrozaminlerin yapisinin suda daha hizli
bozunduklarini tespit etmislerdir. Bu calisma ise ®Co-gama isinlari ile
nitrozaminlerin 1sinlanmasi ile ilgili tek calismadir. ileri yiikseltgeme prosesleri
(AOP’s) kullanilarak nitrozaminlerin gama-iginlari ile yapilarinin bozunmasi ve
tekrar bozunma urunlerinin nitrozaminleri olugsturmamalarinin anlagiimasi ile ilgili

daha fazla arastirmalarin yapilmasi gereklidir [43].
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Tarkiye’de ise nitrozaminlerin gida maddelerinde tespitine yonelik calismalar
mevcuttur. Ancak igme sularinda veya atiksularda nitrozamin varliginin tespitine
yonelik ¢alismalar mevcut degildir. Sadece bazi nehir ve yeralti sularinda nitrat ve
nitrit miktar tayinine yonelik rutin su analizleri g¢alismalari bulunmaktadir.
Endustrinin, ila¢ sanayi atiklarinin, gida sanayi atiklarinin hepsinde nitrozamin

tespiti ve giderilmesi ile ilgili calismalar yapilmasi zorunludur [44, 45, 46].

2.7. N-nitrozodifenilamin

N-nitrozodifenilamin turuncu-kahverengi ya da sari renkli bir bilesik olup kati halde
bulunmaktadir. Sudaki ¢ozundarlaga 0,003 g/100 mL’dir [22]. NDPhA, US
Environmental Protection Agency (EPA) tarafindan olasi bir insan kanserojeni (B2)
olarak kabul edilmis olup, maksimum Kkirletici dlzeyi; 7 ug/L (mikrogram/litre)

olarak belirlenmistir [47].

icme suyunda ve atik sularda bulunan NDPhA'nin potansiyel énemini anlamak
icin, bu nitrozaminin dezenfeksiyon yan UurUnlerini (6ncul bilesikler) ve olusum
yollarinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu bilgi, dezenfeksiyon islemi sirasinda
icme suyundaki NDPhA olusumunu kontrol altina almak, azaltmak veya ortadan
kaldirmak icin gereklidir. Bununla birlikte, hi¢bir calismada bu olusum bildirilmemis
olup hangi oncullerin bulundugu ve NDPhA'nin icme suyu aritimi sirasinda nasil

olustugu belirlenememistir [47].

Klor, kloramin ve klordioksit kullanimi ile igme sulari dezenfekte edilerek su
kaynakli hastaliklarin énlendigi bilinmektedir. Monokloramin ise hem dezenfektan
olarak kullanilmakta olup hem de amonyak bulunan klorlanmis su iginde de
olusabilmektedir [19]. NDPhA ise kloramin ve su iginde bulunan organik
maddelerin etkilesimi ile olusan istenmeyen dezenfeksiyon yan Grinuduir.
Difenilamin ise bocek ilaci, yiyecek katki maddesi, kauguklara eklenen
antioksidant olarak kullaniimakta olup NDPhA olusumunda 6ncul bilesen oldugu
bilinmektedir [47, 48]. NDPhA'nin yapisina ve DMA'dan NDMA'nin olugumuna
dayanarak, su kloraminasyon sonrasinda NDPhA'nin muhtemel oncusu olarak
difenilamin (DPhA) 6nerilmekte olup ylzey suyu ve yeralti sularinda gevresel bir
kirletici olarak tespit edilmistir [47]. Sekil 2.9°"da N-nitrozodifenilaminin kimyasal

yapisi ve bazi 6zellikleri verilmigtir.
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N-nitrozaminler Kisaltma Formul Molar Kutle (g/mol)

N-nitrozo-di-fenilamin NDPhA C12H10N2O 198,2

Sekil 2.9. N-nitrozodifenilamin kimyasal yapisi.

2.8. Ekstraksiyon

Kimyasal analizi gergeklestirilecek idrar, plazma, serum gibi biyolojik; hava, su,
toprak gibi gevresel ve gida, farmasotik Urlnler gibi diger numuneler, aranan
madde disinda birgok bileseninde bulundugu karisik bir matriks igerirler. Ornek
hazirlama iglemi gaz kromatografi (GC), gaz kromatografi-kitle spektrometresi
(GC-MS), yuksek performansli sivi kromatografi (HPLC), atomik absorbsiyon
spektrometresi (AAS) gibi cihazlar yardimiyla yapilan analizler 6ncesinde

uygulanmasi gereken bir basamaktir [49].

Sivi-sivi ekstraksiyonunda ¢ok fazla ¢oziclnin ve zamanin harcanmasi, ayrica
bu yontemde suda yuksek ¢dzunurlige sahip polar maddelerin analizlerinin diguk
verimle yapilmasindan dolayl daha pratik, ekonomik, segici ve hassas teknikler
gelistiriimeye calisiimaktadir. Son yillarda, sivi-sivi ekstraksiyona alternatif olarak
geligtirilen kati-faz ekstraksiyonu teknigine buyuk ilgi vardir [50].

2.8.1. Kati Faz Ekstraksiyonu (SPE)

Bu yontem, herhangi bir sivi 6érnedi icinde bulunan analit molekullerinin 100-500
mg adsorbent madde igeren tek kullanimlik kolondan gegirildikten sonra adsorbent
uzerine tutunan analit molekullerinin kolondan gegirilen uygun bir organik ¢6zucu
ile geri kazanilarak sonrasinda yapilacak analizlerde kullaniimasi igin uygulanir.
Bu yontem wuygulanirken analizi yapilacak maddenin bazi fizikokimyasal
Ozelliklerine gbre uygun adsorbent segiminin yapilmasi, ¢ézicunun polar ve apolar

Ozelliklerine gore belirlenmesi gerekmektedir[50].
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SPE yontemi, tek kullanimhk ekstraksiyon kolon veya disklerine ¢esitli adsorbent
maddelerini icermesi ve sivi Orneklerden istenmeyen bilesenlerin ayriimasi,
deristiriimesi ve yapilacak analize uygun hale getiriimesi igin 6rnek matriks
yapisinin degistiriimesi amaclariyla hazirlanmis olan kolon ve disklerden

gecirilmesi esasina dayanmaktadir [49].

SPE metodunda kolon igerisinde bulunan adsorbent madde ile kolondan gegirilen
ornek molekulleri arasinda kimyasal bir etkilesim meydana gelir. Bu etkilesim

sayesinde maddelerin ayrilma islemi baslica iki yolla gerceklestirilir:

(1) Birinci yontemde, analiz edilecek bilegik adsorbent maddeye baglanarak
kolon icinde tutulurken, c¢ozelti ve istenmeyen bilesenler bu madde ile
herhangi bir etkilesime girmezler. Daha sonra istenmeyen bilesenler uygun
bir ¢ézlicu kullanilarak uzaklastirilir ve adsorbentte tutunmus olan analiz

edilecek bilegsen uygun bir ¢ozlcu sayesinde organik faza alinir.

(2) Ikinci ybntemde ise, istenmeyen bilesenlerin adsorbent madde ile
etkilesimi saglanir. Atik yadlar gibi matriksten ayriimasi zor olan
maddelerin analizinde kullanilan bu yontemde, matriksteki istenmeyen
bilesenler adsorbente badglanirlar. Boylece matriksten ayrilmasi istenen
madde adsorbent ile etkilesime girmez ve uygun c¢obzucu yardimiyla

toplanir.

Sekil 2.10°’da goruldugu Uzere, her iki ayirma isleminden 6énce SPE kolondaki
adsorbentin  sartlandiriimasi, kolondan uygun c¢ozuclinun gegiriimesi ile
adsorbentin aktif hale getiriimesi ve matriksteki maddeler ile tekrarlanabilir
etkilesim icin gerekli ortamin saglanabilmesi amaciyla yapiimaktadir. Polar
olmayan adsorbentler, kolon hacminin 2-3 kati miktarda su ile karisabilen metil
alkol, tetrahidrofuran, isopropanol gibi polar ¢oziciiler ile polar tutucu maddeler ise

polar olmayan ¢dziculerle sartlandiriimaktadir [51, 52].
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Sekil 2.10. Kati Faz Ekstraksiyonu iglem basamaklari.
2.8.2. SPE Metodunda Maddelerin Ayrilma Prensipleri

SPE metodunda maddelerin birbirinden ayrilmasi, analizi yapilacak maddenin
molekulleri ile adsorbent maddede bulunan etkin gruplar arasindaki molekuller
aras! etkilesimler sayesinde agiklanir. Analizi yapilacak madde molekulleri
adsorbentteki etkin gruplara iyonik, hidrojen, dipol-dipol, dipol-indiklenmis dipol ve
indUklenmis dipol-indiklenmis dipol (van der Waals) baglari ile baglanir. Bdylece
analizi yapilacak madde, matriksteki istenmeyen bilesiklerden g¢ozuculer
yardimiyla ayrilmig olur [51]. Cizelge 2.3’de SPE metodunda kullanilan ¢ozuculer

verilmektedir.

Cizelge 2.3. SPE metodunda kullanilan ¢ézlctiler.

Polarite Coziicii Su ile kanisabilme
Hekzan Hayir
Apolar izooktan Hayir
= Petrol eteri Hayir
Siklohekzan Hayir
Karbon tetraklorir Hayir
Kloroform Hayir
Metilen klorar Hayir
Tetrafudran Evet
Dietil eter Hayir
Etil asetat Zayif
Aseton Evet
Asetonitril Evet
izopropanol Evet
Vv Metil alkol Evet
Polar Su Evet
Asetik asit Evet
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SPE metodunda, analiz edilecek madde, ¢ozlcu ve adsorbentlerin 6zelliklerine
gore cesitli ayirma mekanizmalari rol oynar. Belli bagli ayirma mekanizmalari
olarak normal faz, ters faz, iyon degisim (katyonik ve anyonik degisim) ve

molekuler eleme (buylUklikg¢e ayirma) sayilabilir [51, 52].

Normal faz sisteminde polar bilesikler polar olmayan matrikslerden ayrilir.
Sartlandirma isleminde polar olmayan ¢ozuculer, organik faza alinmasinda ise
daha polar ¢ozuculer kullanilir. Bu yéntemde en fazla kullanilan adsorbent madde
silikadir. Florosil ise pestisitler, asiri polar érnekler icin ise alimina, silika gibi
tutucu maddelere cgesitli gruplarin eklenmesi ile elde edilen amino, siyano ve diol

grubu tutucu maddeler tercih edilmektedir [51].

Ters faz sisteminde, tutucu madde polaritesi 6érnek ¢ozeltisinden daha dusuktir.
En cok kullanilan adsorbent maddesi oktadesil (C18) olmakla birlikte, siklohekzil,
oktil (C8), fenil, butil ve amino da gesitli numuneler igin segici olmalari nedeniyle
tercin edilirler [51]. Cizelge 2.4’te kati faz ekstraksiyonunda kullanilan

adsorbentlere érnekler verilmistir.

Cizelge 2.4. Kati Faz Ekstraksiyonu adsorbentleri.

Adsorbent Formiilii
Silika jel SiOH
Alimina Al,O3

Florisil MgSiO;
Oktadesil (C18) (CH,)17CH3
Oktil (C8) (CH,);CH;
Etil (C2) CH,CHj4
Siyano CN
Fenil CeHs
Siklohekzil CeH11
Amino NH,
Diol C-OHC-OH
Kuarterner amin N*
Karboksilik asit COOH
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Adsorbent secimindeki dnemli paramatreler agsagidaki gibi olmalidir:
1. Rejenere edilebilir olmasi,

2. Yuksek tutunma kapasitesine sahip olmasi,

3. Mekaniksel ve kimyasal kararhliginin olmasi,

4. Genis bir pH araliginda calisiimasina olanak saglayarak ¢ok sayida analitin

secimli olarak ayriimasi,
5. Kantitatif adsorpsiyon ve desorpsiyon saglamasi,

6. Kinetik olarak hizli adsorpsiyon ve desorpsiyon mekanizmalari olusumu

saglamasidir.

2.8.3. Otomatik Kati Faz Ekstraksiyonu (ASPE)

Kirleticilere ¢ok kolay maruz kalabilen su kaynaklarindan alinan numunelere
uygulanan su analizlerinde yagmur sulari, atik sular veya icme sularinda agir
metal, anyon, katyon gibi inorganiklerin ve bazi organik Kirleticilerin analizleri
gerceklestirilmektedir. inorganik maddelerin analizinde genellikle su numunesi

herhangi bir isleme tabi tutulmadan sistemlere enjekte edilebilmektedir.

Organik Kirleticilerin analizlerinde ise istenen limitlere inebilmek icin numunelerin
deristiriimesi gerekmektedir. Ekstraksiyon islemi sirasinda kullanici strekli olarak
cozlculere maruz kalmakta ve islem bir su numunesi icin 2-3 saat surebilmektedir.
Geri kazanim miktarlarinin kullanicidan kullaniciya ¢ok farkli olmasi nedeniyle bu
miktarlarda degisiklik gozlenmektedir. Boylece tekrarlanabilirlik ve guvenilirlilik
azalmaktadir. Dionex AT 280 otomatik SPE kartus sistemi ile bu tlr problemler
ortadan kaldiriimaktadir. Ozellikle geri kazanim ve tekrarlanabilirlik sonuglari Ust

seviyede olmaktadir [53].
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Sekil 2.11. Thermo Scientific AT 280 Autotrace Otomatik SPE Sistemi ve
Kartujlari.

2.9. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimda bulunan birbirine yakin 6zellikteki maddeleri ayirmak
ve saflastirimasinda yontemidir. Kromatografik ayirmalarda 6érnek; gaz, sivi veya
superkritik bir akiskan olan hareketli faz ile tasinir. Bu hareketli faz bir kolonda
veya bir katl yluzeyde kendisi ile karismayan bir sabit faz icinden gegmeye zorlanir.
Sabit faz tarafindan kuvvetli tutulan érnek bilesenleri, hareketli fazin akisiyla gok
yavas hareket etmesine karsilik, sabit faz tarafindan zayifca tutulan bilesenler hizli
hareket ederler. Bdylece bilesenlerin kolonu terk etme hizlarinin farkliigindan
yararlanilarak, ornek bilesenleri birbirinden kalitatif ve/veya kantitatif olarak

ayrilmalar saglanmaktadir [54].

2.9.1. Gaz Kromatografisi

Gaz kromatografide (GC), numune buharlastirilir ve kromatografik kolonun girigine
enjekte edilerek analiz baglatilir. inert bir hareketli gaz fazi ile elisyon yapilir.
Diger kromatografik yontemlerden farkli olarak analitin molekdilleri ile gaz fazi
arasinda etkilesim gergeklesmez; gazin analiz boyunca gorevi, analitin kolon

boyunca tagsinmasinin saglanmasidir [55].
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2.9.1.1. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS)

GC-MS sistemi c¢ok bilesenli karisimlardaki elementlerin belirlenmesinde,
gazlastirilabilen ya da gaz fazinda bulunan numunelerin kromatografik yontemle
ayriminin gercgeklestirimesinde ve elde edilen kitle spektrumlari ile ileri seviye
(biyolojik, organik ve inorganik) molekuller yapi tayinlerinde, kalitatif ve kantitatif
calismalar icin kullanilan ylksek hizla c¢alisan bir gaz kromatografisi-kitle
spektrometresi sistemidir. Kitle spektrumu ise o6rnekteki bilesiklerin kolaylikla
hareket edebilen iyonlara donusturilmesi ve bu iyonlarin kutle/ylik oranina gore

siralanmasiyla elde edilmektedir.

2.9.2. Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yuksek performansli sivi kromatografisi yontemi bir sivi igerisinde ¢dzinmus
bilesenlerin, bir kolon igerisinde kati bir destek Uzerinde bulunan sabit faz ile
etkilesimlere girmesi ve kolon i¢inde degisik hizlarla hareket etmeleri sonucunda
farkh alikonma surelerinde bilesenlerin kolonu terk ederek birbirlerinden
ayrilmasina dayanmaktadir. Bu sistemin daha fazla tercih edilebilir olmasinin
sebepleri arasinda yontemin kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi,
duyarlihgi, sicaklikla kolayca bozunabilen veya ugucu olmayan bilesiklerin

ayrilmasindaki uygunlugu sayilabilir.

2.9.3. iyon Kromatografisi (IC)
lyon Kromatografisi, iyon degistirici recinelerin kullanimina dayanan, iyonlarin

ayrilmasi ve tayini icin etkili bir ydontemdir [56].

lyon Kromatografisi ydontemi sabit faz olarak kullanilan bir kati ile ¢dzeltinin
etkilesimi sayesinde, kati ile ¢Ozelti arasindaki iyonlarin degisimini temel
almaktadir. Sentetik iyon degistirici regineler ilk olarak 1935 yilinda Uretilmis ve
laboratuarlarda 06zellikle endustriyel alanda yaygin olarak kullaniimigtir. Bu
yontemde; sabit fazi olusturan iyon degistiriciye kimyasal baglarla bagl yukli
gruplar, hareketli fazdaki benzer iyonlarla yer degistirmesi sonucunda
degistirilebilir iyon tasiyan maddelerin (antibiyotikler, alkoloidler, aminoasitler,

asitler vb.) ayrilmasi saglanmaktadir [50].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Bu calismada standart olarak kullanilan N-nitrozodifenilamin (NDPhA) (Aldrich =
97,0), ¢6zucu olarak kullanilan asetonitril (ACN) (Sigma-Aldrich, Chromasolv for
HPLC, 299,9), diklorometan (DCM) (Sigma-Aldrich, Chromasolv for HPLC, =299,8),
metil alkol (Sigma-Aldrich, Chromasolv for HPLC, 299,9), hekzan (Sigma-Aldrich,
Chromasolv for HPLC, 297,0), tampon ¢dzeltisinin hazirlanmasinda asetik asit
(HAc) (Sigma-Aldrich, %99,7) ve amonyum asetat (NH4Ac) (Sigma-Aldrich, %98),
ile olasi ara urin difenilamin (DPhA) ise (Fisher, purified, certified ACS)
firmalarindan temin edilmistir. Turevlendirme ajani olarak N-metil-N-(trimetilsilil)-
trifloroasetamit (MSTFA) (Sigma-Aldrich) kullaniimistir. iyon Kromatografisi eliienti
olarak Dionex EGC Il potasyum hidroksit (KOH) temin edilmistir. Kimyasallar
herhangi bir isleme tabi tutulmadan oldugu sekliyle kullaniimistir. Kurutma ve
ucurma islemlerinde kullanilan azot %99 saflikta olup, bitiin deneysel islemlerde
ultrasaf su kullaniimistir. Adsorbent olarak Karboksen 572 (Carboxen 572)
(Supelco, 20/45 mesh size), Alimina (BDH, for chromatographic adsorption
analysis), Alimina (BDH, calcined) ve Aktif Kbmur (Active Coal) (Fluka, from peat,
multi-purpose, steam activated and acid washed, powder) kullaniimistir. Yiksek
Basingli Sivi Kromatografisi ve iyon Kromatografisi ile yapilan calismalarda
kullanilan standartlar ile ilgili bilgiler Cizelge 3.1 ve 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Yiksek Basingli Sivi Kromatografi cihazi kullanilarak tespit ve miktar
tayininde kullanilan standartlar.

Adi Saflik (%) Marka
p-amino fenol 99,0 Aldrich
Hidrokinon 99,0 Sigma-Aldrich
Resorsinol 99,0 Fluka
Benzoik Asit 99,5 Sigma-Aldrich
Fenol 96,0 Sigma-Aldrich
Benzaldehit 99,0 Merck
p-nitro fenol 98,0 Fluka
m-nitro fenol 99,0 Aldrich
Asetofenon 98,0 Merck
o-nitro fenol 98,0 Aldrich
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Cizelge 3.2. iyon Kromatografi cihazi kullanilarak organik alifatik asit tespitinde
kullanilan standartlar.

Adi Saflik (%) Marka
Asetik Asit 99,7 Sigma-Aldrich
Formik Asit 90,0 Sigma-Aldrich
itakonik asit 99,0 Fluka
Malik Asit 99,0 Fluka
Malonik Asit 99,0 Fluka
Maleik Asit 99,0 Merck
Okzalik Asit-dihidrat 99,0 Sigma-Aldrich

3.2. Cihazlar Ve Analitik Yontemler

3.2.1. Kobalt-60 Gama Kaynagi

NDPhA'nin 2 mg/L derigsiminde hazirlanmig sulu ¢ozeltileri, pyreks siselerde
agizlari kapal olarak, 0,023 kGy/saat doz hizina sahip Sekil 3.1°de goéruldugu
uzere Gammacell-220 tipi Co-60 gama kaynaginda degisik 1sinlama dozlarinda
(0,02 kGy-3,16 kGy araliginda) oda sicakliginda ve hava ortaminda i1ginlanmigtir.
Isinlandiktan sonra NDPhA c¢ozeltileri uygun hacim/hacim (v/v) oranlarinda metil
alkol ile ekstrakte edilerek, tlrevlendirme islemi yapildiktan sonra Gaz

Kromatografisi-Kutle Spektrometresi ile analiz edilmistir.

Sekil 3.1. Kobalt-60 gama kaynagi.
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3.2.2. Otomatik Kati Faz Ekstraksiyon Sistemi (ASPE)

NDPhA igin deristirme islemleri $ekil 3.2’de verilmis olan Thermo Dionex AT 280
oto derigtirici ile yapilmis olup, kati faz ekstraksiyonu 1000 mg adsorbent iceren
tek kullanimhk 10 mL’lik oktadesil (Thermo Scientific Solex C18) kartuslarla
gerceklestiriimistir. Yapilan denemeler sonucu belirlenen programa gore kartuglar
sartlandinimistir.  Orneklerin farkli hacimlerdeki sulu cozeltileri kartuslardan
gegcirildikten sonra 5 mL metil alkol igerisine kartuslarda tutunmus 6rnek, organik

faza gecirilmis olup ASPE sistemine 6zel 15 mL’lik viallere alinmigtir.

Sekil 3.2. Otomatik Kati Faz Ekstraksiyon Sistemi.

3.2.2.1. Otomatik Kati Faz Ekstraksiyon Sisteminin Programlanmasi

Thermo Dionex AT 280 oto deristirici ile C18 (1000 mg) kartuslar kullanilarak,
hazirlanan degisik derisimlerdeki 500 mL NDPhA standartlari ve degisik dozlarda
isinlanan 2 ppm NDPhA Ornekleri, 5 mL metil alkol icerisine alinarak 100 kat
derigtirme islemi yapilmigtir. Thermo Dionex AT 280 oto derigtiricisi i¢in asagidaki
program yapilmistir:

Cizelge 3.3. Thermo Dionex AT 280 oto derigtiricisi ile NDPhA kati faz
ekstraksiyonu igin yapilan program.

C18 kartuglari 6 mL hekzan ile sartlandirma

C18 kartuslari 12 mL metil alkol ile sartlandirma

C18 kartuglari 6 mL deiyonize su ile yikama

500 mL numuneyi C18 kartuglardan gecirme (10 mL numune/dakika)

C18 kartuglar 2 dakika boyunca azot atmosferi altinda kurutma

No|gM wINE

Siringayl 2 mL metil alkol ile yikama

C18 kartustan 5 mL metil alkol gegirerek numuneyi tiplere toplama
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3.2.2.2. Otomatik Kati Faz Ekstraksiyonunda Alternatif Kolon Dolgu
Maddelerinin Kullanimi

Sudaki NDPhA'nin organik faza alinma verimini arttirmak icin tablolarda
sartlandirma kosullari verilen ve bos kolonlara doldurulan Karboksen 572
(Supelco, 20/45 mesh size), Alimina (BDH, for chromatographic adsorption
analysis), Alimina (BDH, kalsine) ve Aktif Kémur (Fluka, turbadan buhar ile aktive

edilmis, asitle yikanmis gok amacli toz) malzemeleri kullaniimistir.

Dolgu malzemeleri igin yapilan sartlandirmalar Cizelge (3.4-3.7)'de verilmis olup,
herbir dolgu malzemesi icin, organik faz olarak hem apolar ¢oztclu diklorometan

hem de polar ¢ozucu metil alkol igin denenmisgtir.

Sekil 3.3'de bos kartus kilifinin doldurulmasi esnasinda gegen asamalar
karboksen igin gosterilmis olup, kullanilan tim dolgu malzemelerinde ayni yontem
kullaniimistir. 1 gram dolgu malzemesi, alt tarafi kapatilan kartusa yerlestirildikten

sonra Uzeri kapatiimaktadir.

Sekil 3.3. Bos kartus kilifinin dolgu malzemeleriyle doldurulmasi.

Cizelge 3. 4. Thermo Dionex AT 280 oto derigtirici ile NDPhA igin yapilan kati faz
ekstraksiyonu programi. Dolgu malzemesi Karboksen, organik faz (a)
Diklorometan, (b) Metil alkol.

(a) Numune ekstraksiyonu igin diklorometan kullaniimigtir.

. Karboksen dolgu malzemelerini 5,0 mL diklorometan ile sartlandirma

. Karboksen dolgu malzemelerini 5,0 mL metil tersiyer buitil eter ile sartlandirma

. Karboksen dolgu malzemelerini 5,0 mL metil alkol ile sartlandirma

. Karboksen dolgu malzemelerini 5,0 mL deiyonize su ile sartlandirma

500 mL numuneyi karboksen dolgu maddesinden gegirme (10 mL numune/dakika)

. Karboksen dolgu malzemelerini 2 dakika azot atmosferi altinda kurutma

. Siringay! diklorometan ile yilkama

o|~Njo| o M w|N| e

. 5 mL diklorometan ile numuneyi tiiplere toplama
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(b) Numune ekstraksiyonu i¢in metil alkol kullaniimigtir.

. Karboksen dolgu malzemelerini 5,0 mL diklorometan ile sartlandirma

. Karboksen dolgu malzemelerini 5,0 mL metil tersiyer blitil eter ile sartlandirma

. Karboksen dolgu malzemelerini 5,0 mL metil alkol ile sartlandirma

. Karboksen dolgu malzemelerini 5,0 mL deiyonize su ile sartlandirma

500 mL numuneyi karboksen dolgu maddesinden gegirme (10 mL numune/dakika)

. Karboksen dolgu malzemelerini 2 dakika azot atmosferi altinda kurutma

. Siringay! metil alkol ile yikama

o|N|jo| g M w|d| e

. 5 mL metil alkol ile numuneyi tiiplere toplama

Cizelge 3.5. Thermo Dionex AT 280 oto deristirici ile NDPhA igin yapilan kati faz
ekstraksiyonu programi. Dolgu malzemesi Alimina (kromatografik analize uygun
saflikta), organik faz (a) Diklorometan, (b) Metil alkol.

(2) Numune ekstraksiyonu i¢in diklorometan kullaniimigtir.

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL diklorometan ile sartlandirma

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL metil tersiyer butil eter ile sartlandirma

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL hekzan ile sartlandirma

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL metil alkol ile sartlandirma

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL deiyonize su ile sartlandirma

500 mL numuneyi alimina dolgu maddesinden gegirme (10 mL numune/dakika)

Alimina dolgu malzemelerini 2 dakika azot atmosferi altinda kurutma

Siringayi diklorometan ile yikama

OXPXNTO A~ WIN P

5,0 mL diklorometan ile numuneyi tiiplere toplama

(b) Numune ekstraksiyonu i¢in metil alkol kullaniimigtir.

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL diklorometan ile sartlandirma

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL metil tersiyer bdtil eter ile sartlandirma

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL hekzan ile sartlandirma

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL metil alkol ile sartlandirma

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL deiyonize su ile sartlandirma

500 mL numuneyi alimina dolgu maddesinden gecgirme (10 mL numune/dakika)

Alimina dolgu malzemelerini 2 dakika azot atmosferi altinda kurutma

Siringayi metil alkol ile yikama

O XN g~ W

5,0 mL metil alkol ile numuneyi tiplere toplama
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Cizelge 3.6. Thermo Dionex AT 280 oto deristirici ile NDPhA igin yapilan kati faz
ekstraksiyonu programi. Dolgu malzemesi Kalsine alimina, organik faz (a)
Diklorometan, (b) Metil alkol.

(a) Numune ekstraksiyonu igin diklorometan kullaniimigtir.

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL diklorometan ile sartlandirma

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL metil tersiyer btil eter ile sartlandirma

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL hekzan ile sartlandirma

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL metil alkol ile sartlandirma

Aldmina dolgu malzemelerini 5,0 mL deiyonize su ile sartlandirma

500 mL numuneyi aliimina dolgu maddesinden gegirme (10 mL numune/dakika)

Alimina dolgu malzemelerini 2 dakika azot atmosferi altinda kurutma

Siringayi diklorometan ile yikama

O ONOA~WIN P

5,0 mL diklorometan ile numuneyi tiiplere toplama

(b) Numune ekstraksiyonu icin metil alkol kullaniimigtir.

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL diklorometan ile sartlandirma

Aldmina dolgu malzemelerini 5,0 mL metil tersiyer bitil eter ile sartlandirma

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL hekzan ile sartlandirma

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL metil alkol ile sartlandirma

Alimina dolgu malzemelerini 5,0 mL deiyonize su ile sartlandirma

500 mL numuneyi alimina dolgu maddesinden gegirme (10 mL numune/dakika)

Alimina dolgu malzemelerini 2 dakika azot atmosferi altinda kurutma

Siringayi metil alkol ile yikama

O PN TA~WIN P

5,0 mL metil alkol ile numuneyi tiplere toplama

Cizelge 3.7. Thermo Dionex AT 280 oto deristirici ile NDPhA icin yapilan kati faz
ekstraksiyonu programi. Dolgu malzemesi Aktif komur, organik faz (a)
Diklorometan, (b) Metil alkol.

(2) Numune ekstraksiyonu igin diklorometan kullaniimigtir.

Aktif kdmur dolgu malzemelerini 5,0 mL diklorometan ile sartlandirma

Aktif kdmur dolgu malzemelerini 5,0 mL metil tersiyer btil eter ile sartlandirma

Aktif kbmur dolgu malzemelerini 5,0 mL hekzan ile sartlandirma

Aktif kdmur dolgu malzemelerini 5,0 mL metil alkol ile sartlandirma

Aktif kdmur dolgu malzemelerini 5,0 mL deiyonize su ile sartlandirma

500 mL numuneyi aktif kémUr dolgu maddesinden gegirme (10 mL numune/dakika)

Aktif kbmur dolgu malzemelerini 2 dakika azot atmosferi altinda kurutma

Siringayi diklorometan ile yikama

© X N g A~wIN =

5,0 mL diklorometan ile numuneyi tlplere toplama
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(b) Numune ekstraksiyonu icin metil alkol kullaniimigtir.

Aktif kdmur dolgu malzemelerini 5,0 mL diklorometan ile sartlandirma

Aktif kdmir dolgu malzemelerini 5,0 mL metil tersiyer bdtil eter ile sartlandirma

Aktif kdmur dolgu malzemelerini 5,0 mL hekzan ile sartlandirma

Aktif kbmur dolgu malzemelerini 5,0 mL metil alkol ile sartlandirma

Aktif kbmur dolgu malzemelerini 5,0 mL deiyonize su ile sartlandirma

500 mL numuneyi aktif kbmur dolgu maddesinden gecirme (10 mL numune/dakika)

Aktif kbmur dolgu malzemelerini 2 dakika azot atmosferi altinda kurutma

Siringayi metil alkol ile yikama

© © Nl o g M w NP

5,0 mL metil alkol ile numuneyi tiplere toplama

3.3.3. Yuiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Analizleri

20 pL analiz edilecek numune, manuel olarak Acclaim PA C16 kolonuna ¢ozicusu
metil alkol olacak sekilde enjekte edilmistir. izokritik olarak yiirliyen sistemde
asetonitril/su mobil faz akis hizi 1,200 mLdk™ olarak ayarlanmistir. Kolon sicaklig
30°C, UV-GB dedektort ise 230 nm dalgaboyundaki absorbansi olgerek analiz
yapmaktadir. Bu calismada, ilk olarak, bilinen derigsimlerdeki NDPhA c¢ozeltileri
metil alkol icerisinde hazirlanmis olup asetonitril/su mobil fazi ile dengede olan
Acclaim 16 PA analitik kolonuna enjekte edilmistir. Mobil faz bilesimi ve cihaz

parametreleri Cizelge 3.8’de verilmigtir.

Cizelge 3.8. HPLC cihazinin analitik parametreleri.

Kolon Acclaim PA C16

Kolon Sicakligi 30C

Hareketli Faz Asetonitril (ACN) / Su (4:1, viv)
Akis Hiz 1,100 mL/dakika

Enjeksiyon Hacmi 20 pL

Dedektor Deuterium-UV

HPLC sistemine olasi bazi aromatik bilesiklerin 20 ppm standart ¢ozeltileri
hazirlanarak enjekte edilmis olup alikkonma zamanlari saptanmistir. Bu fenolik
bilesikler, NDPhA ve DPhA igin kullanilan C16 analitik kolonundan farkli olarak
C18 kolona verilmiglerdir. Mobil faz olarak asetik asit-amonyum asetat tamponu ve
metil alkol-su bazli gradient sistem kullaniimasi tercih edilmigtir. HPLC ile ilgili

analitik parametreler Cizelge 3.9'da verilmistir.
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Cizelge 3.9. HPLC cihazinin analitik parametreleri.

Kolon Acclaim® C18 (4,6x150mm; 3uym gbzenek
caplr)

Kolon Sicakhgi 30°C

Hareketli Faz A: 25 mM HAc / 25 mM NH4Ac (1,45:1, viv)
B: CH30H / H,0 (1,5:1, viv)

Akis Hizi 0,700 mL/dakika

Enjeksiyon Hacmi | 20 pL

Dedektor Deuterium-UV

3.3.4. iyon Kromatografisi (IC) Analizleri

Organik alifatik asitler ile nitrit ve nitrat analizleri DX-3000 model Dionex marka
lyon Kromatografisi (IC) ile gerceklestiriimistir. Supresor olarak ASRS-300 (4mm)
kullanilmigtir. 35°C’de tutulan iletkenlik dedektori 100 mA olarak ayarlanmigtir.
Kolondaki analitik analizler 4x250mm analitik lonpac AS11-HC kolonu ile 30°C’de
yapilmaktadir. 100 yL numune sisteme oto Ornekleyici ile enjekte edilmektedir.
Mobil faz olarak Dionex EGC Il KOH eltenti kullaniimigtir ve kolondaki KOH
derisimi basamakh olarak 0 ile 28 mM arasinda 1,300 mL/dakika akis hizi ile
degismektedir. Cihazin goruntusu Sekil 3.4’te verilmis olup, iyon kromatografi ile

ilgili analitik parametreler Cizelge 3.10’da yer almaktadir.

Sekil 3.4. lyon Kromatografisi cihazi.
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Cizelge 3.10. lyon Kromatografi (IC) cihazinin analitik parametreleri.

Marka ve Model Dionex-DX3000

Yazihm Chromeleon 6.80 SP2 Build 2284

Analitik Kolon lonPac AS11-HC (4x250mm) ve lonPac
AG11-HC 6n koruma kolonu (4x50mm)

Akis Hizi 1,300 mL/dakika

Enjeksiyon Hacmi 100 pL

Supressor ASRS-300, 4mm

Dedektor lletkenlik

3.3.5. Tiireviendirme

Olasi ara urunlerde mevcut olabilecek hidroksi, amin ve karboksilik asitlerdeki —H
grubunu trimetil silil (TMS) esterine déonustlirmek igin tireviendirme ajani olarak N-
metil-N-(trimetilsilil)-trifloroasetamit (MSTFA) kullaniimistir. Metil alkol igerisinde
olasi ara urunlerin bulundugu orneklerden 100 pL alinmis, ¢ozlculeri azot
atmosferi altinda ugurulduktan sonra 100 yL MSTFA eklenerek ¢dzilmus, 60°C
olan saf su banyosunda 15 dakika bekletilip sogutulduktan sonra GC-MS cihazina
Bazi gruplarin MSTFA ile TMS esterlerine

enjekte edilmigtir. fonksiyonel

donusturualmesine ait turevlendirme reaksiyonu Sekil 3.5’te verilmistir.

CHs

0 HiC 0

CHs

ﬂ#—‘:oo” F3C_C/< [|:||;! CHy (\d\f‘{:ul
CHy
HO&\},;{JN” == /N—5|i| cHy > HSC—Sixﬂ/\;’\QN /
H3C CHg CHy | ha,;?{"‘-».ﬂ_.
R/ “~CHj
HyC
MSTFA TMS Tiirevleri

Sekil 3.5. Bazi fonksiyonel gruplarin MSTFA ile TMS esterlerine donustiralmesi.
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3.3.6. GC-MS Analizleri

NDPhA'nin  bozunmasi sonucunda olusan ara UrlUnlerin belirlenmesi ve
tanimlanmasi “Thermo Trace 1300” marka Gaz Kromatografisi, buna bagl “ISQ
LT Single Quadrapol Kutle Spektrometresi’nde gergeklestirilmisti. NDPhA'nin
ayrimi Varian VF-5ms kapiler kolon (30m x 0,25mm x 0,25um) kullanilarak
yapilmistir. Enjeksiyon splittess modda yapilmistir. Enjektdr sicakhgr 270°C,
cihazin sicaklik programi ise 80°C’de baslayip bu sicaklik degerinde 1 dakika
bekleme, daha sonra 7°C/dakika isitma hizi ile 150°C’ye ulasma, 5 dakika bu
sicaklikta bekleme, 7°C/dakika isitma hizi ile 200°C’ye ulagsma, 5 dakika bu
sicaklikta bekleme, 7°C/dakika i1sitma hizi ile 240°C’ye ulagsma ve bu sicaklikta 5
dakika sabit kalacak sekilde ayarlanmistir. MS transfer sicakligi ve iyon kaynagi
250°C’ye ayarlanmistir. Elde edilen kromatogramlarin analizleri MS dedektoru ile
NIST katuphanesi yardimiyla saptanmistir. Taslyici gaz olarak helyum gazi

99,999% safliga sahip olup akis hizi, 1 mL/dk olarak ayarlanmigtir.

Sekil 3.6. Gaz Kromatografisi-Kutle Spektrometresi cihazi.

Cizelge 3.11. GC/ MS c¢alisma kosullari.

Cihaz “Thermo Trace 1300” Gaz Kromatografisi ve “ISQ
LT Single Quadrapol Kitle Spektrometresi”

Kolon Varian VF-5ms Kapilar Kolon (30m x 0,25mm x
0,25um)

Enjeksiyon Splitless

Sicaklik Programi 80°C(1dk)—7°C/dk—150°C(5dk)—7°C/dk
—200°C(5dk)—7°C/dk—275°C(5dk)

Enjeksiyon Sicakhgi 200°C

Enjeksiyon Hacmi 1 uL

iyonlagsma Elektron iyonlagma (EI)

Tasiyici Gaz Helyum

Taslyici Gaz Akis Hizi ImLdk1l

41



4. SONUGLAR VE TARTISMA

Bu calismada NDPhA'nin gama iginlarina maruz birakilarak bozunmasi takip
edilmis olup bozunma drunleri IC ile, kartuj secimi yapilarak ASPE
parametrelerinin optimizasyonu saglandiktan sonra ekstrakte edilen numuneler

HPLC ve GC-MS ydntemleri kullanilarak incelenmisgtir.
4.1. Analitik Yontem Gelistirilmesi

Dionex HPLC sistemi igin mobil faz oranlari degistirilerek, elde edilen piklerin
alikonma zamani ve keskinligi acisindan optimum analiz kosullari saptanmistir. ilk
olarak, bilinen derisimlerdeki NDPhA c¢ozeltileri diklorometan (DCM) igerisinde
hazirlanmis olup gradiyent olarak yuruyen asetonitrii (ACN)/Su mobil fazi ile
dengede olan Acclaim 16 PA analitik kolonuna enjekte edilmistir. Gradiyent
karisimin bilesimi ve mobil faz bilesimi Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Gradiyent mobil faz i¢in yapilan akis programi (A ¢ozeltisi: %10
asetonitril, %90 su; B ¢dzeltisi: %90 asetonitril, %10 su).

5. dakika allkonma zamanina kadar A ve B ¢dzeltilerinden egit miktarda alinsin (%50 A ve %50 B)

25. dakika alikkonma zamanina kadar 2 mL/dak artis hizi ile B bilesimini % 90’a kadar arttir.

26. dakika allkonma zamanina kadar mobil faz bilesimini sabit tut.

26,1. dakika analizi sonlandir.

Sekil 4.1’'de (DCM) icerisinde hazirlanmis bilinen derisimlerdeki (10 ve 5 ppm)
NDPhA standartlari igin HPLC kromatogramlari verilmigtir. 16,8 dakika alikonma

zamaninda pikler gézlenmis olmasina karsin, bu piklerin alanlari birbirine yakindir.

_40

10 ppm NDPhA
5 ppm NDPhA

mAU

-60 —

-80 —

-100

-120

T T T T T
o 5 10 15 20 25

zaman(dakika)

Sekil 4.1. DCM’de hazirlanmig 10 ppm ve 5 ppm standart NDPhA i¢cin HPLC
kromatogrami.
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Sekil 4.2°de, bilinen derigimlerdeki (0,25, 0,5, 1, 2 ppm) NDPhA, Thermo Dionex
AT 280 oto derigtirici ile 100 kat deristirilerek (teorik olarak 25, 50, 100, 200 ppm)
HPLC sistemine enjekte edilmistir ve 16,8 dakika allkkonma zamanina ek olarak,
24. dakika alilkonma zamaninda keskin ve siddetli pikler gézlenmis olup bu piklerin
alanlarinin  dagihminin  NDPhA derigimi ile dogru orantili olarak degistigi
gOzlenmigtir. Ayni zamanda 16,8 dakika allkkonma zamanindaki pik alanlarinin
dagilimininin  yine birbirine yakin oldugu gozlenmigtir. Bu kromatogramlar
incelendikten sonra, bu yontemin 10 ppm icin sonu¢ vermedigi, daha yuksek
derisimler igin sonuglar verdigi dusunulerek yeni bir analitik program yapma

gereksinimi dogmustur.

250
> 2004 2w
<
S
150 4 ™7
100
50 -
o1 | =
80— T T T T T T
A 245 250 255 20
-50 - —— 0.25 ppm
—— 0.5 ppm
— 1 ppm
-100 —— 2 ppm
' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
0 5 10 15 20 25

zaman(dakika)

Sekil 4.2. Suda hazirlanan degisik derisimlerdeki NDPhA c¢dzeltisinin Thermo
Dionex AT 280 oto deristirici (100 kat deristirme) ile diklorometana ekstrakte
edildikten sonraki HPLC kromatogramlari.

Diklorometanin asetonitril/su  karisimi ile karismadigi go6zlendikten sonra,
hazirlanan numunelerdeki diklorometan kontrolll bir bicimde azot atmosferi altinda
pyreks tuplerin igerisinde buyuk oranda ucgurulup tupte kalan diklorometan

¢Ozeltisinin Uzerine metil alkol eklenmistir.
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Metil alkol eklenen cozeltide, safsizlik olarak kalan diklorometanin tamamen
uzaklagmasi i¢in yine bu ¢ozelti igin de azot atmosferi ile az miktarda ¢ozelti
kalincaya kadar uzaklastirma islemi gergeklestiriimis, gerekli hacme kadar da
tipun icerisine metil alkol eklenmistir. Bu durumda, NDPhA standartlari ile olasi
ara urunler diklorometandan metil alkol fazina gegmistir.

Mobil fazin asetonitril (ACN)/su oraninin (%v/v) %50/%50 ve %65/%35 oldugu
kromatogramlar sirasiyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te verilmistir. Mobil fazin kolondaki
akis hizi 1,1 mL/dakikadir. Alikonma zamanlari mobil faz bilesimi ACN/Su (%v/v)
%50/%50 ve %65/%35 olan sistemler icin sirasi ile 20,8 ve 6,3 dakikadir.
Sekillerden gorllecegi Uzere, mobil fazdaki asetonitril orani arttikga, piklerin
alanlarinin ayni kalmasina kargin siddeti ve keskinligi artarak yayvanligi
azaltmakta, alikonma zamani dismektedir. Bu gozlemler dogrultusunda, ACN/Su
orani (%v/v) %80/%20 olan mobil faz igin de kromatogramlar alinmig, Sekil 4.5'te
degisik derisimler icin alinan sonuglar verilmistir. Alkonma zamani 3,95 dakikaya
dusen pikler, daha keskin ve daha belirgin olarak gbézlenmektedir. Dolayisiyla,
dusuk derisimlerle yapilan ¢alismalarda analizin hassas olmasi bu durumda daha

gecerlidir.

18

NDPhA

16

mAU

14 4
12 4

10 +

T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

zaman(dakika)

Sekil 4.3. 20 ppm NDPhA igin HPLC kromatogrami (Mobil faz ACN/Su orani
(%v/v) %50/%50 ve metil alkol iginde hazirlanmig standart).
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0 5 10 15 20 25 30 35

zaman(dakika)

Sekil 4.4. 20 ppm NDPhA igin HPLC kromatogrami (Mobil faz ACN/Su orani
(%v/v) %65/%35 ve metil alkol iginde hazirlanmig standart).

100 94 [—— 2.5 ppm
D ——5ppm 100 1
< {|[—— 10 ppm
S — 20 ppm
80 804
60
40
20 — |
| 42
0_—./\_—ACJ
T T T T T T T
0 5 10 15 20

zaman(dakika)

Sekil 4.5. NDPhA standartlarinin kromatogramlari (Mobil faz ACN/Su orani (%v/v)
%80/%20 ve metil alkol icinde hazirlanmis standartlar).

45



Yukarida bahsedilen nedenlerden dolayi, ACN/Su orani (%v/v) %80/%20 iceren
mobil faz benimsenmis, NDPhA igin bu analitik yontemin uygulanmasina karar
verilmigtir. Sekil 4.6°da NDPhA icin bilinen standartlardan olusturulan kalibrasyon

dogrusu verilmistir.

Equation y=a +b*x
Adj. R-Sq 0,9869

Value Standard
B Interce 0,134 0,31139
64 |B Slope 0,407 0,02702

Pik Alani

NNDPA Cal.
Linear Fit of B

T T T T T T T
5 10 15 20

NDPhA derisimi (ppm)

Sekil 4.6. NDPhA igin olusturulan kalibrasyon dogrusu (Mobil faz ACN/Su orani
(%viv) %80/%20 ve metil alkol icinde hazirlanmis standartlar).

IC3000 Dionex analitik cihazindan alinan kromatogramlarin tekrarlanabilirligi icin
ise, 2,5 ve 5 ppm NDPhA iceren ¢ozeltiler sirasiyla 4 ve 6 defa sisteme enjekte
edilerek alinan kromatogramlar Sekil 4.7 ve Sekil 4.8'de verilmigstir. Cizelge 4.2 ve
4.3'de sirasiyla 2,5 ppm ve 5 ppm NDPhA analizi i¢in hesaplanan analitik

parametreler 6zetlenmigtir.
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! — 2,5 ppm
12 4 — 2,5 ppm
J — 2,5 ppm
10 - — 2,5ppm
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3,6 38 4,0 42 44

zaman(dakika)

Sekil 4.7. 2,5 ppm NDPhA icin HPLC kromatogramlari (Mobil faz ACN/Su orani
(%v/v) %80/%20 ve metil alkol iginde hazirlanmig standartlar).

- 25- — 5 ppm
< —— 5 ppm
S
— S ppm
7 | 5ppm
— 5 ppm
10
5 4
0 ]
I ' I ' I ' I ' I
3,6 3,8 4,0 4,2 4.4

zaman(dakika)

Sekil 4.8. 5 ppm NDPhA igin HPLC kromatogramlari (Mobil faz ACN/Su orani
(%v/v) %80/%20 ve metil alkol igcinde hazirlanmig standartlar).
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Cizelge 4.2. 2,5 ppm NDPhA igin kromatogramlarin analitik parametreleri.

Hazirlanan Alan Bulunan miktar % Hata
miktar (ppm) (kalibrasyon egrisine
gore)
2,5 1,12 2,42 3,20
2,5 1,13 2,44 2,40
2,5 1,10 2,37 5,20
2,5 1,07 2,30 8,00

Cizelge 4.3. 5 ppm NDPhA icin kromatogramlarin analitik parametreleri.

Hazirlanan Alan Bulunan miktar % Hata
miktar (ppm) (kalibrasyon egrisine
gore)
5 2,08 4,78 4,40
5 2,09 4,80 4,00
5 2,11 4,85 3,00
5 2,15 4,95 1,00
5 2,08 4,78 4,40
5 2,10 4,82 3,60

Thermo Dionex AT 280 oto derigtiriciden derisimi bilinen NDPhA standartlari
kartuslardan gegirilerek (500 mL) hem oto deristiricinin optimizasyonu, hem de kati
faz ekstraksiyonu esnasinda yuzde verim hesabi yapilmistir. Cizelge 4.4'te
otoderistirici ile yapilan ¢calismalarda cihazin hassasligi ve calismasi ile ilgili bilgiler

Ozet halinde verilmistir.

Cizelge 4.4. Thermo Dionex AT 280 oto derigtirici ile yapilan kati faz
ekstraksiyonlari sonucu elde edilen veriler.
Cihazin
Cihazin sulu Cihazin sulu kartuslardan
Derigim (ppm) Deristirilme ¢oOzeltiden ¢ozeltiden aldig: gecirdigi
orani almasi gereken miktar (mL) diklorometan
miktar (mL) miktar (mL)
(gegirmesi
gereken 5 mL)
0,010 100 kat 500 500,76 5
0,250 100 kat 500 498,99 5
0,100 100 kat 500 488,28 5
0,100 100 kat 500 492,85 5
0,100 100 kat 500 489,33 5
0,100 100 kat 500 494,74 5
0,100 100 kat 500 493,67 5
0,125 100 kat 500 503,53 5
0,050 100 kat 500 502,00 5
0,025 100 kat 500 502,75 5
0,500 100 kat 500 498,52 5
1,000 100 kat 500 501,50 5
2,000 100 kat 500 504,99 5
su 100 kat 500 496,97 5
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C18 kartusun sudaki NDPhA'yI tutma verimi incelenmis ve degisik derisimlerdeki
NDPhA icin kromatogramlar Sekil 4.9-4.15’te verilmigtir. 500 mL olarak hazirlanan
degisik derisimlerdeki NDPhA standartlari oto deristiriciden gegcirilip C18 kartusa
alinmistir, daha sonra diklorometana alinip, ¢ozucusu kontrollu olarak
ucurulduktan sonra metil alkole alinan NDPhA HPLC sistemine enjekte edilmigtir.
Bazi NDPhA standartlari, kati faz ekstraksiyonundan sonra ¢ok derigik oldugu icin
metil alkol ile seyreltilerek HPLC sistemine enjekte edilmigtir. Cizelge 4.5te

verildigi Uzere C18 kartus verimi %60-%66 arasindadir.

— 0,025 ppm

3,9 4,0 41 4,2 4,3 4,4

zaman(dakika)

Sekil 4.9. 0,025 ppm NDPhA icin HPLC kromatogrami (500 mL NDPhA standarti
AT 280 oto deristirici ile 5 mL’ye derigtirilmistir, 100 kat deristirme).
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12

10 +

T T T T T T T
3,8 3,9 4,0 4,1 4,2 4,3 4,4
zaman(dakika)

Sekil 4.10. 0,05 ppm NDPhA igin HPLC kromatogrami (500 mL NDPhA standarti
AT 280 oto derigtirici ile 5 mL’ye deristiriimistir, 100 kat deristirme).

40
2 — 0,125 ppm
€
30 4
20
10 4
0 4
T T T T T T T T T T T
3,8 3,9 4.0 4.1 42 43 44

zaman(dakika)

Sekil 4.11. 0,125 ppm NDPhA i¢in HPLC kromatogrami (500 mL NDPhA standarti
AT 280 oto derigtirici ile 5 mL’ye deristirilmistir, 100 kat deristirme).
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2
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20

10 +
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T T T T T T T T T T T
3,8 3,9 4,0 4,1 4,2 4,3 4,4

zaman(dakika)

Sekil 4.12. 0,25 ppm NDPhA igin HPLC kromatogrami (500 mL NDPhA standarti
AT 280 oto derigtirici ile 5 mL’ye deristirilmistir, 100 kat deristirme. NDPhA bu
durumda c¢ok derigik oldugu igin metil alkol ile deristirme orani 50 kata
dusurdlmastar.).

40

0,5 ppm

mAU

32

24 -

16

3,8 ' 3,9 ' 4,0 4,1 ' 4,2 ' 4:3 ' 4.4
zaman(dakika)

Sekil 4.13. 0,5 ppm NDPhA i¢in HPLC kromatogrami (500 mL NDPhA standarti

AT 280 oto derigtirici ile 5 mL’ye deristirilmistir, 100 kat deristirme. NDPhA bu

durumda c¢ok derigik oldugu igin metil alkol ile derigtirme orani 25 kata
dusardlmuastar.).
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> 60+ — 1ppm
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3,8 3,9 4,0 4,1 4,2 4,3 4.4

zaman(dakika)

Sekil 4.14. 1 ppm NDPhA igin HPLC kromatogrami (500 mL NDPhA standarti AT
280 oto deristirici ile 5 mL’ye deristiriimistir, 100 kat deristirme. NDPhA bu
durumda c¢ok derisik oldugu igin metil alkol ile deristirme orani 20 kata
dusardlmastar.).
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2ppm

60
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50

40
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20
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T T T T T T T T T T T
3,8 3,9 4,0 41 4,2 43 4,4

zaman(dakika)

Sekil 4.15. 2 ppm NDPhA igin HPLC kromatogrami (500 mL NDPhA standarti AT
280 oto derigtirici ile 5 mL’ye deristirilmistir, 100 kat deristirme. NDPhA bu
durumda c¢ok derigik oldugu icin metil alkol ile deristirme orani 10 kata
dusardlmastar.).
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Cizelge 4.5. C18 kartugsun NDPhA tutulmasindaki verimi.

Bulunan miktar
Hazirlanan miktar (ppm) (kalibrasyon egrisine C18 kartus verimi (%)
gore) (ppm)
0,025 0,015 60
0,050 0,030 60
0,100 (ort.) 0,066 66
0,125 0,080 64
0,250 0160 64
0,500 0,330 66
1,000 0,640 64
2,000 1,256 63

C18 kartusun kararlihginin saptanmasi i¢in 500 mL 0,1 ppm NDPhA AT 280 oto
derigtiriciden gegirilmis, Sekil 4.16 ve Cizelge 4.6’daki veriler elde edilmigtir.

35
2 30 — 0,1 ppm
& 4 - 011 ppm
25 ] — 0,1 ppm
— 0,1 ppm

20 -

15 -

10 4

5

0

T T T T T T T T T T T
38 3,9 4,0 4,1 4,2 4,3 4,4

zaman(dakika)

Sekil 4.16. 0,1 ppm NDPhA icin HPLC kromatogramlari (500 mL NDPhA standarti
AT 280 oto derigtirici ile 5 mL’ye deristirilmistir, 100 kat derigtirme).
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Cizelge 4.6. C18 kartugsun 0,1 ppm NDPhA’yI tutma verimi.

Bulunan miktar
Hazirlanan miktar (ppm) | (kalibrasyon egrisine gore) C18 kartus verimi (%)
(ppm)
0,100 0,067 67
0,100 0,069 69
0,100 0,068 68
0,100 0,061 61

Cizelge 4.6 ve Sekil 4.16'da goruldugu Uzere, C18 kartusun NDPhA’yl tutma
verimi ayni ornek i¢in cok buyuk bir degisiklik gostermemektedir.

4.2. HPLC Yontemi Kullanilarak NDPhA ve DPhA Standartlarinin Kalibrasyon
Egrilerinin Olusturulmasi

Sekil 4.17°de, hazirlanan NDPhA standartlan icin ve Sekil 4.18'de, DPhA
standartlari igcin HPLC kromatogramlari verilmistir. Sekil 4.17 ve 4.18'den
goruldugu Uzere, NDPhA ve DPhA igin alikonma zamanlari, sirasiyla 4,353 dakika
ve 5,020 dakika olarak gézlenmistir. HPLC sistemine belirli zaman araliklarinda,
numune enjeksiyonundan énce NDPhA ve DPhA standartlari verilerek alikonma
zamanlari saptanmis ve derisimle degisip degismedigi kontrol edilmistir,
kalibrasyon egrileri de gbzlenen alikkonma zamanlarina goére ve piklerin alanlarina
gore guncellenmistir. 0,5 ve 1 ppm seviyelerindeki seyreltik standartlarin
kromatogramlari, sekil icerisinde daha belirgin olarak verilmistir. Seyreltik bolgede
piklerin gézlenmesi analizlerin hassasligi agisindan dnem arz etmektedir; analizi
yapilacak NDPhA ¢odzeltileri isinlama ile bozunmadan sonra AT 280 oto deristirici
ile 100 kat deristirimektedir. Dolayisiyla, 5,0x10* ppm mertebesindeki NDPhA ve
DPhA miktar tayini i¢cin gozlenebilme sinirnmizda olacaktir. Kalibrasyon egrisinden
pozitif yonde sapan NDPhA ve DPhA c¢ozeltileri i¢in, uygun oranda seyrelme

islemleri yapilarak miktar tayinleri yapiimigtir.
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4,2 4,3 4,4 4,5 4,6

zaman(dakika)

Sekil 4.17. NDPhA standartlari igcin HPLC kromatogramlari (Mobil faz: ACN/Su
orani (%v/v) %80/%20 ve metil alkolde hazirlanmig standartlar).

52 53
minutes

T . T T T T
4,8 4,9 5,0 5,1 52 53

zaman(dakika)

Sekil 4.18. DPhA standartlari igcin HPLC kromatogramlari (Mobil faz: ACN/Su orani
(%v/v) %80/%20 ve metil alkolde hazirlanmis standartlar).
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Sekil 4.17 ve 4.18de yapillan degerlendirmeler siginda, vyapilacak
enjeksiyonlardan once yeni ve guncel bir kalibrasyon egrisi olusturularak (Sekil
4.19 ve Sekil 4.20) miktar tayinlerinin yapilmasinda kullaniimistir. Hem NDPhA
icin, hem de DPhA i¢in 0,5-25 ppm araliginda olusturulan kalibrasyon dodrusunda

herhangi bir sapma gb6zlenmediginden bu derisim araligi miktar tayinlerinde

kullaniimistir.
Equation y=a+b*x
= 10 H | Adj. R-Square 0,99747
< Value Standard Error
<L 1|8 Intercept 0,05243 0,0953
x B Slope 0,37694 0,00848
o 8
—m®— NDPhA cal.
Linear Fit of B
6 -
4
2 4
04
T T T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25
NDPhA derigimi (ppm)

Sekil 4.19. NDPhA igin olusturulan kalibrasyon dogrusu (Mobil faz: ACN/Su orani
(%v/v) %80/%20 ve metil alkolde hazirlanmis standartlar).
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Equation y=a+b*x
€ 5 - | Adj. R-Square 0,99893
o Value Standard Error
< 4B Intercept -0,0555 0,03227
E B Slope 0,19643 0,00287
o
4 -
—®— DPA calibration
Linear Fit of B
3
2
1 4
0 -
T T T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25
DPhA derisimi (ppm)

Sekil 4.20. DPhA icin olusturulan kalibrasyon dogrusu (Mobil faz: ACN/Su orani
(%v/v) %80/%20 ve metil alkolde hazirlanmis standartlar).

4.3. Otomatik Kati Faz Ekstraksiyonu Dolgu Malzemesi Optimizasyonu

4.3.1. Alternatif Kolon Dolgu Maddelerinin Optimizasyonu

Karboksen dolgu maddesinden gegirilen 500 mL 0,1 ppm NDPhA, hem 5 mL
diklorometan hem de 5 mL metil alkole alinmistir. Sekil 4.21’de karboksenden
gegcirildikten sonra diklorometan ve metil alkol igerisinde derigtirilen NDPhA igin
HPLC kromatogrami verilmistir. Cizelge 4.7'de Sekil 4.21’den elde edilen ylzde
donuisum ve miktar tayinleri ile ilgili bulgular 6zetlenmistir. Cizelge 4.7'den
goruldugu Uzere, karboksen dolgu malzemesinden NDPhA metil alkol ve
diklorometan icin sirasiyla yaklasik olarak % 20 ve % 14 verimle alinmaktadir. Bu
gOzlem Uzerine, karboksen dolgu maddesinin AT 280 oto deristiricide

kullanilamayacagi anlasiimig olup, yeni dolgu malzemeleri denenmigtir.
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0.4

0.2

0.0

— Metil Alkol

38 39 40 41

4.2

43 44 45

zaman(dakika)

0.4

0.2

0.0

— Diklorometan

T \ I B
38 39 40 41 42 43 44 45

zaman(dakika)

Sekil 4.21. Karboksen dolgu maddesinden gecirilen 0,1 ppm NDPhA igin metil
alkol ve diklorometana ekstraksiyon verimi (100 kat deristirme, Mobil faz: ACN/Su
orani(%v/v) %80/%20).

Cizelge 4.7. Karboksen dolgu malzemesi icin NDPhA ekstraksiyon verimi.

Sudaki NDPhA Oto deristirici HPLC
Derigim | Hacim Cozici Coziicli Derigtirme | Alan Bulunan %
(ppm) (mL) Hacmi Orani Miktar (ppm) | Ekstraksiyon
(mL) verimi

0,120 500 Metil Alkol 5 100 kat 0,880 0,022 18,3
0,120 500 Metil Alkol 5 100 kat 0,950 0,024 20,0
0,120 500 Metil Alkol 5 100 kat 0,890 0,022 18,3
0,120 500 Diklorometan 5 100 kat 0,680 0,017 14,1
0,120 500 Diklorometan 5 100 kat 0,700 0,017 14,1
0,120 500 Diklorometan 5 100 kat 0,660 0,016 13,3
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iki tir alimina ve aktif komiir i¢in elde edilen HPLC kromatogramlari Sekil 4.22 -
24’te verilmistir. Sekillerden goruldigu Uzere, hem aluminalar (kromatografik
analize uygun saflikta ve kalsine) hem de aktif kbmur, polar ve apolar ¢ézlculerin
organik faz olarak kullaniimasina ragmen NDPhA icin herhangi bir segicilik

saglamamaktadir.

0,14 : 0,040
5 Metil Alkol | _ ] —— Diklorometan
o121 0,085
0,030
0,10 |
0,025 |
0,08 — ]
0,020 |
0,06 1
0,015 |
0.047 0,010 -|
0,02 0,005
0,00 | 0,000 —
T —
38 40 42 44 46 48 50 38 40 42 44 46 48 50
zaman(dakika) zaman(dakika)

Sekil 4.22. Alimina (kromatografik analize uygun saflikta) dolgu maddesinden
gegirilen 0,1 ppm NDPhA icin metil alkol ve diklorometana ekstraksiyon verimi
(100 kat deristirme, Mobil faz: ACN/Su orani (%v/v) %80/%20).
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0,13 0,08

20,12 ] Metil Alkol 2 | —— Diklorometan
1 0,07
€011 £
0,10 0,06
0,09 |
0,08 | 0,05 -
0,07 - 1
] 0,04 |
0,06 | |
0,051 0,03
0,04 | 1
0,03 - 0,02~
0,02 0,01
0,01 |
0,00 4 0,00 -
e L B e E T T T T
38 40 42 44 46 48 50 3,8 4,0 4.2 4,4 4,6 4,8
zaman(dakika) zaman(dakika)

Sekil 4.23. Alumina (kalsine) dolgu maddesinden gegirilen 0,1 ppm NDPhA igin
metil alkol ve diklorometana ekstraksiyon verimi (100 kat deristirme, Mobil faz:
ACN/Su orani (%v/v) %80/%20).

0,035 ik
. — Diklorometan
0,020 - —— Metil alkol =)
D < B
2 | = 0,030
= i
0,015 0,025
0,020
0,010 ]
0,015
0,005 0,010
0,005
0,000 :
0.000 M&
-0,005 ‘ ‘ -0,005 ‘ ‘

3,8 | 319 | 4,‘0 | 4,1 | 412 | 4,‘3 | 4,4 | 4,5 3,8 | 319 | 4,0 | 4,‘1 | 4,2 | 413 | 414 | 4,5
zaman(dakika) zaman(dakika)
Sekil 4.24. Aktif komur dolgu maddesinden gegirilen 0,1 ppm NDPhA i¢in metil

alkol ve diklorometana ekstraksiyon verimi (100 kat deristirme, Mobil faz: ACN/Su
orani (%v/v) %80/%20).
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4.3.2. C18 Kartuslarinin Optimizasyonu

Thermo Scientific Solex C18 kartuslarinin (500 mg) NDPhA igin tutma ozelligi
gosterdigi ve yaklasik % 66 oranindaki NDPhA'yl sudan ayirdigi gozlenmigtir.
Laboratuvar ortaminda hazirlanan dolgu maddelerinden karboksenin dusuk verimli
olmasi, bunun yaninda aliminalar ve aktif kdmurin NDPhA igin dusik segicilik
gostermesi, C18 kartuglarinin yeniden denenmesini zorunlu hale getirmigtir.

Sudan alinan NDPhA yuzdesini arttirmak icin kullanilan yontemlerde bazi
degisiklikler yapilmasi gerekliligi ortaya c¢ikmistir ve baslica su degisiklikler
yapimigtir:

- C18 kartusun etkin maddesi 500 mg yerine 1000 mg olarak kullaniimigtir.
Bu durumda, hem C18-NDPhA etkilesim sayisi arttirlmigs hem de sulu ¢dzeltinin
kolonda katedecedi yol 2 katina cikarilarak NDPhA tutunmasina pozitif etkisi
olacagi dusunulmustar.

- Cizelge 3.3’te verilen yeni bir kartus sartlandirma programi yapiimistir.

- C18 kartusta tutunan NDPhA organik faza diklorometan yerine daha polar
bir ¢ozlcu olan metil alkol ile alinmigtir. Bu durumda, daha polar bir ¢ozucu ile
C18-NDPhA etkilesiminin  kirilabilecegi dusunUlmustir. Buna ek olarak,
diklorometanin ugurulmasina gerek kalmadigi gibi negatif sapmalarin da 6nine

gegilmis olunmustur.

Cizelge 3.3. Thermo Dionex AT 280 oto deristirici ile NDPhA i¢in C18 (1000 mg)
kartusu ile yapilan kati faz ekstraksiyonu programi.

C18 kartuslari 6 mL hekzan ile sartlandirma

C18 kartuglari 12 mL metil alkol ile sartlandirma

C18 kartuglari 6 mL deiyonize su ile yikama

500 mL numuneyi C18 kartuslardan gecirme (10 mL numune/dakika)

C18 kartuglar 2 dakika boyunca azot atmosferi altinda kurutma

Siringayi 2 mL metil alkol ile yikama

No|gA wIN =

C18 kartustan 5 mL metil alkol gegirerek numuneyi tiplere toplama

Sekil 4.25'te 500 mL 0,1 ppm sulu NDPhA c¢ozeltisinin C18 kartugundan
gegcirildikten sonra 5 mL metil alkole alinmasi sonucunda HPLC sistemindeki
kromatogramlari gorulmektedir. Cizelge 4.7'de, elde edilen kromatogramlarin
analitik parametrelerini 6zetlemektedir. Cizelge 4.7’den goruldigu uzere, ortalama
% 97 verim ile NDPhA sudan C18 kartuslara alinabilmektedir.
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T T T T T T
4,2 4,3 4,4 4,5
zaman(dakika)

Sekil 4.25. C18 kartusundan gegirilen 0,1 ppm NDPhA igin metil alkole
ekstraksiyon verimi (100 kat deristirme, Mobil faz: ACN/Su orani (%v/v)
%80/%20).

Cizelge 4.8. Thermo Dionex AT 280 oto deristirici ile NDPhA i¢in C18 (1000 mg)
kartusu ile yapilan kati faz ekstraksiyonu sonucu elde edilen HPLC
kromatogramlarinin analitik parametreleri.

Hazirlanan Bulunan miktar
miktar Pik Alani (Ballbrasyop % Tutma
(ppm) dogrusuna gore,
ppm)
0,10 3,64 0,095 95
0,10 3,70 0,096 96
0,10 3,83 0,102 100
0,10 3,70 0,096 96
0,10 3,70 0,096 96
0,10 3,69 0,097 97
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NDPhA’nin olusmasinda oncul bilesik olan DPhA’nin sulu ¢oézeltileri igcin C18
kartuglarinin tutma verimi ve analitik parametreleri incelenmigtir. Sekil 4.26'da 500
mL 0,25 ppm sulu DPhA ¢dzeltisinin C18 kartusundan gegirildikten sonra 5 mL
metil alkole alinmasi sonucunda HPLC sistemindeki kromatogramlari
gorulmektedir. Cizelge 4.9da, elde edilen kromatogramlarin analitik

parametrelerini 6zetlemektedir.

T T T T T T T T T T T
4,6 4,7 4,8 4,9 50 51 52

zaman(dakika)

Sekil 4.26. C18 Kkartusundan gecirilen 0,25 ppm DPhA icin metil alkole
ekstraksiyon verimi (100 kat deristirme, Mobil faz: ACN/Su orani (%v/v)
%80/%20).

Cizelge 4.9. Thermo Dionex AT 280 oto derigtirici ile DPhA igcin C18 (1000 mg)
kartusu ile yapillan kati faz ekstraksiyonu sonucu elde edilen HPLC
kromatogramlarinin analitik parametreleri.

Hazirlanan Bulunan miktar
miktar . (kalibrasyon
(opm) Pik Alani dogrusuna gére, % Tutma
ppm)

0,25 4,35 0,22 88
0,25 4,22 0,22 88
0,25 4,24 0,22 88
0,25 4,37 0,23 92
0,25 4,35 0,22 88
0,25 4,24 0,22 88
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4.4. Gama Iginlamasiyla NDPhA’nin Bozunmasi

4.4.1. Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Yontemi Kullanilarak
Miktar Tayini

4.4.1.1. HPLC Yontemi Kullanilarak NDPhA ve DPhA Miktar Tayini

Sekil 4.27°’de 1,74 kGy isinlanmis 2 ppm NDPhA c¢o6zeltisine ait kromatogram
goOrulmektedir. Gama isinlari ile 1sinlanmamig NDPhA i¢cin alikonma zamani 4,53
dakika olarak bulunmustur (Sekil 4.17). 0,026 kGy/saat doz hizina sahip Co-60
gama kaynaginda 1,74 kGy isinlama dozu 2 ppm NDPhA’nin bozunmasi igin
yeterlidir. Sekil 4.28’de ise 0,026 kGy/saat doz hizina sahip Co-60 gama
kaynaginda 1,74 kGy 1sinlanan 2 ppm NDPhA ¢o6zeltisi 10 gin boyunca havaya
kapali pyreks sisede ve karanlik bir ortamda bekletildikten sonraki kromatogrami
goOrulmektedir. Bu ¢ozeltide NDPhA olmamasina ragmen, 4,72 dakika alikonma
zamaninda siddetli ve keskin bir pik gozlenmistir. Bu pikin ne oldugunun
anlasiimasi icin 20 ppm difenilamin metil alkol igerisinde hazirlanarak ayni
kosullarda HPLC sistemine enjekte edilmis olup 4,70 dakika alilkonma zamaninda
bu bilesige ait pik gozlenmigstir (Sekil 4.29). Sonug olarak, 1,74 kGy isinlama
dozunda NDPhA’nin bozundugu tespit edilmis ve ayni isinlama dozunda
iIsinlanmis-bekletilen ¢oézeltide NDPhA olusmadigi ancak difenilamin olustugu

go6zlenmigtir.

25+

1,74 kGy 1sinlanmis 2 ppm NDPhA

mAU

20

15 +

10

0 _M N
T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
zaman(dakika)

Sekil 4.27. 1,74 kGy isinlanmis 2 ppm NDPhA (100 kat deristiriimig) igin HPLC
kromatogrami.
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100

?( 1,74 kGy 1ginlanmig ve 10 giin
e bekletilmis 2 ppm NDPhA

80

60 -

40 -

20

0 _‘,JL/.J\/\&JL
i I i I i I i I N
0 5 10 15 20 25

zaman(dakika)

Sekil 4.28. 1,74 kGy isinlanmis ve 10 gun karanlkta bekletiimis 2 ppm NDPhA
(100 kat deristirilmig) icin HPLC kromatogrami.

S 504 Difenilamin .
<
&
404
40
30
204
30 -
10
04
20 4
44 4:5 4:6 4:7 4:8 4j9 50
10
0 -’——v—k—J
T T T T T T T T T I v
0 2 4 6 8 10 12

zaman(dakika)

Sekil 4. 29. 20 ppm DPhA igin HPLC kromatogrami.
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Sekil 4.30°da, i1sinlanmis ve i1sinlanmamigs NDPhA'nin C18 kartusta adsorplanmig
goruntusu ile Sekil 4.31’de ise C18 kartustan diklorometan fazina gegirilmis 1,74

kGy 1sinlanmigs NDPhA (10 gln bekletilen) ve (bekletiimeyen) ve 1sinlanmamis
NDPhA 6rneklerinin goruntuleri verilmistir.

Sekil 4.30. (a) 1,74 kGy 1sinlanmis ve 10 gun bekletiimis NDPhA numunesinin
C18 kartusta tutunmus goruntisu, (b) 1,74 kGy isinlanmamis (bekletiimemis)
NDPhA numunesinin C18 kartusta tutunmus goérintusa.

Sekil 4.31. C18 kartus ile sudan diklorometan fazina geciriimis (a) 1,74 kGy
isinlanmig NDPhA (10 gun karanlikta ve agzi kapali bekletilen), (b) 1,74 kGy

isinlanmis  NDPhA (bekletiimeyen), (c) 1sinlanmamis NDPhA d&rneklerinin
gOruntasu.
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Sonu¢ olarak, otomatik numune hazirlama sisteminin c¢alisma parametreleri
NDPhA icin belirlenmis, tekrarlanabilir sonuglar elde edilebildigi tespit edilmistir.
Ayrica NDPhA sulu ¢ozeltileri 1sinlandiktan sonra yapisinin bozundugu ve 10 gin
bekletiimesine ragmen tekrar nitrozamin olusumunun  gergeklesmedigi

anlagiimigtir.

Sekil 4.32°de 0,026 kGy/saat doz hizina sahip Co-60 gama kaynaginda farkh
iIsinlama dozlarinda 1sinlanan 2 ppm sulu NDPhA c¢o6zeltilerinin metil alkole 50 kat
seyreltildikten sonra elde edilen HPLC kromatogramlari gorulmektedir. 0,62 kGy
Isinlama dozunda, 0,009 ppm NDPhA c¢ozeltide kalirken, 0,68 ppm DPhA
olusmustur. Daha ylUksek 1sinlama dozlarinda DPhA miktari azalirken, 3,12 kGy

Isinlama dozunda ¢d6zeltiden olusan DPhA tamamen uzaklagsmaktadir.

6 1 —— 0,62 kGy

3,8 4,0 4,2 4.4 4,6 4,8 5,0 52 54
zaman(dakika)

Sekil 4.32. C18 kartusundan gegirilen 1sinlanmis sulu 2 ppm NDPhA i¢in HPLC
kromatogrami (50 kat deristirme, Mobil faz: ACN/Su orani (%v/v) %80/%20).
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Sekil 4.33’te i1sinlandiktan sonra kapali bir sisede ve karanlkta 10 gin boyunca
bekletilen 2 ppm NDPhA ¢ozeltilerine (metil alkole 50 kat deristiriimig) ait HPLC
kromatogramlari gorilmektedir. Yine burada, NDPhA olusumu gézlenmedigi gibi
3,12 kGy 1sinlama dozunda beklemis c¢ozeltideki NDPhA olugsmadigi tespit

edilmistir.

——0,62 kGy
2 ] —— 1,25 kGy
S —— 1,87 kGy
—— 2,50 kGy.
—— 3,12 kGy
— 4,37 kGy
44 —— 6,24 kGy

-1 L I e e A
3,8 4,0 4,2 4,4 4,6 4,8 5,0 5,2 54

zaman(dakika)

Sekil 4.33. C18 kartusundan gegirilen isinlanmis sulu 2 ppm NDPhA (isinlandiktan
sonra 10 glin kapali bir sisede ve karanlk ortamda bekletiimis) icin HPLC
kromatogrami (50 kat deristirme, Mobil faz: ACN/Su orani (%v/v) %80/%20).
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0,7 4

0,6

DPhA (ppm)

0,5 -
0,4 -
0,3-
0,2 ]
0,1 -

0,0

—&— |sinlanmig
—— Isinlanmig (10 giin bekletilen)

-0,1

T T T
1 2

T .
3 4
Doz (kGy)

Sekil 4.34. 2 ppm NDPhA ¢odzeltilerinin 1sinlanmasi sonucu olugsan ara urin DPhA
miktarinin isinlama dozu ile degisimi.

Co-60 gama kaynaginin belli zaman araliklarinda doz hizi tespiti sonucu, doz hizi
0,023 kGy/saat olarak bulunmustur. Calismanin bundan sonraki kisminda gama

isinlarinin 2 ppm sulu NDPhA ¢odzeltisine etkisini incelemek i¢in 0,02-2,21 kGy

araligindaki 1sinlama dozlari belirtilen doz hizi esas alinarak yapiimistir. NDPhA

ve DPhA’in C16 kolonda alikonma surelerinin farkli olabilecedi distnulerek metil
alkolde hazirlanan 25 ppm standartlar C16 kolonuna enjekte edilmistir (Sekil 4.35).

Kalibrasyon dogrulari guncellenerek miktar tayinleri yapiimigtir.
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60

25 ppm NDPhA
— 25 ppm DPhA

mAU

50

40 4

30

20

10

T T T T T T
3,5 4,0 4,5 5,0

zaman (dakika)

Sekil 4.35. NDPhA ve DPhA i¢in C16 kolonda alikonma zamanlarinin belirlenmesi.

Sekil 4.36’da i1sinlanmis sulu 2 ppm NDPhA ¢oézeltileri icin HPLC kromatogramlari
verilmistir. Sekil 4.37°de sulu NDPhA ¢ézelti derigiminin isinlama dozu ile degisimi
verilmistir. 0,62 kGy 1sinlama dozunda sudaki 2 ppm NDPhA tamamiyla
bozunmustur. NDPhA igin baslangi¢ radyolitik bozunma verimi (G;) hesaplanmis
ve 1,55 X 10 bulunmustur (G degeri 100 eV absorplanan enerji basina bozunan
molekul sayisi). Sekil 4.38’de ise 2 ppm sulu NDPhA’nin bozunma yuzdesinin

Isinlama dozu ile degisimi gorulmektedir.
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30 —— 0,02 kGy

mAU

T T T T T T
4,2 4,3 4,4 4,5 4,6
zaman (dakika)

Sekil 4.36. 2 ppm sulu NDPhA igin HPLC kromatogramlarinin isinlama dozu ile
degisimi (7,5 kat derigtirme).

NDPhA(ppm)
N
o
1

P
(63
1

1,0 H

0,5 1

0,0

T T T T T T T T T T T
-0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Doz(kGy)

Sekil 4.37. 2 ppm sulu NDPhA miktarinin isinlama dozu ile degigimi.

71



110

100 = .

% Bozunma

90—-
80—-
70
60—-
50
-

30

T T T T T T T T T T T
-0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Doz(kGy)

Sekil 4.38. 2 ppm sulu NDPhA’nin bozunma yuzdesinin 1ginlama dozu ile degisimi.

NDPhA’nin radyasyonla bozunmasi sonucu en énemli bozunma urunlerinden birisi
olan DPhA miktarinin 1sinlama dozu ile degisimi Sekil 4.39'da verilmistir.
NDPhA’nin bozunmasinin neredeyse tamamlandigi isinlama dozu olan 0,62 kGy
degerinde, DPhA olusumunun maksimum degerine (0,82 ppm) ulastiklari Sekil
4.37 ve Sekil 4.39'da gorulmektedir ve daha ylksek isinlama dozlarinda DPhA
bozunmaya baglamaktadir. 2,21 kGy isinlama dozunda DPhA’nin degeri 0,36
ppm’e dusmektedir. Maksimum olusan DPhA miktari (0,62 kGy isinlama
dozundaki) baslangigtaki NDPhA'nin yaklasik olarak %40’ina karsilik gelmektedir.
NDPhA 0,62 kGy isinlama dozunda neredeyse tamamen bozundugu icin, geriye
kalan kisim diger aromatik bilesikler, alifatik asitler, nitrit-nitrat ve minerallesen
yapilardan olugsmaktadir.
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Sekil 4.39. 2 ppm sulu NDPhA’nin isinlanmasi sonucu olusan ara urin DPhA
miktarinin isinlama dozu ile degisimi.

4.4.1.2. HPLC Yontemi Kullanilarak Fenolik Bilesiklerin Tayini

HPLC sistemine olasi bazi aromatik bilesikler verilerek allkonma zamanlari
saptanmistir. (Sekil 4.40). Bu fenolik bilesikler, NDPhA ve DPhA igin kullanilan
C16 analitik kolondan farkl olarak C18 kolona verilmiglerdir. Hareketli faz olarak
su (asetik asit-amonyum asetat tamponu)-metil alkol karigimi kullaniimistir. HPLC
ile yapilan analizlerde, bu olasi araurtnlerden herhangi birisine rastlaniimamigtir.
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Sekil 4.40. NDPhA bozunmasi sonucu olusabilecek bazi olasi araurtnlerin
allkonma zamani: Kolon C18, hareketli faz su (asetik asit-amonyum asetat
tamponu)-metil alkol. Standartlar ; 1: p-amino fenol 2: hidrokinon 3: resorsinol 4:
katekol 5: benzoik asit 5: fenol 7: benzaldehit 8: p-nitro fenol 9. m-nitro fenol 10:
asetofenon 11: o-nitro fenol (her biri 20 ppm)

44.2. Gaz Kromatografisi - Kiutle Spektrometresi Sonuglarinin
Degerlendirilmesi

HPLC ile yapilan galismalara ek olarak Gaz Kromatografisi/Kitle Spektrometresi
(GC/MS) ve iyon Kromatografisi (IC) ile calismalar yapiimistir. GC/MS ile olasi
organik ara durunlerin tesbiti, IC ile de olasi organik alifatik asitlerin tespiti
yapimistir. GC/MS ile yapilan tayinlerde 0,01 ppm NDPhA c¢dzeltileri igin
tekrarlanabilirlik testleri yapilmistir. Sekil 4.41°de degisik derisimlerdeki NDPhA igin
GC kromatogramlari veriimektedir. Sekil 4.42’de olusturulan kalibrasyon dogrusu
yer almaktadir. Sekil 4.43’te 0,01 ppm NDPhA igin alinan tekrar kromatogramlari

verilmektedir. Cizelge 4.9’da bulunan parametreler 6zetlenmisgtir.
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Sekil 4.41. Degisik derigsimlerdeki NDPhA icin GC kromatogramlari.

5000000

Alan

4000000

3000000

2000000

1000000 —

Equation
Adj. R-Square

B
B

y=a+b*x

0,99454
Value Standard Error
Intercept | 370481,19469 72073,67707
Slope 1,58785E6 58798,93219

—HE—ND
Lin

PhA
ear Fit of B

0,0

0,5 1,0

T T T T
1,5 2,0 2,5

Derisim (ppm)

Sekil 4.42. NDPhA igin olugturulan kalibrasyon dogrusu.
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Kalibrasyon dogrusu olusturulup, uygun bir R? degeri elde edildigi gézlenmistir ve
bu aralikta analitik hesaplamalar yapilmasi uygun gorulmastir. 17,48 alikonma
zamaninda gelen pikin NDPhA’ya ait oldugu belirlendikten sonra, tekrarlanabilirlik
caligsmalari yapilmistir. Tekrarlanabilirlik ¢aligmalari, 500 mL hazirlanan 0,01 ppm
NDPhA ¢ozeltisini AT 280 oto deristirici ile 5 mL’ye derigtirdikten sonra elde edilen
NDPhA ile (100 kat deristirme sonucu 1 ppm NDPhA) ile yapiimigtir.

£ 14000 - ——— 0,01 ppm NDPhA
3 ] ——— 0,01 ppm NDPhA|
S 19000 4 ——— 0,01 ppm NDPhA|

— 0,01 ppm NDPhA
— 0,01 ppm NDPhA|

10000 +
8000
6000

4000 —

T T T
17,4 17,5 17,6
zaman (dakika)

Sekil 4.43. 0,01 ppm NDPhA i¢in GC kromatogramlari (500 mL NDPhA standart
AT 280 oto deristirici ile 5 mL’ye deristirilmistir, sonraki iglemler sonucu 100 kat
deristirme sonucu 1 ppm NDPhA).

Cizelge 4.10. Thermo Dionex AT 280 oto deristirici ile NDPhA igin C18 (1000 mg)
kartusu ile vyapilan kati faz ekstraksiyonu sonucu elde edilen GC/MS
kromatogramlarinin analitik parametreleri.

Hazirlanan Bulunan miktar
r(gl;;[s)r Pik Alani (Iéfg:,:isuynoan % Tutma
gore, ppm)
0,01 1,76 x 10° 0,0095 95
0,01 1,89 x 10° 0,0100 100
0,01 1,92 x 10° 0,0105 100
0,01 1,71 x 10° 0,0094 94
0,01 1,66 x 10° 0,0091 91
0,01 1,76 x 10° 0,0095 95
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Elde edilen verilerin uyumlu oldugu ve hata sinirlari igerisinde kaldigi anlasildiktan
sonra, gama Iginlarina maruz birakilan NDPhA sulu ¢ozeltilerinden ekstrakte edilip
tirevlendirilen numunelerin analizleri yapilmistir.

Sekil 4.44’te gama i1sinlamasi ile bozunan 2 ppm NDPhA icin GC kromatogramlari
verilmektedir. GC analizleri icin, derigtirilen ornekler yeniden seyreltilerek 6nceki
derisim degerine donusturdlmustir ¢unki GC hassasiyetinin duiguk derigimlere
inecedi godzlenmistir ve yuksek derisimlerde yapilan enjeksiyonlarin dedektore
kirlilik olarak zarar verecegi aciktir. Cizelge 4.11’de goruldigu Gzere, 1,83 kGy
Isinlama dozuna kadar NDPhA miktari azalmakta ve 1,83 kGy isinlama dozunda
tamamen bozunmaktadir. Bu sonuglar, HPLC analizleri sonucu bulunan NDPhA

miktari ile uyumluluk géstermektedir.

# 25000 ——  0kGy
c
3 0,02 kGy
g 0,07 kGy
20000 - 0,16 kGy
0,41 kGy
15000 0,62 kGy
1,25 kGy
1,83 kGy
10000 5
5000
0 7" T

17,40 17,42 17,44 17,46 17,48 17,50 17,52 17,54 17,56 17,58 17,60

zaman (dakika)

Sekil 4.44. 2 ppm sulu NDPhA igin GC kromatogramlarinin isinlama dozu ile
degigimi.
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Cizelge 4.11. Isinlama dozu ile bozunmadan geriye kalan NDPhA derigimi
degisiminin HPLC ve GC/MS ile sonuglarinin karsilastiriimasi.

Saptanan NDPhA miktari (ppm)
Isinlama Dozu HPLC GC/MS
0 2 2

0,02 1,31 1,36
0,07 1,21 1,19
0,16 0,90 0,97
0,41 0,33 0,35

0,62 0,028 0,031

1,25 0,011 0,013
1,83 =0 =0
2,21 =0 =0

NDPhA isinlandigi zaman olasi ara Urlnler —NH;,, -OH ve COOH bagh organik
bilesikler olabilir. Bu gruplarin GC kromatogramini daha duyarl hale getirmek icin
batin proseslerde N-metil-N-trimetilsililtrifloroasetamit  (MSTFA) kullanilarak
trimetilsilil esterleri olusturulmus ve ara Grin analizleri yapiimistir. NDPhA’nin ana
bozunma urunu olan DPhA daha 6nce verildigi Uzere iki benzen halkasina ve bir
hidrojene bagli azottan olusmaktadir. DPhA icin sadece HPLC sonugclar
mevcuttur.

Sekil 4.45 ve 4.46'da 1,83 kGy isinlama dozunda olusan iki ara urlinin gaz
kromatogramlari  verilmektedir.  GC/MS  kutuphanesinden  (NIST) ve
kromatogramlarin yorumlarindan elde edilen bulgular sonucunda bazi standartlar
GC/MS sistemine enjekte edilerek bu ara Urlnlerin yapilari aydinlatiimistir ve Sekil
4.47de verilmigtir. Sekil 4.48 ve Sekil 4.49da bu ara UrlUnlere ait kutle

spektrumlari verilmistir.
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— 1,83 kGy
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X

150
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0
T T T T T T T T T T T T T

11,20 11,25 11,30 11,35 11,40 11,45 11,50 11,55 11,60
zaman (dakika)

Sekil 4.45. 2 ppm sulu NDPhA’nin 1,83 kGy 1sinlanmasi sonucu gbzlenen ara urin
gaz kromatogrami (11,38 ve 11,40 dakika).

350

—— 1,83KkGy ||

300

250 +

kCounts

200 +

150

100 +

50 +

T T T T T T T T T T T T T

20,85 20,90 20,95 21,00 21,05 21,10 21,15 21,20 21,25
zaman (dakika)

Sekil 4.46. 2 ppm sulu NDPhA’nin 1,83 kGy 1sinlanmasi sonucu gbzlenen ara urin
gaz kromatogrami (21,05 ve 21,08 dakika).

79



/\OH / F
HO
11,38 ve 11,40 dakika 21,05 ve 21,08 dakika

Sekil 4.47. 2 ppm NDPhA’nin 1,83 kGy 1sinlanmasi sonucu goézlenen ara Urunler.
(Ara darunler TMS esteri olarak ve verilen bilesiklerin izomerleri olarak
g6zlenmisgtir.)

23018
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Sekil 4.48. 2 ppm NDPhA’nin 1,83 kGy i1sinlanmasi sonucu gézlenen ara Urlne ait
kUtle spektrumu. (Alikonma suresi: 11,38, Resorsinol).
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Sekil 4.49. 2 ppm NDPhA’nin 1,83 kGy i1sinlanmasi sonucu gozlenen ara urine ait
kutle spektrumu (Allkonma suresi: 21,05, p-nitro fenol).
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Sekil 4.50’de 2,21 kGy 1ginlama dozunda olugan iki ara Urunun gaz kromatogrami
verilmektedir. 3,16 kGy 1sinlama dozunda bu ara drunlere ait pikler
g6zlenmemektedir. Sekil 4.51’de 2 ppm NDPhA’'nin 2,21 kGy i1sinlanmasi sonucu
g6zlenen ara urlnlerin yapilari verilmis olup Sekil 4.52 ve Sekil 4.53’te bu ara

artnlere ait kutle spektrumlari verilmigtir.

600 — 2,21 kGy
1 — 3,16 kGy

500

kCounts

400

300

200 +

100

5 10 15
zaman(dakika)

Sekil 4.50. 2 ppm NDPhA’nin 2,21 kGy isinlanmasi sonucu gézlenen ara Urunlerin
gaz kromatogrami.

o) ) OH
monoamidoetil malonik asit Laktik Asit

Sekil 4.51. 2 ppm NDPhA’'nin 2,21 kGy 1sinlanmasi sonucu gozlenen ara urunler.
(Ara urunler TMS esteri olarak gozlenmistir.)
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Sekil 4.52. 2 ppm NDPhA’nin 2,21 kGy 1sinlanmasi sonucu gézlenen ara Urlne ait
kitle spektrumu (Alikonma suresi: 5,17 dk, Laktik Asit).
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Sekil 4.53. 2 ppm NDPhA’nin 2,21 kGy isinlanmasi sonucu gézlenen ara Urlne ait
kitle spektrumu (Alikonma suresi: 11,48 dk, monoamidoetil malonik asit).

NDPhA’nin gama-isinlari ile bozunmasinda agirlikli olarak <OH radikallerinin etkisi
g6zlenmistir. NDPhA gama i1sinlarina maruz birakildiktan sonra ilk gdézlenen ana
bozunma uUrunu DPhA olup, daha sonra bu iki bilesige hidroksil radikallerinin
saldirmasi sonucunda ortamda resorsinol ve p-amino fenol yapilarinin olustugu
GC/MS sistemiyle tespit edilmistir. Bu turlerden resorsinol ara trunu ile hidroksil
radikalleri tepkimeye girerek aromatik yapilarin halka agilmasi mekanizmasina
ugramasina neden olur ve halka agilmasi uUrini olan monoamidoetil malonik asit

olusur.
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4.4.3. lyon Kromatografisi Analiz Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Sekil 4.54’te NDPhA'nin 1sinlanmasi sonrasi olusabilecek bazi organik asitler ile

inorganik bilesiklere ait standartlarin iyon kromatogrami verilmistir.

uS
H
N

10

4 5 13 14

|

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 75 100 12,5 15,0 17,5 20,0 225 250 27,5 30,0
zaman(dakika)

Sekil 4.54. NDPhA’nin i1sinlama ile bozunma sonrasi olusabilecek olasi ara Grlnler
icin iyon kromatogrami; 1: asetik asit, 2: formik asit, 3: propiyonik asit 4: valerik
asit, 5: c,t-mukonik asit: 6: nitrit, 7: nitrat, 8: glutarik asit 9: suksinik asit, 10:
malonik asit, 11: maleik asit, 12: okzalik asit, 13: ¢,c-mukonik asit, 14: t,t-mukonik
asit, 15: sitrik asit. (Buttn bilesiklerin derigimi 3 ppm).

Bozunma ve minerallesmenin anlagiimasi igin olasi alifatik asitler ile nitrat ve nitrit
tayinleri IC ile yapimistir. Sekil 4.55’te gama-isinlari ile dedisik Isinlama
dozlarinda 1gsinlanmis 2 ppm NDPhA igin IC kromatogramlari verilmigtir. Sekil
4.56’da aromatik yapinin bozunmasi sonucu olusan asetik asit ve formik asite ait
pikler, Sekil 4.57°de NDPhA'yi birbirine bagdlayan azot atomlarindan olusan nitrit
iyonlari, Sekil 4.58’de ise aromatik yapinin bozunmasi sonucu olusan ilk ara
drinlerden malonik ve maleik asite ait iyon kromatogrami goérulmektedir.
Sekillerden de gorulecegi uzere, 1sinlama dozu ile miktarlardaki surekli degisim
olmaktadir. CUnku alifatik asitler bir yandan olugurken bir yandan da daha kuguk
gruplara donusmektedir. Devaminda karbondioksit ile suya donustigu
dusunulmektedir.
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30 4 — 0,02 kGy
——— 0,07kGy
25 ——— 0,16 kGy
——— 0,41KGy
20 ——— 0,62KGy
—— 1.25kGy
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+ 159 ——— 2,21kGy
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ol fu N /\L
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Sekil 4.55. 2 ppm NDPhA’nin gama isinlari ile 1sinlanmasi sonucu IC ile gézlenen
olasi urunler.

1,5 —
| —— 0,02kGy
—— 0,07 kGy
1,0 4 —— 0,16 kGy
@ | —— 0,41 kGy
—— 0,62kGy
0,5 —— 1,25kGy
| —— 1,83kGy
—— 2,21 kGy
0,0 -
.|
_0’5 —_
-1,0
-1,5 T T T T T T T T T
4,0 4,2 4.4 4,6 4.8 5,0

zaman (dakika)

Sekil 4.56. 2 ppm NDPhA’nin gama isinlari ile 1sinlanmasi sonucu IC ile gézlenen
olasi Urlnler (4,2 dak, asetik asit ve 4,6 dak, formik asit).
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—— 0,02kGy
—— 0,07 kGy
—— 0,16 kGy
—— 0,41 kGy
—— 0,62 kGy
—— 1,25kGy
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zaman (dakika)

Sekil 4.57. 2 ppm NDPhA’nin gama 1ginlari ile 1ginlanmasi sonucu IC ile gdzlenen
olasi urunu (9,7 dak, nitrit).

5,0
45 —— 0,02kGy
1 ——— 0,07 kGy
4,0 -
] —— 0,16 kGy
3,5 —— 0,41 kGy
U:)L 3,0 I 0,62 kGy
] —— 1,25kGy
2,57 —— 1,83 kGy
2,0 —— 2,21 kGy
1,5 |

16 17 18 19
zaman (dakika)

Sekil 4.58. 2 ppm NDPhA’nin gama isinlari ile 1sinlanmasi sonucu IC ile gézlenen
olasi urunleri (16,7 dak, malonik asit; 17,7 dak, maleik asit).
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Secilen bazi drneklerle yapilan analizlerde asetik asit, formik asit ile nitrit iyonlari
gOzlenmistir. Nitrit iyonlari yapinin bozundugunu gosteren onemli bir bulgudur.
Asetik asit ile formik asitin gdzlenmesi NDPhA’nin isinlanmasi sonucu

minerallesme basamaginin bagladigini gostermektedir.

Farkli dozlarda isinlanan NDPhA ¢o6zeltilerinin pH degerleri dlgiimis olup Cizelge
4.12’de 1sinlama dozunun 2 ppm NDPhA c¢ozeltilerinin pH degerlerindeki
degisimine etkisi verilmigtir. pH degerlerine bakildiginda 2,21 kGy i1sinlama dozuna
kadar pH degerlerinde azalma goérulurken 2,21 kGy isinlama dozunda pH 3,86
olup bu pH'in 2,21 kGy Isinlama dozunda tamamen bozunma gerceklesmis
olmasindan dolayi olusan alifatik asitlerden kaynakli oldugu séylenebilir. 3,16 kGy
Isinlama dozunda pH degerindeki artig, iyon kromatografi sonuglarina gore
gOzlenen asit turlerinin artan i1sinlama dozlarinda azalmasina ve ortamda bulunan
nitrit iyonlarinin 1ginlama ile amonyaga donusebileceginden ortamin baziklestigi
dusunulmustaur

Cizelge 4.12. Isinlama dozunun 2 ppm NDPhA c¢ozeltilerinin pH degerlerindeki
degisimine etkisi.

Doz (kGy) pH
0,02 5,27
0,07 6,13
0,16 5,56
0,41 5,84
0,62 5,66
1,25 5,34
1,83 5,39
2,21 3,86
3,16 5,34

4.5. HPLC, GC-MS ve IC Sonuglarina géore Gama isinlanmasi sonucu NDPhA
icin onerilen bozunma mekanizmasi

Sekil 4.54’te elde edilen HPLC, GC ve IC bulgularindan yola ¢ikarak NDPhA igin
radyolitik bozunma mekanizmasi 6nerilmistir. Isinlama dozu arttikga hem NDPhA
hem de DPhA Uzerinden kucuk alifatik asitlere doénliserek bozunma ve

minerallesmenin gergeklestigi duginulmuagtur.
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Sekil 4.59. Gama isinlari ile NDPhA’nin bozunmasi igin dnerilen mekanizma.
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5. SONUGLAR

Bu c¢alismada, toksik etki gosteren NDPhA'nin  sulu ortamdan
uzaklagtirlmasi ve bozunmasinda gama radyasyonunun  etkisi

incelenmistir.

Bozunma Urlnlerinin tespiti ve miktar tayinleri icin analitik yontem

gelistiriimeye galisiimigtir.

HPLC sistemi icin mobil faz oranlari degistirilerek, elde edilen piklerin
allkonma zamani ve keskinligi agisindan optimum analiz kosullari

saptanmisgtir.

Mobil faz bilesiminin asetonitrii (ACN)/su oraninin (%v/v) %50/%50,
%65/%35 ve %80/%20 oldugu sistemlerdeki kromatogramlar incelenmis
olup piklerin alanlarinin ayni kalmasina karsin siddeti ve keskinligi artarak
yayvanhgi azaltmakta olan ACN/Su orani (%v/v) %80/%20 iceren mobil faz
benimsenmis olup NDPhA icin bilinen standartlardan olusturulan

kalibrasyon dogrusu olusturulmustur.

Otomatik kati faz ekstraksiyon sistemi olan Thermo Dionex AT 280 oto
derigtirici kullanilarak derisimi bilinen NDPhA standartlari C18 (500 mg)
kartuglardan gegcirilerek (500 mL) hem oto deristiricinin optimizasyonu, hem

de kati faz ekstraksiyonu esnasinda yuzde verim hesabi yapiimistir.

C18 (500 mg) kartusunun NDPhA'y1 tutma verimi %60-%66 arasindadir.
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C18 (500 mg) kartusunun NDPhA'yl tutma verimi %60-%66 arasinda

bulunduktan sonra farklh alternatif kolon dolgu maddeleri denenmisgtir.

Karboksen dolgu maddesinin kullanildigi kati faz ekstraksiyonu sonucunda
karboksen dolgu malzemesinin NDPhA igin metil alkol ve diklorometan
organik fazlarina yaklagik olarak % 20 ve % 14 verimle alinmaktadir. Bu
g6zlem Uzerine, karboksen dolgu maddesinin AT 280 oto derigtiricide

kullanilamayacagi anlasiimis olup, yeni dolgu malzemeleri denenmistir.

iki tir alimina ve aktif kdmir dolgu maddeleri denenmis olup hem
aliminalar (kromatografik analize uygun saflikta ve kalsine) hem de aktif
kodmur, polar ve apolar c¢ozucullerin organik faz olarak kullaniimasina

ragmen NDPhA icin herhangi bir secicilik saglamamaktadir.

Laboratuvar ortaminda hazirlanan dolgu maddelerinin NDPhA igin dusuk
segicilik gostermesi, C18 kartuslarinin yeniden denenmesini zorunlu hale

getirmistir.

C18 kartusun etkin maddesi 500 mg yerine 1000 mg olarak kullaniimis olup

yeni bir kartus sartlandirma programi yapilmistir.

500 mL 0,1 ppm sulu NDPhA c¢ozeltisinin C18 (1000mg) kartusundan
gecirildikten sonra metil alkole alinmasi sonucunda HPLC sistemindeki
kromatogramlarina gore ortalama % 97 verim ile NDPhA sudan C18

kartuslara alinabilmektedir.

Gama isinlamasiyla NDPhA’nin bozunmasi saglanarak olasi ara Urin ve
ortamda kalan NDPhA miktarlari yuksek performansli sivi kromatografisi

(HPLC) yontemi kullanilarak tayin edilmigtir.
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» 0,026 kGy/saat doz hizina sahip Co-60 gama kaynaginda 1,74 kGy
Isinlama dozu 2 ppm NDPhA’nin bozunmasi igin yeterlidir. Isinlanan 2 ppm
NDPhA c¢ozeltisi 10 gun boyunca havaya kapall pyreks sisede ve karanlik
bir ortamda bekletildikten sonra 1,74 kGy i1sinlama dozunda NDPhA'nin
bozundugu tespit edilmis ve ayni 1sinlama dozunda iginlanmig-bekletilen

cOzeltide NDPhA olusmadigi ancak difenilamin olustugu gozlenmistir.

» 0,026 kGy/saat doz hizina sahip Co-60 gama kaynaginda farkh 1sinlama
dozlarinda isinlanan 2 ppm sulu NDPhA ¢dzeltilerinde 0,62 kGy i1sinlama
dozunda, 0,009 ppm NDPhA ¢o6zeltide kalirken, 0,68 ppm DPhA
olusmustur. Daha ylUksek 1sinlama dozlarinda DPhA miktari azalirken, 3,12

kGy 1sinlama dozunda ¢dzeltiden olusan DPhA tamamen uzaklasmaktadir.

» lIsinlandiktan sonra kapali bir gsisede ve karanlikta 10 gun boyunca
bekletilen 2 ppm NDPhA cozeltilerinde NDPhA olusumu gbzlenmedigi gibi
3,12 kGy 1sinlama dozunda beklemis ¢ozeltideki NDPhA olusmadigi tespit

edilmistir.

» NDPhA'nin radyasyonla bozunmasi sonucu en ©Onemli bozunma
urinlerinden birisi olan DPhA miktarinin i1sinlama dozu ile degisimi takip
edilmis olup NDPhA’nin bozunmasinin neredeyse tamamlandigi i1sinlama
dozu olan 0,62 kGy degerinde, DPhA olusumunun maksimum degerine
(0,82 ppm) ulastigi tespit edilmis olup daha yuksek isinlama dozlarinda
DPhA bozunmaya baglamaktadir. 2,21 kGy isinlama dozunda DPhA’nin
degeri 0,36 ppm’e dismektedir.

» Maksimum olusan DPhA miktari (0,62 kGy isinlama dozundaki)
baglangigtaki NDPhA'nin yaklagik olarak %40’ina karsilik gelmektedir.
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NDPhA 0,62 kGy isinlama dozunda neredeyse tamamen bozundugu igin,
geriye kalan kisim diger aromatik bilegikler, alifatik asitler, nitrit-nitrat ve

minerallesen yapilardan olugmaktadir.

Alifatik asitler ve iyonik tlrlerin standartlarini igeren karisimin iyon
kromatogrami ve alikonma sureleri iyon kromatografisi (IC) kullanilarak

kaydedilmistir.

Gama-iginlari ile degisik 1sinlama dozlarinda isinlanmis 2 ppm NDPhA igin
IC kromatogramlarinda aromatik yapinin bozunmasi sonucu olusan asetik
asit, formik asit, malonik asit ve maleik asite ait pikler, NDPhA'y! birbirine

baglayan azot atomlarindan olugan nitrit iyonlarina ait pikler tespit edilmistir.

NDPhA’nin bozunmasi sonucunda olusan ara urunler GC-MS ve IC
kullanilarak tespit edilip bu ara Urunlerden yola ¢ikarak NDPhA’nin olasi

bozunma mekanizmasi verilmistir.
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