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Abstract: Negative effects of polycylic aromatic hydrocarbons (PAHS) are identified by various studies. Pre-processing methods
to improve analysis and pre-analysis concentration of PAHs have great importance, especially for drinking water. In this study, in
drinking water, EPA 550.1 method used for analyis of polycylic aromatic hydrocarbons in drinking water is aimed studied to reduce
the amount and time by performing the amount of chemical and analysis time. According to recovery and repeatability parameters,
results are obtained after the modification is compared with values in original EPA method 550.1. Using a total of 70 ml chemical
with modified method for six PAH parameters, the percentage recovery results are as follows; flour anthems %99,5,
Benzo(b)flouranthene %90,5, Benzo(k)flouranthene %84,8, Benzo(a)pyrene %91,1, Benzo (g,h,i ) perylene 75,9 and Indeno(1,2,3-
c,d)pyrene % 79,1. Furthermore another basis of the Solid phase extraction (SPE) method, relative standard deviation of the
percentage results for the same 6 PAH parameter are as follows; flouranthene % 12,8, Benzo(b)flouranthene % 8,4,
Benzo(k)flouranthene %8,5, Benzo(a)pyrene % 8,02, Benzo(g,h,i)perylene % 12,2 and Indeno(1,2,3-c,d)pyrene % 17,5. In the
modified innovative methods, recovery and repeatability results are observed to be analytically compatible to the values of the
method EPA 550.1

Keywords: PAH,SPE,UHPLC, Drinking Water

I¢cme suyu érneklerinde polisiklik aromatik hidrokarbonlar miktarinin belirlenmesi icin bir
kromatografik yontemin optimizasyonu

Ozet:Polisiklik aromatik hidrokarbonlarn (PAH) insan sagligi iizerindeki olumsuz etkileri gesitli arastirmalarla belirlenmistir.
PAH’larin 6zellikle igme suyundaki analiz ve analiz 6ncesi derigim arttirmaya yonelik uygulanan 6n islem metotlar1 biiyiik 6nem arz
etmektedir. Bu ¢aligmada igme suyunda PAH’larin analizi igin kullanilan EPA 550.1 metodunda harcanan kimyasal ve analiz siiresi
miktari izerinden ¢aligma yapilarak miktar ve siire azaltilmasi hedeflenmistir. Geri kazanim ve tekrarlanabilirlik parametrelerine gore
degerlendirmelerle elde edilen sonuglar EPA 550.1 metodundaki degerlerle karsilagtirilmistir. Toplam 70 mL kimyasal kullanarak
modifiye edilen metodla altt PAH parametresi icin yiizdesel geri kazanim degerleri; Floranten %99,5, Benzo(b)floranten %90,5,
Benzo(k)floranten, %84,8, Benzo(a)piren %91,1, Benzo(g,h,i)perilen %75,9 ve indeno(1,2,3-¢,d)piren %79,1 olarak hesaplanmustir.
Ayni altt PAH parametresi i¢in SPE metodundan hesaplanan tekrarlanabilirlik i¢in yiizde bagil standart sapma sonuglari; Floranten
%12,8, Benzo(b)floranten %8,4, Benzo(k)floranten, %8,5, Benzo(a)piren %8,0, Benzo(g,h,i)perilen %12,2 ve Indeno(1,2,3-c,d)piren
%17,5°dir. Modifiye edilen inovasyon metodunda geri kazanim ve tekrarlanabilirlik sonuglarinin da EPA 550.1 metodunda verilen
degerlerle analitik agidan uyumlu oldugu gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler:: PAH,SPE,UHPLC,i¢me suyu
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1. Giris kaynaklarinda rastlamak miimkiindiir. PAH’larmn kirlilik

Insan aktiviteleri sonucu yiiksek miktarda organik Kirletici
gevreye birakilmaktadir. polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAH’lar) bu organik kirletici simiflarindan biridir ve
cevrede yaygin olarak bulunurlar. PAH’lar canli
dokularinda, sedimentlerde, toprakta, havada ve gesitli su

kaynag sabit ve hareketli olmak tizere iki sekildedir. Sabit
kaynaklar; evsel 1sinma, tretim prosesleri, glic ve 1s1
iiretimi, orman ve tarimsal yanginlar olustur. Hareketli
kaynaklar1 ise motorlu tasitlarin  egzoz  gazlan
olusturmaktadir. Bu kirlilik kaynagi ortaya g¢ikan PAH,
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partikiilleri atmosferik ¢okelme ve ylizey akisi gibi etkilerle
su ortamma girebilmektedirler(Kurnaz ve Biiylikgilingor,
2007). Atmosfere salinan PAH’lar uzun veya kisa mesafe
tasinimla kaynaklarindan ¢ok uzaklara tasinabilirler yine
kuru ve yas ¢okelme olaylariyla tiim ¢evre bilesenlerine
buradan da besin zincirine girerek insanlarin biinyelerine
gecebilirler (ATSDR, 1995, Walker, 2001). 1976 yilinda
30’dan fazla PAH ve tiirevlenin kanserojenik etkilere sahip
oldugu bildirilmigtir. Glniimiizde PAH’lar kanserojen
etkiye sahip organik Kirleticiler igerisinde en genis smifi
olarak bilinmektedir (Yalaki 2005; Giilgigek 2011). Amerika
Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (EPA) 16 PAH
tirtinii temel Kirletici olarak belirlemistir. Bunlar; naftalen
(Naph), asenaften (Ace), asenaftilen (Acy), floren (FIr),
fenantren (Phe), antrasen (Ant), floranten (FIt), piren (Pyr),
krisen (Chr), benzo(a)antrasen (BaA), benzo(b)floranten
(BbF), benzo(k)floranten (BkF), benzo(a)piren (BaP),
indeno(1,2,3-c,d)piren (IP), benzo(g,h,i)perilen (BghiPe) ve
dibenzo(a,h)antrasen (DBahA)’dir(Mastral ve ark. 2003).
Yukarida bahsi gegen bu PAH bilesikleri ve bunlarin
metabolitleri hiicre béliinmesini kontrol eden mekanizmalar
iizerinde onarilamaz hasarlara yol agarak balik ve
memelilerde tiimor olusumuna, dolayisiyla kansere yol
agmaktadirlar (Gaga, 2004).

Cevresel numuneler eser diizeyde PAH igerirler. Bu yiizden
PAH’larin gevresel matrikslerde analizleri igin genellikle
bir ya da iki saflastirma adimini igeren ekstraksiyon gibi
numune On islemi ile Dbirlesik analiz teknikleri
uygulanmaktadir(GC, 2004). Ornek saflastirma ve
deristirme iglemleri modern analitik analiz ydntemleri
igerisinde numune hazirlama basamaginda 6nemli bir rol
oynar. Numuneye uygulanan bu 6n hazirlik isleminin
amaci, analizi yapilmak istenilen analitleri matriksten
ayrirarak Oziitlemektir. Bu sayede analizin seciciligini,
tayin edilebilirligini, giivenilirligini, dogrulugunu ve
tekrarlanabilirligini arttirmig olunucaktir. (Biiyiiktuncel,

2012). Saflagtirllmis ya da zenginlestirilmis PAH
ekstraktlarmmin  analizleri  kromatografik  tekniklerle
gergeklestirilir.  En ¢ok kullanilan teknikler gaz ve sivi

kromatografisidir. Her iki teknigin de pahali olmasi ve
yetismis  personel  gerektirmesi  gibi  zorluklar
bulunmaktadir ~ (Pozzoli ve ark., 2004). Sivi
kromatografisinin gaz kromatografisine goére avantajt
analizde kullanilan floresan dedektordiir. Belirli bir dalga
boyunda farkli PAH’larin farkli absorptivitesi ya da farkli
PAH’larin  farkli floresan spektrumlu karakteristigi
bulunmaktadir. Bu sayede dedektorler maksimum cevap
almmas1 agisindan optimize edilebilir ve daha diisiik
limitlerde PAH analizi gergeklestirilebilir (Hanedar, 2009).

Uluslarasi standartlara bakildiginda yukarida bahsedilen
birlesik tekniklerin kullanildigi iki analiz metodu goze
carpmaktadir. Bunlar ISO 17993 ve EPA 550.1
standartlaridir. ISO standartinda sivi-sivi  ekstraksiyon
yonetemi ile sivi kromatografisini birlikten kullanirken
EPA standartinda kat1 faz ekstraksiyon yonetimi ile yine
stvi kromatografisi beraber kullanilmistir (ISO, 2002, EPA,
1990). PAH analizleri i¢in kullanilan standart analiz
metodlarinin yiiksek kimyasal kullanimi ve uzun analiz
strelerine sahip oldugu goézlenmektedir. Bu calismada
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Uluslararasi bir standart olan EPA 550.1 analiz metodunun
ilgilenilen PAH'lar i¢in daha yiiksek verim ve daha diisiik

kimyasal kullanimi  siiresiile tespit edilmesi igin
iyilestirilerek  gelistirilmesi ve  modifiye edilmesi
amaglanmuistir.

2. Materyal ve Metot

Uygun SPE kolonu ve HPLC analiz adimlar1 kullanilarak
Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan igme sularinda
belirlenmis olan floranten (FIt), benzo(b)floranten (BbF),
benzo(k)floranten (BKF), benzo(a)piren (BaP),
indeno(1,2,3-c,d)piren (IP), benzo(g,h,i)perilen (BghiPe)
PAH tiirleri i¢in standart ilaveli (spike) ornekler ile geri
kazanim ¢aligmalar1 yapilmigtir. PAH'larmm kati faz
ekstraksiyonu (SPE) C18 kolon (6.0 mL, 1000 mg) ile
gerceklestirilmigtir. C18 kolonlar 10'ar ml metanol ve ultra
saf ile sartlandirilmistir. Sekil 1'de analiz basmaklarinin
detayli sekli verilmistir.

Flow Yol Tme  MI-M§

Step Samplel (leamp Desceiption

|
It foooo  Joos0 T Dig 7 Timef0  [Rest

1 0.00000 0.05000 00000000 0

Reset

2 10.0000 10.0000 01611060 0 Hatti MeOH ile yika
3 4.00000 10,0000 01111060 0  MeOH ile krt. sartla
4 500000 15.0000 02111060 0 R.Su ile krt. sartla
5 0.00000 0.05000 10112000 0  Numune yolunu ac

6 0.00000 32.5000 10112100 0  Numuneyi yikle

7 0.00000 0.60000 00622000 0  Vakumu kapat

8§ 0.00000 0.10000 00601060 0 Basinci dizenle

9 0.00000 0.05000 00000000 0 Stop

10 0.00000 0.35000 00000201 0 MNum. Kab. Su ile yika
11 0.00000 0.10000 000OQDOOL 0 Stop

12 0.00000 0.05000 10112000 0  Numune yolunu ac

13 0.00000 3.00000 10112100 0 Yikama suyunu yukle
14 0.00000 0.80000 00622000 0  Vakumu kapat

15 0.00000 0.10000 00601060 0 Basinci dizenle

16 0.00000 0.05000 00000000 0 Stop

17 0.00000 6.50000 00121060 0  Azot ile kurutna

18 0.00000 0.05000 00102000 0  Azotu kapat

19 0.00000 0.10000 00601060 0 Basinci dizenle

20 0.00000 0.05000 000O0DOOOO O Stop

21 10.0000 10.0000 04611060 0 Hatti DCM 1ile yika
22 3.00000 6.00000 04111010 0 DCH 1le elute et

23 7.00000 7.00000 04111010 0 DCM ile elute et

24 0.00000 0.05000 0O0OOOOODD O  Stop

25 0.00000 1.00000 00121010 0  Azot ile hat. temizle
26 0.00000 0.01000 00101010 0 Basinci duzenle

27 0.00000 0.00000 00DOOOOOD 0 Son

Sekil 1. Ekstraksiyon analiz basamaklari

Spike 6rnekler 1 mL/dak akis hizinda 13 mL diklorometan
ile eliit edilmistir. 13 ml konsatre edilmis numune 35°C'de
inert gaz akiginda tam kurutmaya tabi tutulmus ve 2.0 mL
asetonitril icerisinde ¢oziilmiistiir. Sekilde 2'de detayli
HPLC kosullar1 verilmistir.

SPE analizér: FMS PLE online SPE

HPLC Kolon: Brownlee Analitik PAH kolon (150 x 4,6 mm
X 3,2 mm)

Mobil Fazlar: A. Su (% 10) B. Asetonitril (% 90)

Calisma tiirii: Izokratik

Akis Hizi: 1 mL / dak

Enjeksiyon hacmi: 20 pL
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Device InUse  Channel Name Sk Wicth Offset  Samplng Rate [pts/s]  End Time (min)

= | PFwea | | PFLoer 1 [Standd w0 |25 v |100
Elapsed Tieme (min) Excitation Wavelength (nm) Emission Wavelsngth (nem) e Baseine Mode
00 270 450 s Atores o
K] 270 0 Ve -
19 0 420 v
£ 260 ) Medurm ~
50 230 415 Low v v
76 230 415 Medarm - -
82 250 %0 E =L " =
100 260 480 Supst Hy  + |Autozeco -
* ~ -
Device InUse  lIngection Volume (pl) Tiay Tempesature (°C) Tolerance (+/- °C} Advanced
[Pxicasco2 | & J200 Jor ~[20 C
S b Dewvice In Use Trans#on Iretisl Equal Teme Total bme [mn) Aun Time Reconciaton Advanced
| G G T [i00 | [ [ [ |
Step Step Type Step Time (min) Flow (ml/emin) A x8
[ |Eca v|os |1.000 |00 |00 |
[Fen >[50 [10% | [ |
* [ ~] [ [ [ ]
Step Type TE TE Tieme ferin)
* ~| ~|
De inUse Peltier Oven Temp ('C) Tolesance (+/- °C) Equd Time fmin)
|F%Povens | | o0 20 [00
De: nipbion

InUse  Cokmn Desc
| = lCr,i.ﬂld | Columa 1 |

Sekil 2. HPLC analiz kosullari
3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Kor (Blank) Numune Analiz Sonuclari

Oncelikli olarak geri kazamim caligmalarinda kullanilacak
olan spike orneklerinde ultra saf sudan kaynakli PAH
kirliligi tespitine yonelik koér numune analizi yapilmistir.
Bes adet kor numune ile ¢alisilmistir. Elde edilen degerlerin
ortalamasi alinarak, derisim faktorii olan 500’e boliinmesi
ile sonuglar matematiksel olarak hesaplanmistir. Son olarak
elde edilen sonuglar spike Orneklerin  ortalama
degerlerinden cikarilarak gergcek verim sonuglart tespit
edilmistir. Tablo 1°de kor numunelerinin analiz sonuglari
verilmisgtir.

Tablo 1. Kér numune analiz sonuglar

PAH Tiiri
Numune Bm.| Flt BoF BKF B | BgPe | IP
Blank 1 ppb [ 2,07 03 024 012
Blank 2 ppb| o7 03 018 007
Blank 3 ppb| 075 043 03 02
Blank 4 ppb| 075 03 02 01
Blank 5 ppb| 075 035 021 01
Ortalama ppb| 082 034 0,24 0,12
Ort.Ders. Fakt.(500) | ppb [ 00016 | 00007 | 00005 | 0,0002
Koér numune analizleri sonucunda standart katmali

orneklerin hazirlandig1 ultra saf suda ortalama olarak
0,0016 ppb Floranten, 0,0007 ppb Benzo(b)floranten,
0,0005 ppb Benzo(k)floranten, 0,0002 ppb Benzo(a)piren
varhig tespit edilirken, Benzo(g,h,i)perilen ve indeno(1,2,3-
c,d)piren tespit edilememistir.

3.2. PAH Standartlarinin Analiz Sonuclart

Spike 6rnekler hazirlanirken ultra saf su tizerine eklenen 10
ppb’lik PAH standardindan dort farkli numune hazirlanip
analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglarim ortalamasi
almarak geri kazanimda kullanilacak olan standardin ger¢ek
degeri ile sonug hesaplanmistir. Tablo 2°de 10 ppb’lik PAH
standartanaliz sonuglar1 verilmistir.
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Tablo 2. Tekrarli PAH Standartlarinin Analiz Sonuglari

STOOkumal | STDokuma? | STOokuma3 | STO dkumad | Ortalama | Birim
L Y 100% o 0% | W00 | me
BF [ S hm (N 0% | 990 | b
BF [ 1029 100 1077 0| 0 | o
BP | 10 091 015 008 | 006 | b
Bpire | 1017 9910 N 0 | 008 | b
P 100 100% 100 04 ) 0l | e

3.3. Spike Orneklerin Analiz Sonuclart

Ayni igerikli on (10) adet spike Ornegi hazirlanmis ve
orneklerin analiz  sonuglarmin aritmetik ortalamasi
almmustir. Bu ortalamadan kor numunelerine ait analiz
sonuglarinin  ortalamalar1  ¢ikarilarak gercek Olgiilen
degerler hesaplanmigtir. Tablo 3’te spike 6rneklerin analiz
sonuglarindan elde edilen yiizde geri kazanim degerleri

PAH Tiiri
Numung Fit BOF | BIF B | ByPe | IP
Skel | 10077 | 868L | 8586 | 9L | 6608 | 8,048
Spike 2 045 | 9130 | 8020 | 1023 | 7090 | 9018
Spike 3 0748 | 8704 | 8464 | 8727 | 8064 | 8483
Spiked 0204 | 10050 | 9315 | 90 | &9 | 802
Spike5 9320 | &726 | &7 | QM0 | 5488 | 9728
Spike6 | 10964 | 8491 | 8262 | 8600 | 748 | 583
Spike 7 7626 | 7866 | 77% | 8147 | 7165 | 655
Spike8 | 10636 | 9819 | 984 | 10112 | 833 | 955
Siked | 13 | 8713 | 7763 | 8L | 700 | 708
Spikel0 | 8777 | 9383 | 8%l | 9419 | 938 | 7808
SpikeOrt. | 1005 | 902 | 8516 | 9470 | 7531 | 8006
Blank Deg | 00201 | 00180 | 00172 | 00183 - .
Blnk Dis. | 10024 | 902 | 855 | 9170 | 768 | 8002
STD.Ot. | 10072 | 9970 | 10116 | 10066 | 120038 | 12012
%CKaz %95 %05 848 anl 759 791
verilmistir.

Tablo 3. % Geri kazanim sonuglari

Gergek Olgililen degerler tekrarli standart okumalariin
ortalama degerlerine boliiniip, yiiz ile carpildiginda geri
kazanim  ¢alismalarimin  yiizde(%) verim sonuglari
belirlenmistir. Geri kazanim gibi diger bir dnemlihususta
tekrarlanabilirliktir. Tekrarlanabilirlik standart sapma ve
bagil standart sapma ile belirlenebilmektedir. Tablo 4’te
Modifiye metoda ait standart sapma ve % Bagil standart
sapma (RSD) sonuglar1 verilmistir.
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Tablo 4. Modifiye metoda ait yiizde bagil standart sapma sonuglari

Fit BbF BKF BaP BghiPe IP
Spky-Stdgy | 09053 01167 | 00001 | 00171 08512 0,0017
Spky-Stdgq | 03215 00115 | 03083 | 11389 0,1946 1,0245
Spky-Stdgy | 0,0766 01011 | 00124 | 0198 0,2840 0,1997
SpkyStdyy | 06740 26492 | 06382 | 0339 19573 0,0002
Spks-Stdyy [ 00101 00875 | 0019 | 00037 41721 2,0632
Spks-Stdyy | 08810 02823 | 00987 | 03250 0,0151 47013
SpkrStdgy, | 57584 13369 | 06089 [ 10473 0,1343 21942
Spkg-Stdgr, | 25936 07340 | 1591 [ 10029 0,6525 2,3686
Spky-Stdyy | 36830 00%5 | 06598 | 08633 0,3631 0,8529
Spkyy-Stdy | 16798 03441 | 13560 | 04188 04760 5,3552
St. Sapma 129 076 073 013 093 140

SpikeOrt. | 10,025 9,022 85576 9171 1531 8,006

%RSD 128 84 85 80 124 175

Modifiye metot ile EPA 550.1 metodu yiizde verimleri
acisindan karsilagtirildiginda, analizi yapilan alti PAH
bileseni i¢in yalniz BghiPe parametresinde daha diisiikken
diger bes PAH parametresi i¢in modifiye metodunda daha
yiiksek verimler elde edilmistir. Modifiye metot ile EPA
550.1 metodu yiizde bagil standart sapma agisindan da
karsilagtirilmis olup, Flt, BkF, IP agisindan modifiye
metodun daha yiiksek yiizde bagil standart sapma
degerlerine sahip oldugu gozlenmistir. Diger 3 PAH
parametresi i¢cin daha diisiik ylizde bagil standart sapma
degerleri elde edilmistir. Tablo 5’te EPA 550.1 metoduna
ait PAH yiizde geri kazanim ve % yiizde bagil standart
sapma (RSD) sonuglari verilmistir (EPA 1990).

Tablo 5. EPA 550.1 metoduna ait PAH yiizde geri kazanim
ve %RSD sonuglari

Tekli laboratuvar geri kazanim ve standart sapma sonuclar

Analit Konsantrasyon (pg/L) R 50
Floranten 0.025 0.2 12.0
Benzo(b)floranten 0.010 875 185
Benzo(k)floranten 0.012 81.2 12
Benzo(a)piren 0.050 76.5 103
Benzo(g.h.i)perilen 0.050 81.5 13.0
Indeno(1,2.3-c.d)piren 0.125 752 92

R*= % geri kazanim

S,b= % standart sapma

4. Sonug

Icme suyunda PAH’larin analizi igin standart bir analiz
metodu olarak kullanilan EPA 550.1 analiz siiresinin uzun
olmast ve kimyasal tiiketim miktarinin fazla olmasi
nedeniyle rutin ve c¢oklu numune analizlerinde sorun
olusturmaktadir. Modifiye (inovasyon) metot olarak EPA
550.1 metodunun iyilestirilmesindeki amag; EPA 550.1
metodunda belirtilen altt PAH parametresi i¢in belirtilen
verimlere ve yilizde bagil standart sapma degerlerine, daha
az kimyasal kullanimi ve daha kisa analiz siiresinde
ulasmaktir. Modifiye edilen metotla, geri kazanim agisindan
degerlendirme yapildiginda bes PAH parametresinde bagari
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saglanmis olup, yalniz BghiPe daha diisiik verim elde
edilebilecegi gbzlenmektedir. BghiPe parametresinde verim
daha diisiik elde edilmesine ragmen giiven araliginda EPA
550.1 standardinin kabul ettigi verimlilik degerleri i¢inde
yer almaktadir.

Modifiye metodun EPA 550.1 metodu ile karsilastirilacagi
bir bagka husus ise harcanan kimyasal miktaridir. EPA
550.1 metodunda toplam 135 mL kimyasal harcanirken
modifiye metodunda 70 mL’lik bir kimyasal harcanmasi
soz konusudur. Gerek maliyet gerekse de kimyasallarin
cevresel etkileri diigiiniildiigiinde, yaklasik %501k
kimyasal kullanimindaki azalma ile biiyiik kazanimlar
saglamaktadir. SPE islemindeki kondisyon ve eliisyon
basamaklarinda daha diisiik kimyasal kullanimi analiz
siresini de olumlu olarak etkilemektedir. Bu
basamaklardaki kimyasal gegisinin azalmasi analiz siiresini
kisaltmaktadir.

Tim bu bilgilerin 1518inda EPA 550.1°den modifiye
edilerek gelistirilen, caligmada belirtilen bu modifiye
metodun i¢gme suyunda alti PAH parametresinin rutin
analizi i¢in daha kullamigh ve tasarruflu oldugu
goriilmektedir. EPA 550.1 yerine tercih edilebilecek bu
modifiye metoda ait detayll bilgiye “Icme sularinda
poliaromatik hidrokarbonlarin kati faz ekstraksiyon ile
kromatografik analizlerine analitik yaklasimlar” adli yiiksek
lisans tez ¢alismamdan ulasilabilmektedir
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