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Oz

Endosiilfan dogal yollarla bozunmaya karsi mukavemetinin yiiksek olusu, canlilarda biyobirikim 6zelligi ve
gevresel tagiimi nedeniyle, yasal kullanimlarinin durdurulmasi sonrasinda bile g¢evresel numunelerde tayin
edilebilmektedir. Bununla birlikte endosiilfan daha yiiksek toksisiteye sahip ana metabolitlerine
pargalanabilmektedir. Bu durum gevre ve halk sagligi agisindan risk olusturabilmektedir. Bu nedenle endosiilfan
kaynaklarmin ve giderim yontemlerinin belirlenmesinde endosiilfan ve metabolitlerinin birlikte analiz edilmesi
onemlidir. Bu ¢aligmada endosiilfan ve metabolitlerinin birlikte analizlerinin yapilmasinda vorteks destekli sivi-
stvi mikroekstraksiyon (VALLME) ve sivi kromatografi analizi yontemi uygulanarak geri kazanim calismalarinin
optimizasyonu yapilmistir. Endosiilfan izomerlerinin ve metabolitlerinin ayrilmasi ve saptanmasi i¢in GL science
C18 reversed phase kolon ve UV/VIS/PDA ikili absorbans detektorii igeren Shimatzu Prominence-i 2030- 3d sivi
kromatograf cihazi kullanilmistir. 1 mL/dk akis hizinda asetonitril:su karisimi (70:30, v:v) mobil faz olarak
kullanilmistir. Endosiilfan lakton, endosiilfan siilfat, endosiilfan eter, f-endosiilfan ve a-endosiilfan, sirasiyla 214
nm'de kolonda tutulma siirelerine gore belirlenmistir. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) analizinden
sonra en iyi kromatogram n-hekzan solventi ile elde edilmis; bu nedenle bu solvent i¢in en yiiksek geri kazanim
degerlerinin elde edilmesinde numune hacminin, solvent hacminin ve ekstraksiyon siiresinin etkileri deneysel
olarak arastirilmis ve degiskenler i¢in optimal kosullar sirastyla 10 mL, 200 pL ve 3 dakika olarak elde edilmistir.
Optimum kosullar altinda, endosiilfan lakton, endosiilfan siilfat, endosiilfan eter, B-endosiilfan ve a-endosiilfan
icin geri kazanim oranlari sirastyla %115.31, %91.1, %96.79, %103.06 ve %99.06 olarak belirlenmistir. Bu
calismada elde edilen sonuglarin diger kalict kirleticilerin ve metabolitlerinin de es zamanli tayini ve ¢evresel
matrislerde izlenmesi konusundaki ¢alismalara katk: saglayacagi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Endosiilfan, metabolit, VVorteks ekstraksiyonu, Sivi kromatografisi.

Analysis of Endosulfan and its Metabolites in Water Samples Using Vortex
Assisted Liquid-Liquid Micro Extraction and High Performance Liquid
Chromatography

Abstract

Endosulfan can be detected in environmental samples even after their legal use is stopped, due to their high
resistance to natural degradation, bioaccumulation and environmental transport. However, endosulfan can be
broken down into major metabolites with higher toxicity. This may pose a risk to the environment and public
health. Therefore, it is important to analyze endosulfan and its metabolites together in determining endosulfan
sources and removal methods. In this study, method optimization experiments were performed in the analysis of
endosulfan and its metabolites together by vortex assisted liquid-liquid microextraction (VALLME) and liquid
chromatography analysis method. Shimadzu liquid chromatograph device equipped with GL science C18 reversed
phase column and UV/VIS/PDA dual absorbance detector was used for separation and detection of endosulfan
isomers and metabolites. Acetonitrile:water mixture (70:30, v:v) at a flow rate of 1 mL/min was used as the mobile
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phase. Endosulfan lactone, endosulfan sulfate, endosulfan ether, - endosulfan and a- endosulfan were determined
according to retention times in the column at 214 nm, respectively. After HPLC (High Performance Liquid
Choromatography) analysis, the best chromatogram was obtained with n-hexane solvent; therefore, the effects of
sample volume, solvent volume and extraction time in obtaining the highest recovery values for this solvent were
experimentally investigated and optimal conditions for variables were obtained as 10 mL, 200 pL and 3 min,
respectively. Under optimum conditions, recovery rates for endosulfan lactone, endosulfan sulfate, endosulfan
ether, B- endosulfan and o- endosulfan were 115.31%, 91.1%, 96.79%, 103.06% and 99.06%, respectively. It is
thought that the results obtained in this study will contribute to on the simultaneous determination and monitoring
studies in environmental matrices of other persistent pollutants and their metabolites.

Keywords: Endosulfan, Metabolite, VVortex extraction, Liquid chromatography.

1. Giris

Endosiilfan ¢ay, kahve, pamuk, meyve, sebze, piring ve tahil dahil olmak {izere bitkilerdeki ¢ok gesitli
bocekler ve akarlar icin uygulanan siklodien alt grubuna ait klorlu hidrokarbon insektisit ve akarisittir
[1]. Endosiilfanin kimyasal ad1 6,7,8,9,10,10-hekzakloro-1,5,5a,6,9,9a-hekzahidro-6, 9-metano-2,4,3-
benzo (e) dioksitiepin 3-oksit, kimyasal formiilii ise CyHgClsOsS' dir. Tiyonilkloriiriin tiyodan ile
reaksiyona girmesiyle olusur. Teknik endosiilfan, o ve B olarak adlandirilan 70: 30 stereoizomer
karisimidir [2].

Endosiilfanin hidroliz, fotoliz, oksidasyon ve biyodegradasyon yollariyla dogal bozunmasi
endosiilfan siilfat, endosiilfan lakton, endosiilfan eter, endosiilfan alkol ve endosiilfan diol
metabolitlerinin olusumuna yol acar. Endosiilfanin bilinen tiim dogal bozuma iiriinleri, endostilfanin
orijinal klorlu halka yapisini korur ve toksik ve potansiyel kanserojendir. Calismada kullanilan izomer
ve metabolitlerinin agik formiilii Sekil 1°de verilmistir. Tescil edildigi 1954 yilindan 2000 yilina kadar
tarinda kiimiilatif kullanimimnin 308.000 ton oldugu belirtilmektedir [3]. Bu pestisitin kiiresel tiiketimi
1980'lerin basinda yaklasik 9000 ton/yil iken, 1990'larda 12800 tona yiikseldigi ve kiiresel olgekte
yasaklandig1 2010 yilina kadar ise diinya ¢apinda endosiilfan tiretiminin 18000-20000 ton/y1l araliginda
oldugu tahmin edilmektedir [4]. Ekosistemdeki yaygin kullanimi, kaliciligi, biyolojik birikimi, uzun
menzilli taginimi, endokrin sistemini bozmasi ve (Memeliler de dahil olmak iizere bir dizi organizmaya
kars1 potansiyel toksisiteleri nedeniyle) toksisitesi géz oniinde bulundurularak endosiilfan, Stockholm
Sozlesmesi kalict organik kirleticiler (KOK) listesinin Ek A'sina 2011 yilinda eklendi [5] , liretimi ve
kullanim1 2012 ortasindan beri diinya ¢apinda yasaklanmustir [6].
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Sekil 1. Endosiilfan izomer ve ana metabolitlerinin kimyasal yapisi [7].

Cevresel ortamlarda endosiilfan tayininde farkli analitik teknikler kullanilmistir. Bunlar, yiiksek
performanshi sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC), gaz kromatografisi-kiitle
spektrometrisi (GC-MS) ve kolorimetrik yontemlere dayanmaktadir. Bununla birlikte, HPLC ve GC
yontemi, kolorimetrik yontemlerin aksine, endosiilfan miktarinin belirlenmesi i¢in nispeten daha uygun
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kabul edilir. Cihazda analizden 6nce, numunede ekstraksiyon, 6n konsantrasyon islemi uygulanmasi ve
ardindan endostilfanin kantitatif tayininin yapilmasi gerekmektedir.

HPLC analizinde, hedef bilesiklerin karisimina sahip ekstrakte edilmis numune, hareketli sivi
faz kullanilarak 400 atm'ye kadar yiiksek basing altinda, genellikle bir kolon i¢inde sabit bir kat1 fazdan
gecmesine izin verilerek bilesenlere ayrilir. Numunenin bilesenleri, cesitli kimyasal veya fiziksel
etkilesimler nedeniyle kolon paketiyle ayrilir ve ayrilan bilesenler daha sonra kolonun ¢ikisinda harici
bir detektor tarafindan tespit edilir. Analiz i¢in ortak mobil faz, metanol veya asetonitril ve sudan olusan
bir karisimdir.

Cevresel matrislerden pestisitlerin en yaygin ekstraksiyon yontemleri arasinda sivi-sivi
ekstraksiyonu (LLE) ve kati faz ekstraksiyonu (SPE) bulunur. Bununla birlikte, bu geleneksel 6n
muamele yontemleri biiylik miktarlarda numune ve/veya organik ¢oziiciilere ihtiya¢ duyar, zaman alici,
pahalidir ve kullanilan malzemeler tekrar kullanilamaz [8]. Son yillarda, numune 6n isleme
tekniklerinde, hem malzeme hem de personel maliyetlerini diisiirmek i¢in esas olarak minyatiirlestirme,
basitlestirme ve otomasyona odaklanilmistir [9]. Bu egilim, sivi faz mikro ekstraksiyon (LPME), tek
damla mikroekstraksiyon (SDME), hollow fiber sivi faz mikroekstraksiyonu (HF-LPME), dispersive
sivi-sivi mikroekstraksiyonu (DLLME) ve katilasmis yiizen organik damla mikroekstraksiyonu
(SFODME) gibi birgok mikroekstraksiyon tekniginin gelistirilmesiyle sonuglanmistir. Bu teknikler
operasyonun basitligi, nispeten diisikk enstriimantasyon maliyetleri, ¢ok yonliilikk, kromatografik
sistemlere kolay baglanti1 ve kisa ekstraksiyon siiresi dahil birgok olumlu 6zellige sahiptir [10].

Yiantzi ve ark. [11] ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin dispersiyonunun vorteks karistirmayla
giiclendirildigi vorteks destekli sivi-sivi mikro-ekstraksiyon teknigi gelistirilmistir. Yontem, mikrolitre
diizeyindeki 6ziitleme ¢oziiciisiinii sulu numuneye dagitmak icin diisitk maliyetli ve etkili bir yontem
olarak vorteks calkalamay1 kullanmaktadir. Ince damlaciklarin iiretilmesi, kiitle transferi icin mevcut
olan arayiizey alanini biiylik Olgiide artirmakta, difiizyon mesafesini diisiirmekte ve ekstraksiyon
oranlarii gelistirmektedir, boylece analitler birka¢ dakika i¢inde ayirma dengesine ulasabilmektedir.
Ekstraksiyonun ardindan, iki siv1 faz santrifiijleme ile ayrilmakta ve alic1 faz geri kazanilarak analiz i¢in
kullanilmaktadir.

Herhangi bir kirleticinin iiretimine ve kullanimina yasal bir sinirlandirma getirilmesi halinde,
mevcut stoklar tiiketilinceye kadar yasal olmayan kullanimlarinin takip edilmesi olduk¢a zordur. Bu
nedenle endosiilfanin en son yasaklanan kimyasal maddelerden biri olmasi nedeniyle, cevresel
ortamlarda mevcudiyetinin yiiksek olabilecegi tahmin edilmektedir. Ozellikle kalici organik madde
sinifinda olmasi sebebiyle bu kirletici maalesef daha uzun yillar bir kirletici olarak giindemimizde
olmas1 gereken, takibi ve gideriminin incelenmesi gerekli olan bir pestisit olacaktir. Cevresel
matrislerdeki  pestisit kalintilarinin ~ belirlenmesi, Oncelikle bunlarin  ekstraksiyonuna ve
zenginlestirilmesine baglidir. Bununla birlikte, geleneksel 6n muamele yontemleri biiyiik miktarlarda
numune ve/veya organik coziiciilere ihtiya¢ duyar, zaman alici, pahalidir ve kullanilan malzemeler
tekrar kullanilamaz. Bu zorluklarin tistesinden gelmek i¢in kalici organik kirleticilerin basit, hizli, diisiik
solvent tiiketimini ve diisiik atik {iretimini igeren, yiiksek zenginlestirme faktorlerine ulasildigi ¢evre
dostu veya yesil analitik kimya prosediirlerinin kalici organik kirleticilere uygulanmasi planlanmustir.
Bu amagla, ¢alismada, organoklorlu pestisit grubundan a-endostilfan, B-endosiilfan, endosiilfan siilfat,
endosiilfan lakton ve endosiilfan eterin es zamanli olarak sentetik sulu numunelerden 6n konsantrasyonu
icin bir VALLME numune hazirlama yonteminin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon
solventinin tipi ve hacmi, numune hacmi ve ekstraksiyon siiresinin optimizasyonu yapilmistir. Optimize
edilen yontem ile organoklorlu pestisit grubundaki diger kalic1 kirleticilerin ve metabolitlerinin de es
zamanl ekstraksiyonun etkili bir sekilde yapilmasina 151k tutacagi diistiniilmektedir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Endosiilfan izomerleri ve metabolitlerinin standart ve stok c¢ozeltilerinin hazirlanmast igin
kromatografik saflikta o+B-endosiilfan (%99.5), a-endosiilfan (%99.5), B-endosiilfan (%99.3),
endosiilfan siilfat (%98.0), endosiilfan lakton (%99.0) ve endosiilfan eter (%99.0) Sigma Aldrich,
¢oziicii olarak kullanilan aseton ise Merck KGaA firmasindan temin edilmistir. Endosiilfan izomerleri
ve metabolitlerinin ekstraksiyonunda kullanilmak iizere yiiksek saflikta solventler; diklorometan
(CH.CIy), dietileter (C2Hs)20, etilasetat (CsHgO>), trikloretilen (C.HCIs), tetrakloretilen (C.Cls), 1,2-
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diklorobenzen (1,2-(Cl)2(CsH4)) Tekkim; siklohekzan (CeHi2), toluen (CsHs) Carlo Erba; n-hekzan
(CeH14), Merck KGaA ve kloroform (CHCI3) Akkimya firmlarindan temin edilmistir.

2.2. HPLC Enstriimantasyon ve Kromatografik Kosullar

Endosiilfan izomerlerinin ve metabolitlerinin tayini 44 MPa basing ve 10 mL/dk akis kapasitesine sahip
ikili HPLC pompalarindan olusan, inceltilmis bir akis hiicresi ile 190 ila 700 nm arasinda ¢alisan ve bir
GL Science C18 (250 mm x 3.1 mm i.d.) reversed phase kolon iizerinde ayrilan iki kanalli bir
UV/VIS/PDA ikili absorbans dedektorii kullanilarak Shimadzu Prominence-i 2030- 3d sivi
kromatografi sistemi ile gergeklestirilmistir. Kolon sicakligi ortam sicakliginda kullanilmis ve
enjeksiyon otomatik numune 6rnekleyicisi ile gerceklestirilmistir. Mobil faz, 1 mL/dk akis hizinda,
hacimce 70:30 olarak ayarlanmig asetonitril:su karisimindan olusturulmustur. Enjeksiyon hacmi 20 puL
olarak belirlenmis ve endosiilfan ve metabolitleri 214 nm'de tespit edilmistir.

2.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

a-endosiilfan, B-endosiilfan, endosiilfan siilfat, endosiilfan lakton ve endosiilfan eter kimyasallarinin 200
mg/L konsantrasyonunda stok ¢ozeltileri aseton icinde ayr1 ayri ¢oziilerek hazirlanmistir. Ilk olarak
izomer ve metabolitleri cihaza tanitmak ve kolonda tutulma siirelerini tespit etmek iizere 200 mg/L
konsantrasyonda, standartlar yukarida belirtilen HPLC sartlarinda cihaza enjekte edilmistir. Kalibrasyon
grafiginin olusturulmasi icin ise stok ¢ozeltilerden istenilen farkli konsantrasyonlarda (10, 20, 50, 100
ve 150 mg/L) aseton ile seyreltmeler yapilmis, sonrasinda cihaza enjekte edilerek konsantrasyona
karsilik elde edilen pik alanlar grafige islenerek kalibrasyon denklemleri olusturulmustur.

2.4. Endosiilfan ve Metabolitlerinin Sentetik Su Numunelerinden Ekstraksiyonu

Endosiilfan izomer ve metabolitlerinin su ortamindaki analizlerinin yapilmasinda VALLME yontemi
[11] uygulanmis ve yontemde optimum sartlarin belirlenmesi i¢in deneysel c¢alismalar iki asamada
gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon ¢alismalarinin ilk asamasi olarak, en uygun solvent tiirii belirlenmistir.
Solvent tiiriinii belirleyebilmek i¢in, diger degisken parametreler/kontrol edilebilen faktorler sabit
degerlerde tutulmustur. Deneysel c¢aligmalarda diklorometan, dietileter, etilasetat, trikloretilen,
tetrakloretilen, siklohekzan, kloroform, toluen, 1,2-diklorobenzen ve n-hekzan solventlerinin her biri,
endosiilfan izomerlerini ve metabolitlerini iceren 2 mg/L konsantrasyonuna sahip stok ¢ozeltilerden
hazirlanan 10 mL numunelere 200 uL hacminde eklenmistir. Sonrasinda 1 dk elle ¢alkalama, devaminda
ise 1 dk 3000 rpm’de vorteks karistirma uygulanmistir. Faz ayrimimin gergeklesmesi igin 3000 rpm’de
2 dk stireyle numuneler santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonucunda tek damla formunu geri kazanarak
en yiiksek geri kazanim verimin elde edildigi solvent ekstraksiyon solventi olarak secilmistir.

En uygun ekstraksiyon solventi belirlendikten sonra deneysel ¢alismalarin ikinci asamasinda,
VALLME’de daha yiiksek geri kazanim oranlar elde etmek i¢in ekstraksiyon performansini etkileyen
vorteks karistirma siiresi, solvent ve numune hacmi optimize edilmistir. Optimizasyon i¢in minimum-
ortalama-maksimum olacak sekilde 200, 300 ve 400 uL solvent hacimleri; 5, 7.5 ve 10 mL numune
hacimleri, 1, 3 ve 5 dakika vorteks karigtirma siireleri ¢alisilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Endosiilfan izomerlerinin ve Metabolitlerinin HPLC Analizi ve Kalibrasyon Denklemlerinin
Elde Edilmesi

Birgok c¢evresel organik Kkirleticinin ayrilmasi ve saptanmasi igin ylksek performansli sivi
kromatografisi basariyla kullanilmigtir. Yiiksek performanshi sivi kromatografisinin GC' ye gore birgok
avantaj1 vardir. Asidik, bazik, nétr, iyonik ve termal olarak kararsiz pestisitlerin eszamanl analizine izin
verir. Bunun yanisira, bu teknik bir¢ok polar pestisitin ve metabolitin belirlenmesine izin vererek 6n
tirevlendirmeyi onler ve numune manipiilasyonunu en aza indirir.

Endosiilfan izomerleri ve metabolitlerine ait sivi kromatogramlar birlestirildiginde elde edilen elde
edilen kromatogram Sekil 2’de verilmistir.
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Sekil 2. Endosiilfan izomerleri ve metabolitlerine ait kromatogram (1: asetonitril, 2: aseton, 3: endosiilfan
lakton, 4: endosiilfan siilfat, 5: endosiilfan eter, 6: B-endosiilfan, 7: a-endosiilfan).

Kromatogramda goriilen 1 nolu pik tastyici faz olan asetonitril, 2 nolu pik endosiilfan izomerleri
ve metabolitlerine ait stok ¢dzeltilerin hazirlanmasinda kullanilan aseton ait olup alikonma siireleri
strastyla 3.259 ve 5.477 dakikadir. 3 nolu pik endosiilfan lakton, 4 nolu pik endosiilfan siilfat, 5 nolu pik
endosiilfan eter, 6 nolu pik B-endosiilfan ve 7 nolu pik ise a-endosiilfana ait olup alikonma siireleri,
kalibrasyon denklemleri ve R? degerleri tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Endosiilfan ve metabolitlerine ait alikonma siireleri ve kalibrasyon verileri

Analit A“'I'.«m'.“a R? Kalibrasyon denklemi
siiresi
Lakton 9,058 0,5804 y =21973x
Siilfat 11,765 0,9996 y =26301x
Eter 14,948 0,9943 y =15349x
B - endosiilfan 17,249 0,9982 y = 8520,4x
o - endosiilfan 21,469 0,9929 y = 13069x

Tespitte dogrusallik olusturmak i¢in 10 ila 150 mg/L endosulfan izomer ve metabolitlerinin
konsantrasyonlari GL Science C18 kolonunda test edildi. Calisilan konsantrasyon araliginda izomer ve
matabolitler i¢in iyi bir dogrusallik elde edildi.

3.2. Endosiilfan izomerlerinin ve Metabolitlerinin Ekstraksiyonunda Geri Kazanmm
Calhismalarinin Sonuclari

VALLME'de, analit ekstraksiyonu agirlikli olarak damla parcalanmasinin ilk adimi sirasinda
gerceklesir. Bu adim sirasinda, ekstraksiyon verimliligini optimize etmek icin bir dizi deneysel
parametre kontrol edilir. Bu boliimde oncelikle endosiilfan izomerlerine ve metabolitlerine afinitesi en
yiiksek olan ¢oziiciiniin tespiti yapilmigtir. Sonrasinda ise ekstraksiyon yonteminin optimizasyonu i¢in
ekstraksiyon siiresi, ¢oziicii ve numune hacimleri ¢alisilmistir.

En uygun ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin segilmesi, hedef bilesiklerin seciciliginin daha iyi elde
edilmesi i¢in ¢ok 6nemlidir. VALLME'de, suyla karismayan birkag organik ¢oziicii ve iyonik sivi, sudan
daha yiiksek veya daha diigiikk yogunluklarda test edilmistir [12]. Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin sudan daha
diisiik bir yogunluga sahip oldugu durumlarda, ¢dziiciiniin ikinci faz ayirma asamasindan sonra biiyiik
bir mikro damla seklini geri kazanma kabiliyeti dikkate alinmalidir [11].

Ekstraksiyon islemleri sonucunda diklorometan, 1,2 diklorobenzen, dietileter ve etilasetat
coziiciileri ile yapilan deneylerde ¢6ziicii ve analitler arasindaki etkilesimi gdsteren bulutsu goriinim ve
santrifiij islemi sonrasi faz ayrimi gergeklesmemistir. Trikloretilen, tetrakloretilen, kloroform,
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siklohekzan, toluen ve n-hekzan coziiciilerinde calkalama ve vorteks siiresince bulutsu olusum
gbzlenmis ve santrifiij sonrast iki sivi arasinda faz ayrimi gercekleserek seffaf bir goriiniim elde
edilmistir. Siklohekzan, toluen ve n-hekzan c¢oéziiciilerinde ayrim st faz olarak elde edilirken,
trikloretilen, tetrakloretilen ve kloroform c¢dziiciilerinde alt faz olusumu gozlenmistir. Pastor pipet
kullanilarak olusan fazlar viallere aktarilmis, HPLC cihazina enjeksiyonu gerceklestirilmistir. Analizler
sonucunda elde edilen geri kazanim degerleri Sekil 3’de gosterilmistir.

B Endosiilfan alfa @ Endosilfanbeta OEndosilfan silfat
BEndosilfan eter @ Endosilfan lakion
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Sekil 3. Farkli ¢oziiciilerle elde edilen geri kazanim oranlari (10 mL numune hacmi, 200 pL solvent hacmi, 1 dk
vorteks siiresi).

Sekil 3’den goriilecegi tizere HPLC okumalar1 sonrasinda en iyi geri kazamim siklohekzan,
kloroform ve n-hekzan ¢oziiciilerinde elde edilmistir. Mevcut diger ¢oziiciilerin kolonda tutulma
siireleri, endosiilfan izomerleri ve metabolitlerinin tutulma siireleri ile iist {iste ¢akisarak alan
ayrimlarinin saglanmasini engellemistir (Sekil 4). Ayrica kloroform ¢dziiciisiinde endosiilfan siilfat i¢in
geri kazanim orani ¢ok diisiik oldugundan dolay1 ekstraksiyon prosesinin optimizasyon deneylerine
siklohekzan ve n-hekzan ¢oziiciileri ile devam edilmistir.
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Sekil 4. Toluen, tetrakloretilen ve trikloretilen ¢oziiciileri ile geri kazanima ait kromatogramlar.

-Coziicii hacminin geri kazamim iizerine etkisi

S1vi-s1v1 mikroekstraksiyon islemlerinde kullanilan ekstraksiyon ¢dziiciisiiniin hacmi ekstraksiyondan
sonra toplanan organik fazin hacmini, sonuglarin tekrarlanabilirligini ve ekstraksiyonun verimliligini
etkileyebileceginden optimize edilmesi gerekir [13]. Yeterli bir ¢6ziici, hedef analitlerin tam olarak
kazanilmasini saglar ve ideal bir iyilesme ile sonuglanir. Ekstraksiyon ¢6ziicii hacminin artmasiyla,
santrifiijlemeden sonra toplanan son ¢oziicii hacmi artar, ancak bu analitlere karsi duyarlilikta bir
azalmaya neden olur. Hassasiyeti arttirmak icin, ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin hacmini miimkiin oldugunca
diisiik tutmak 6nemlidir. Bununla birlikte, ¢6ziicii hacmini istenen sekilde azaltmak her zaman miimkiin
degildir, ¢iinkii kromatografik analiz i¢in santrifiijlemeden sonra yeterli hacimde ¢6ziiciiniin toplanmas1
gerekir [14]. Cozlicti hacmi i¢in optimal miktar1 bulmak amaciyla, 200, 300 ve 400 pL farkli solvent
hacimlerini i¢eren deneyler, ayni1 ekstraksiyon kosullar1 altinda gerceklestirilerek elde edilen sonuglar
Sekil 5’te verilmigtir. 100 pL ¢oziicli hacmi ile gergeklestirilen deneylerde santrifiij isleminden sonra
HPLC enjeksiyonu icin yeterli hacim toplanamadigindan 200 pL’nin altinda degerler dikkate
alinmamustir.
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Sekil 5. n-hekzan ve siklohekzan solventleri ile yapilan geri kazanim ¢aligmalarina solvent hacminin etkisi (2
mg/L endosiilfan izomer ve metabolit konsantrasyonu, 5 mL numune hacmi, 1 dk vorteks siiresi).

Analiz sonuglari incelendiginde ¢oziicli miktarindaki artisin geri kazanim verimlerinde kayda
deger bir yiikselme saglamadigi goriilebilir. Artan ¢oziicii hacmi ile geri kazanim verimlerinde
iyilesmenin gergceklesmemesi durumu c¢oziicii hacminin artmasiyla ekstrakte edilen analitlerin
seyreltilmesi gergegiyle agiklanabilir [15]. Hem geri kazanim oranlarinin digerlerine nazaran yiiksek
olmas1 hem de yesil kimya prensiplerine uygun diisiik miktar solvent kullanimi1 amaciyla 200 pL
optimum ¢06ziicii hacmi olarak alimmugtir. Ayrica tiim ¢0Oziicii hacimlerinde santrifiij sonrasi geri
kazanilan solvent hacimleri de HPLC enjeksiyonu i¢in yeterliydi. Benzer sekilde Li ve ark. [16] gidayla
temas eden plastiklerden ftalat esterlerinin belirlenmesi igin vorteks destekli sivi-sivi
mikroekstraksiyonu kullandiklart caligmalarinda ¢ok az miktarda Oziitleyicinin, hedef analitlerin
kantitatif geri kazanimi1 gereksinimini karsilamak ve analitik yontemin hassasiyetini iyilestirmek icin
cok yararli olan yiiksek zenginlestirme oranina ulagmak i¢in yeterli oldugunu ifade etmis, 80 pL
oziitleyici hacmini optimum bulmuslardir. Bu arada, 70 pL 6ziitleyici kullanildiginda, geri kazanilan
oziitleyici miktarinin 50 pL'lik bir mikro siringa kullanilarak alim i¢in yeterli olmadig1 ve bu nedenle
ilgili sonuglarin belirlenemedigini de belirtmislerdir. Yiantzi ve ark. [11] yaptiklar1 ¢alismada ¢oziicti
hacmini 50 pL’den 80 pL’ye ¢ikardiklarinda bisfenol-A, oktilfenol ve nonilfenol geri kazanim verimi
icin sirasiyla %36, 38 ve 42'lik bir azalma kaydetmislerdir. Bunun nedenini ise ¢oziicii fazindaki hedef
analitlerin nihai konsantrasyonlarinin azalmasiyla agiklamislardir.

-Numune hacminin geri kazamim iizerine etkisi

Numune hacmi, ekstraksiyon geri kazammim iki agidan etkileyebilir. Ilk olarak, daha yiiksek bir
numune hacmi daha fazla ekstraksiyon ¢oziiciisiinii ¢ozebilir ve bu da ekstraksiyon verimliligini
dogrudan diisiirebilir [17]. Ikinci olarak, daha biiyiik bir numune hacmi daha fazla miktarda hedef analit
icerir; boylece ekstraksiyonu artirir ve yontem duyarlihigini iyilestirir [18]. Geri kazanim oranlarini
artirabilmek adina numune hacmi, kullanilan ekstraksiyon kabina ve yontemin sonugtaki hassasiyetine
baglh olarak 5, 7.5 ve 10 mL alinarak ve diger sartlar ayn1 kalacak sekilde siklohekzan ve n-hekzan
¢oziiciileri i¢in optimize edilmistir.
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Sekil 6. n-hekzan ve siklohekzan solventleri ile yapilan geri kazanim ¢alismalarina numune hacminin etkisi (2
mg/L endosiilfan izomer ve metabolit konsantrasyonu, 200 uL solvent hacmi, 1 dk vorteks siiresi).

Sekil 6’da goriilecegi lizere numune hacmindeki azalma ile yeterli geri kazanim oranlar elde
edilemedigi gibi oranlarda diislis ger¢eklesmis ve numune hacmindeki azalmanin geri kazanim
oranlarmni diisiirdiigii sonucuna ulasilmistir. Sonraki deneylerde kullanilmak iizere en iyi verimlerin elde
edildigi 10 mL numune hacmi optimum deger olarak alinmistir. Yiantzi ve ark. [11] yaptiklan
caligmada, numune hacminin 5 mL’den 20 mL’ye yiikseltilmesi ile ekstraksiyon igin mevcut olan
toplam analit kiitlesinin arttirildigini, bunun da bisfenol-A, oktilfenol ve nonilfenol i¢in analitik cihazin
yanitinda net bir artisa neden oldugunu ve kaydedilen sinyallerin sirastyla 1.5, 2.4 ve 3.4 kat daha
ylikseldigini ifade etmistir. Papadopoulou ve ark. [19] yaptiklari ¢aligmalarinda perflorooktan siilfonat
ekstraksiyonunda, 5 mL numune hacmi elde edilen geri kazanim verimlerine kiyasla 20 mL numune
hacminde elde edilenleri yaklasik 4.3 kat daha biiyiik tespit ederek optimum numune hacmini 20 mL
olarak almislardir.

-Vorteks siiresinin geri kazanim iizerine etkisi

S1vi-s1v1 ekstraksiyon metodolojisinde, hedef analitin sulu fazdan ekstraksiyon ¢oziicii fazina etkili kiitle
transferini saglamak ve iyi bir emiilsifikasyon olugturmak i¢in, karistirma aparatinin tipi ve ekstraksiyon
ile numune soliisyonu fazlari arasindaki temas siiresi optimize edilmesi gereken dnemli bir parametredir
[20]. Vorteks ajitasyonu, ince ekstraksiyon ¢oziici damlaciklarinin olusumunu kolaylastirabilir,
ekstraksiyon verimliligini artirabilir ve ekstraksiyon siiresini kisaltabilir. Genel olarak, artan vorteks
siiresi, hedef analitlerin ekstraksiyon ¢oziiciisii ile sulu ¢ozelti arasinda kiitle transferini hizlandirabilir
ve bu nedenle denge siiresini en aza indirebilir [16]. Vorteksin etkisi, vorteks karigtiricisinin doniis
hizina ve vorteks siiresine baghdir. VALLME'de difiizyon mesafesi kisa ve 6zgiil yiizey alan1 dengeyi
saglamak i¢in genis oldugundan, sulu fazdan ara faza kiitle transferi yiiksek vorteksleme hizlarinda daha
hizl1 olacaktir [21]. Shalash ve ark. [22] yaptiklari ¢alismalarinda vorteks karistiricisinin doniis hizinin
etkisini 1000-2500 rpm aralig1 aragtirmis, vorteksleme hizinin artmasiyla ekstraksiyon veriminin arttigi
goriilerek VALLME adimi, ekstraksiyon boyunca vorteks karistiricinin - maksimum hiz (2500 rpm)
ayarinda gerceklestirildigi  bildirilmistir. Buradan yola ¢ikarak vorteks siiresinin analitlerin
ekstraksiyonu iizerindeki etkisini incelemek igin deneyler, maksimum vorteks karistirici hizi olan 3000
rpm’de, vorteks karistirma siireleri ise 1, 3 ve 5 dakika olarak calisilmistir.

1412



M. Tiirkyilmaz, S. Kiigiikgongar / BEU Fen Bilimleri Dergisi 10 (4), 1404-1415, 2021

@ Alfa endosiilfan B Beta endosiilfan O Endosiilfan siilfat
B Endosiilfan eter B Endosiilfan lakton

150

siklohekzan
100

50 1

Geri Kazamm (%)

150

n-hekzan

100

50

Geri Kazamim (%)

1dk 3dk 5dk
Vorteks siiresi

Sekil 7. n-hekzan ve siklohekzan solventleri ile yapilan geri kazanim ¢alismalarinavorteks siiresinin etkisi (2
mg/L endosiilfan izomer ve metabolit konsantrasyonu, 200 pL solvent hacmi, 10 mL numune hacmi).

Elde edilen sonuglar Sekil 7°de gosterilirken, her iki ¢oziicii i¢in de ekstraksiyon veriminin,
vorteksleme siiresi 1 dakikadan 3 dakikaya ¢ikarildiginda arttig1 ve bundan sonra ise bir miktar azaldig1
bulunmustur. Boylece 3 dk’da dengeye ulasilarak ekstraksiyon ¢oziiciisii ile sulu numune arasindaki
temas yiizeyi biiyiik olciide artirilmis ve bunun sonucu olarak da kiitle transferi artirilarak ekstraksiyon
verimleri gelistirimigtir. Vorteks siiresinin artiritlmasiyla verimlerde meydana gelen bir miktar azalma
ise Oziitleyici ile analitler aras1 baglarin uzun siireli vorteks sonrasi kismen yok olmasina baglanabilir
[16]. Li ve ark. [16] yaptiklar1 ¢calismalarinda, vorteks siiresinin analitlerin geri kazanilmasi iizerindeki
etkisini incelemek i¢in deneylerini, vorteks hizi1 500 rpm'de tutarak farkli vorteks siireleriyle (0, 1, 2, 3,
4, 5 ve 6 dakika) gerceklestirmistir. Vorteks siiresi 0'dan 2 dakikaya ¢ikarildiginda sinyal degerlerinin
yiikseldigi, sonrasinda 4 dakikada hafif bir azalma oldugu ve daha sonra hizla diistiigii bildirilmistir.

4. Sonuclar ve Oneriler
Endosiilfan izomerleri ve metabolitlerinin vorteks destekli sivi sivi ekstraksiyonunun optimizasyonu
icin yapilan geri kazanimi ¢caligsmalarinda elde edilen sonuglar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

- Ekstraksiyon isleminde kullanilacak ¢oziicli se¢imi igin yapilan deneysel calismalardan
cikan sonuglar neticesinde en yiiksek geri kazanim verimlerine siklohekzan ve n-hekzan
¢Oziiciilerinde ulasilmistir.

- Sonrasinda VALLME yo6nteminin optimizasyonu igin sirasiyla ¢oziici hacmi, numune
hacmi ve ekstraksiyon siiresinin etkisi arastirilmistir. Deneyler sonucunda 200 L ¢oziicii
hacmi, 10 mL numune hacmi ve 3 dk vorteks siiresi her iki ¢oziicli igin de optimize
edilmistir.

- a-endosiilfan, B-endosiilfan, endosiilfan siilfat, endosiilfan eter ve endosiilfan lakton i¢in
geri kazanim oranlar siklohekzan igin sirasiyla; %79.56, 99.34, 93.28, 101.85 ve 97.43
olarak elde edilirken, n-hekzan igin bu degerler sirasiyla; %99.06, 103.06, 91.1, 96.79 ve
115.31 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar neticesinde VALLME’de kullanilacak
ekstraksiyon solventi n-hekzan olarak belirlenmistir.
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