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BAZI KOZMETIK URUNLERDE ESER BILESENLERIN SPEKTROSKOPIK ve
KROMATOGRAFIK YONTEMLERLE TAYINLER]
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

_ Damisman: Do¢. Dr. Belgin IZGI )
Ikinci Damisman: Prof. Dr. Erwin ROSENBERG (Viyana Teknik Universitesi)

Calismamizda kozmetik ve cevre Orneklerinin kalite kontrolii i¢in Ornek hazirlama
teknikleri ve farkli analiz yontemlerinin kullanilmasi iizerinde durulmustur. Tezin
spektroskopik tekniklerle ¢alisilan kisminda, ¢esitli kozmetik matrislerde, toplam civa
ve kursun tayini icin analitik yontemler gelistirilmistir. Ik olarak Enerji Dagilimli X-
Isin1 Floresans Spektrometre (EDXRF) teknigi ile krem ve goz fart matrikslerinde
kalitatif element taramasi yapilmistir. Ruj matriksinde kursunun fraksiyonlamasi i¢in bir
sema gelistirilmistir. Gliserol, n-hekzan, aktif karbon, yapay tiikiiriik ve gida benzeri
ekstraksiyon risk degerlendirmeleri agisindan incelenmistir. Goz far1 G6rneklerinde
kursunun tayini igin Indiiktif eslesmis plazma-kiitle spektrometre (ICP-MS) teknigi ile
calisilmistir. Civa tayini i¢in grubumuz tarafindan daha once gelistirilen bir sistem, altin
amalgami ile Grafit Firinli Atomik Absorbsiyon Spektrometresi (GFAAS) kullanarak
kozmetik kremlerde civa tayini i¢in modifiye edilmistir.

Tezin kromatografik tekniklerle ¢alisilan kisminda, Vakum Outlet - Gaz
Kromatografisi/Kiitle Spektrometresinin (VO-GC/MS) uygulanabilirligi arastirilarak,
teknigin havuz suyu numunelerinde oktinoksat ve oksibenzon UV Filtrelerin tayini igin,
hizli, duyarl ve ¢evre dostu bir ekstraksiyon metodu olan Kat1 faz mikro ekstraksiyon
ile kombinasyonu incelenmistir. Oktinoksat ve oksibenzon giines koruyucu losyonlarda
yaygin olarak kullanilan siipheli endokrin bozucular olmasi nedeniyle kullanimistir.
Ekstraksiyon basamaklarimi etkileyen biitiin deneysel parametreler arastirilmistir ve
geleneksel Gaz Kromatografisi/ Kiitle Spektrometresi (GC/MS) yontemiyle
karsilagtirilmistir.  Ayrica, Sivi kromotografi — iyon tuzagi- ugus zamanli— Kiitle
spektrometresi ile Tiyomersal bilesiginin kantitatif tayini i¢in metot gelistirilmistir.
Gelistirilen yontemler, element ve bilesiklerin diisiik derisimlerinin belirlenmesinde
kozmetik ve ¢evresel orneklere uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: UV Filtreler, Civa, Kursun, Tiyomersal, Havuz suyu, Kozmetik,
EDXRF, GFAAS, Vakum Outlet-GC/MS, ICP-MS, LC-IT-TOF-MS
2015, xi + 117 sayfa.



ABSTRACT
PhD Thesis

DETERMINATION OF SOME TRACE CONSTITUENTS IN COSMETICS BY
SPECTROSCOPIC AND CHROMATOGRAPHIC METHODS

Ozlem YILMAZCAN

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Belgin IZGI
Second Supervisor: Prof. Erwin ROSENBERG (Vienna Technology of University)

In this study, new analytical methods were developed for the determination of quality
parameters in cosmetic and environmental samples. In the spectroscopic part of this
thesis, developed analytical methods for total mercury and lead determination were
presented. Firstly, EDXRF technique was used for the qualitative analysis in cosmetic
creams and eye shadow matrixes. A preliminary scheme was proposed for the
fractionation of lead in lipstick matrix. Glycerol, n-hexane, activated carbon, artificial
saliva and food stimulant extractions were investigated in terms of the risk assessment
evaluations. A method was performed for the determination of lead in eye shadow
matrices using ICP-MS. Further, a homemade system which has been developed by our
group was modified for determination of mercury in cosmetic creams by a mercury gold
amalgamation with GF-AAS.

In the chromatographic part of this thesis, the applicability of vacuum outlet-GC/MS
and its combination with SPME for the fast, sensitive, convenient and environmentally
friendly extraction and subsequent determination of octinoxate and oxybenzone in
swimming pool water samples was investigated. Octinoxate and oxybenzone were
chosen as representative chemicals as they were suspected endocrine disrupters and yet
belong to the most widely used chemicals in sunscreen lotions. All the experimental
parameters affecting the extraction procedure were intensively investigated and the
analytical characteristics of the method were compared to a conventional GC/MS
method and critically evaluated. Also, a LC—IT-TOF-MS method were developed and
validated for the quantitative determination of thimerosal compound. This system has
proved to be an effective tool for fast, sensitive and selective determination of
thimerosal at cosmetic samples. The developed methods have been applied to cosmetic
and environmental samples with low concentrations of the elements and compounds.

Keywords: UV Filters, mercury, lead, thimerosal, swimming pool water, fractionation,
cosmetic, EDXRF, GFAAS, Vacuum Outlet-GC/MS, ICP-MS, LC-IT-TOF-MS
2015, xi + 117 pages.
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R Alikonma zamani
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v Mikro

ng L* Mikrogram/Litre

mg L™* Miligram/Litre

mL d* Mililitre/dakika
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ppm Milyonda bir kisim

rpm Dakikada gerceklesen devir sayisi

Kfs Ornek matriksi ile fiber arasindaki dagilim
katsay1s1

n Fibere kaplanan analitin kiitlesi

Co Ornekteki analitin baslangic derisimi

\ Fiberin hacmi

Vs Ornek hacmi

S Saniye

+ Standart sapma

% Yiizde
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APCI Atmosferik basin¢ kimyasal iyonlagma
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GC-MS Gaz kromatografisi- Kiitle Spektrometresi

GFAAS Grafit firinli atomik absorpsiyon spektrometresi
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LC-IT-TOF/MS
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PVDF
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1. GIRIS

Kozmetik {irtinler olduk¢a karmasik yapiya sahiptirler. Hem formiilasyonu olusturan
cok sayidaki madde grubunu hem de deri lizerinde 6zel etkiye sahip aktif maddeleri
icerirler. Aktif madde grubu olarak; yaslanma etkilerini geciktiren (anti-ageing) ajanlar,
giinesten koruyucular ve incelticiler gibi maddeler bulunmaktadir. Kullanilan diger
maddeler; bu etkili maddeleri tasiyan karigimi olustururlar. Kremler viicudun cesitli
boliimlerinde haricen kullanilan ve islevsel olarak farkli gérevler iistlenen ¢ok amaclh
kozmetik triinlerdir. Kremler, farkli gorevler istlenmenin yani sira, yapi olarak
dogalarinda ¢esitli kimyasal katkilarin biraraya gelmesi ile olusan opak, yari kat1 veya

vizkoz s1vi emiilsiyon seklindeki karisimlardir (Senses 2006).

Giines 1s1nlar1 bronzlasma ile deriye saglikli ve sik bir goriinim vermesinin yani sira,
uzun vadede erken deri yaslanmasina yol agabilir. Bu amagla giiniimiizde giines
koruyucu kremler kullanilmaya baslanmistir. Bu koruyucu kremlerin amaci, zararl
olan 1sinlar1 absorbe edip, uzun dalga boylu isinlarin niifuz etmesini saglayarak,
pigmentlerin olusmasini hizlandirmaktir. Giinesten koruyucular giines yanigini onlerler,
foto yaslanma izlerini, UV 1sinlarina bagli kronik giines hasarim1 ve bagisiklik
sisteminin baskilanmasini1 azaltirlar, 06zellikle bazi deri kanserlerini ve kanser

onciilerinin (giines lekeleri) olusumunu 6nlerler (Chisvert ve ark. 2007).

Kozmetik endiistrisi biitlin diinyada onemli bir giice sahiptir. Gliniimiiziin kozmetik
tirlinleri, eskiden oldugu gibi basit maddelere ve klasik formulasyonlara sahip degildir.
Bu nedenle kozmetik pazar paynin biyiik bir kismina sahip olan bilyiilk kozmetik
firmalar1, daha etkili ve daha giivenli iiriinlerin tiiketiciye sunulabilmesi, yeni kozmetik
maddelerin veya karisimlarin elde edilebilmesi icin arastirmaya ve gelistirmeye biiyiik
para harcamaktadirlar. Kozmetik iriinler, kullanici giivenligi ve etkinligi agisindan
tilkelerdeki belli mevzuatlara gore diizenlenmektedir. Bu yonetmeliklerin basinda 1976
yilinda yiiriirliige giren Avrupa Birligi tarafindan hazirlanmig EU 76/768 EEC kodlu
Kozmetik Mevzuati gelmektedir. Ayrica, Amerika ve Japonya’da da, kozmetik
tirtinlerde baz1 kimyasallarin kullanimu ile ilgili sinirlamalar mevcuttur. Bu listeler, eski

ve yeni formiilasyonlarin kullanimi ve etkilerinin arastirilmasi ile zaman iginde



giincellenmektedir. Bu mevzuatlar, 1300'den fazla maddenin (ya da maddeler
gruplarini) kozmetikte kullanilamaz ve ayrica neredeyse 500’e yakin maddenin sadece
belli kosullar altinda kullanilabilir oldugunu listelemektedir. Bu nedenle, bu {iriinlerin
kalite kontrolii, son {irliniin bilesiminin garantisini mevcut mevzuata uygun olarak

vermesi bakimindan ¢ok 6nemlidir (Chisvert ve ark. 2013).

Bu kapsamda tez ¢alismasinda, pazarda bulunan kozmetik triinlerin karakterizasyonu
icin mevzuatlarda kullanilan standart analiz metotlar1 ve kozmetiklerde kullanilan UV
filtre kimyasallarinin ¢evreye geg¢isinin izlenmesinde mevcut tayin yontemlerinin
iyilestirilmesi agisindan diislik tayin seviyelerine inebilen, giivenilir, dogrulugu yiiksek

ve hizli analitik yontemler gelistirilmeye ¢alisiimustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kozmetikler

Kozmetik kelimesinin kékeni yunanca kozmos (diizen veya giizellestirme, ¢eki diizen
verme) kavramindan gelmektedir. Kozmetik iiriinler, neredeyse insanligin varolusundan
beri kullanilmaktadir. Bu iiriinler her ne kadar, renklendirmek, koku vermek, ruh halini
diizeltmek icin gelistirildiyse de, son donem kozmetik {iriinler bunlara ek olarak hasarli
derinin tamiri, yaslanmanin goriinen etkilerinin geri dondiiriilmesi, ultraviyole
1sinlarindan korumak ve derinin korunma fonksiyonunun arttirilmasi gibi etkilere de

sahiptir (EU 76/768 EEC 1976).

Tiirkiye’de, Avrupa Birligi Kozmetik Mevzuatinin 76/768/EEC sayili Konsey Direktifi
ile 96/335/EC sayili1 komisyon kararmma paralel olarak, 23 Mayis 2005 tarihinde
kozmetik yonetmeliginde degisiklige gitmis ve Avrupa’da yiiriirliikte olan yonetmeligi
birebir kabul etmistir. Belirtilen yonetmelikte; kozmetik iiriin “Insan viicudunun
epiderma, tirnaklar, killar, saglar, dudaklar ve dis organlar gibi degisik dis kisimlarina,
dislere ve agiz mukozasima uygulanmak iizere hazirlanmis, tek veya temel amaci bu
kisimlar1 temizlemek, koku vermek, goriiniimiinii degistirmek ve/veya viicut kokularini
diizeltmek ve/veya korumak ve iyi bir durumda tutmak olan biitiin preparatlar veya

maddeler” olarak tanimlanmaktadir.

2.2. Kozmetiklerde Kullanilan Metaller

Kozmetik trtinler, aliiminyum, antimon, arsenik, kursun, civa, nikel, kobalt, kadmiyum,
¢inko, selenyum, bizmut gibi bircok element igermektedir. Kozmetiklerde toksik
element igeriklerinin arastirilmasi, Ozellikle kursun, civa, arsenik gibi agir metal
derisimlerinin tespiti Son yillarda ilgi odagr olmustur. Kozmetik tiriinlerde metallerin
bulunusu, dogal olarak metal igeren baz1 maddeler (6rnegin, boyalar ve pigmentler gibi)
vel/veya iiretim basamaklarindan kaynakli olabilmektedir (Salvador ve ark. 2005).
Ornegin; pamuk tohumu yag, piring tiirevleri gibi bitkisel kaynaklardan elde edilen
katki maddeleri, kursun ve civa gibi metalleri de icerebilmektedir. Ayrica bazi metaller

renklendirici olarak kullaniimaktadir. Ornek olarak krom elementi, goz far1 ve alliklarda



renklendirici katkisi olarak kullanilmaktadir. EK olarak kozmetik trtunlerde kullanilan
bazi renk katki maddelerinin (D & C Red 6 gibi), kursun, arsenik ve civa metalleri ile

kirlendigi Cevresel Calisma Grubu tarafindan yapilan arastirmada bildirilmektedir
(EWG 2007).

Kozmetik tiriinlerde metal igeriginin “giivenli” olarak adlandirilan seviyesinin ne kadar
olduguna dair bilimsel tartismalar mevcuttur. Bunun sebebi ise, bazi metallerin
zamanla viicutta birikerek kanser, {ireme ve gelisimsel ve norolojik bozukluklar,
kardiyovaskiiler, bobrek ve bobrek sorunlari, akciger hasari, kontakt dermatit, sag
dokiilmesi gibi gesitli uzun vadeli saglik etkilerine neden olarak belirtilebilir. Ozellikle
kobalt, krom ve nikel gibi metallerle temas giiglii cilt hassasiyeti olusumuna neden
olabilirken, arsenik, kadmiyum, civa, kursun ve antimon gibi metallerle uzun siireli

maruziyette yiiksek derecede toksisite olusturmaktadir (Forte 2008, Thyssen 2010).

2.2.1. Kursun

Kursun (Pb), yerkabugunda dogal olarak bulunmasi yaninda dogal siireglerden (6rnegin,
erozyon) ¢evreye kiiciik bir miktar gecisi ve endiistriyel faaliyetler, rafineriler gibi insan
aktivitelerinden de kaynaklanmaktadir (Health Canada 2009, 2010). Kursun baz1 piring
ve bronz iriinlerinde, profesyonel boyalar ve pigmentlerde, tibbi malzemelerde
(6rnegin, radyasyon kalkanlar1), bilimsel ekipmanlarda (Environment Canada 2010),
askeri techizatta, bazi seramik sirlarda ve 6zellikle kursun-asit bataryalarin yapiminda,
yaygin olarak kullanilmaya devam edildigi bildirilmektedir (Agency of Toxic
Substances and Disease Registry 2007).

Ruj matriksi, hammaddeler veya renklendirici pigmentlerin kullanimi ile safsizliklar
igerebilmektedir (CSC 2007). CSC tarafindan test edilen 33 farkli marka ruj 6rneginin
%61’inde, USFDA tarafindan test edilen ruj orneklerinin tamaminda, Kanada Saglik
Kurulusu tarafindan test edilen ruj drneklerinin %81’inde ve 88 farkli renk goz farinda
yapilan bir ¢alismada, kursun diizeyinin tiim driinlerde 20 mg/kg’dan az oldugu
bulunmustur (Sainio 2001,Campaign for Safe Cosmetics 2007, FDA 2009,Canwest
News Service 2008).



Kursun ve kursun igeren bilesiklerin kozmetiklerde kullanimi Avrupa’da yasak
olmasma ragmen (EU 76/768/EEC 1976, European Commission 2004); kursun,
safsizlik olarak hammaddelerde bulunabilir veya kozmetik iiretim islemi boyunca
bulasabilmektedir. Ozokerit ve vazelin gibi petrol temelli maddeler kursun agisindan
onemli kaynaklardir. Renkli rujlarda kullanilan renk katki maddeleri de kursun
icerebilmektedir ve FDA renk katki maddeleri ig¢in kursun limitini 20 pg/g olarak
siirlandirmaktadir (FDA 2013).

2.2.2. Civa

Crva (Hg), hem dogal olarak bulunabilen hem de 6zellikle endiistriyel emisyonlar, tibbi
kullanim ve civa igeren iriinlerin yanlis bertarafi gibi insan faaliyetleri sonucunda
olusabilmektedir. Civa elemental ve organik civa formunda bulunabilmektedir.

2+

Elementel civa sivi ve buhar halde bulunabilmektedir. Elemental civa (Hg"); Hg?** ye
okside olur. Bu iyon mikroorganizmalar tarafindan MeHg’ye metillenmekte ve sucul
organizmalarda birikmektedir (Havarinasab ve ark. 2005). Organik civa, civanin karbon
atomu veya karbon igeren bilesiklerle birlestigi formudur. Civanin en toksik formudur.

Organik civanin en sik karsilasilan formlari; metil civave etil civadir.

Dogal olarak bulunan elemental civa, volkanik patlamalar boyunca gazlardan yayilarak
ya da madenlerde bulunabilirken; insan kaynakli elementel civa ise termometreler,
barometre, dis amalgami, komiir yakan termik santraller dahil olmak iizere sayisiz
kaynaklara sahiptir. Maruz kalma dogrudan temas veya civa buharinin solunmasi
yoluyla olusabilmektedir. Inorganik civa tuzlari, cilt aydinlatici kremler ve mikrop
oldiirticti sabunlar gibi hem yetiskinler hem de ¢ocuklar tarafindan kullanilan tiriinlerde
mevcuttur (Counter ve ark. 2004). Metil civaya en yaygin maruziyet ise
kontaminasyona maruz kalmig balik tiiketilmesi ile gerceklesmektedir. Etil civaya
maruziyet, mesleki ortamda ve tiyomersal i¢eren tibbi preparatlarin kullanimi yoluyla
olusabilmektedir (Clarkson ve ark. 2003). Benzer sekilde, fenil civaya maruz kalma ise
bu bilesigi i¢eren burun spreyleri ve goz merhemlerinin ilag olarak kullanimi yoluyla

olusabilmektedir (FDA 2013).



Cilde uygulanan civali karisimlarin kozmetik iiriinlerde kullanimi, ¢ok uzun siiredir
kabul edilmistir (Mahe ve ark. 1993,Delacuadra ve ark. 1993, McRIill ve ark. 2000).
Organik civa (tiyomersal ve fenil civa tuzlar1) goz makyaji temizleyici lriinler, maskara
ve kozmetik koruyucu olarak kullanilirken, inorganik civa (6rnegin amonyakli civa), cilt
aydinlatma sabun ve kremlerinde kullanilmaktadir (ATSDR 199, Al-Saleh ve ark. 2004,
Risher ve ark. 2007, Chan ve ark. 2011).

Civa insan saghgma etki eden en zehirli elementlerden birisidir. Metalik civa ve
inorganik civa bilesikleri, kanserojen olarak (Grup 3) siniflandirilmamasima ragmen
(IARC 1993), Hg tuzlarina akut veya kronik maruz kalmaya, bobrek rahatsizliklarina,

norolojik ve dermal toksisiteye neden olabilmektedir (Graeme ve ark. 1998).

Civa bilesiklerinin kozmetik iiriinlerde kullanimi yasaktir. Gectigimiz yillarda
Amerikan Gida ve ilag Idaresi, kozmetik iyi iiretim uygulamalar1 kosullar1 altinda
tirinlerin 1pg/g’dan fazla civa icermemesi gerektigini belirtmistir. Buna ragmen, izin
verilen sinir degerin iizerinde civa derigsimi bulunan kozmetik {riinler piyasada
bulundugu i¢in, inorganik civa zehirlenmesi hala devam etmektedir (Peregrino ve ark.
2011, Tang ve ark. 2013).

Cilt kremlerinde civa varligi kiiresel bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Civa cilt
beyazlatma kremleri gibi kozmetik {riinlerde kullanilmaktadir. Civa bir ndrotoksindir.
Civa bilesiklerinin topikal uygulamayla deride absorbe olma ve viicutta birikme egilimi
vardir (Anonim 2015). Bunlar alerjik reaksiyonlara, cilt tahrisine veya norotoksik
belirtilere sebep olabilmektedir. Kozmetik iiriinlerden civa zehirlenmesi son yillarda ¢ok
sayida haberde yer almistir. Hamileyken civa igeren kozmetik iiriin kullanan annelerin
cocuklarinda civaya maruz kaldigina dair ¢esitli iddialar mevcuttur. Bu ¢ocuklarda,
motor giigliikleri, duyusal sorunlar ve zeka geriligi gibi semptomlar gozlenmistir (IPCS
1991). Civa igeren kremler ve sabunlar Avrupa Birligi'nde yasaklanmistir (Chisvert ve
ark. 2007). Avrupa Birligi Direktifinde, civa ve civa bilesiklerinin kozmetik
malzemelerde kullanimina (sabun, losyon, sampuan ve cilt beyazlatma {irtinleri dahil)

izin verilmedigi belirtilmektedir. Ancak, fenil civa tuzlarinin, goéz makyaj ve goz



makyaj1 ¢ikarma iriinlerinde koruyucu olarak kullanimina % 0,007 derisiminde izin

verilmektedir (Sahu ve ark. 2014).

Cesitli kurumlarca hesaplanan giinliik civa alim limitleri asagidaki gibidir (Ball ve ark.
2001);

EPA; 0,1 ng/kg viicut agirligi/giin
FDA; 0,4 pg/kg viicut agirligi/giin
WHO; 3,3 pg/kg viicut agirligl/giin

Pichichero ve ark. (Pichichero ve ark. 2002) DTaP, hepatit-B tipi asilara maruz kalan,
alt1 aylik ve daha kiiciik 40 ¢ocuk ve ayn1 asilara tiyomersal igermeden maruz kalan 16
cocuktan, kan, idrar ve digki ornekleri alip civa olgiimleri yapmuslardir. Olgiimler
astlamadan sonraki 328 giinler arasinda yapilmistir. Organik ve inorganik toplam civa
miktari; soguk buhar atomik absorbsiyon yontemiyle Olgiilmistiir (Silva-Pereiralvce
ark. 2005).

2.3. Kozmetiklerde Kullanilan UV Filtreler

UV radyasyonu giinesten yeryiiziine ulasan elektromanyetik radyasyon enerjisinin bir
pargast olup, dalga boylarina gére UVA, UVB ve UVC olarak smiflandirilmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii, UVA ve UVB radyasyonunu, muhtemel kanserojenik etkili
olarak smiflandirdigindan beri, giines koruyucularda UV filtrelerin kullanimi 6nem
kazanmistir (WHO 2011).



Cizelge2.3.1. UV Radyasyonunun Siniflandirilmasi

Radyasyon Karakteristik
Tipi Dalgaboyu
uvC ~200-290 nm

(Kisa dalga- UV)
uUvB ~290-320 nm

(Orta dalga - UV)
UVA ~320-400 nm

(Uzun dalga - UV)

Radyasyon

Enerjisi

Yiiksek Enerji

Orta Enerji

Diistik Enerji

Cilt Uzerine Etkisi

DNA Zarari

Glines yanig1
DNA Zarari
Cilt Kanseri

Cilt Yaslanmasi
DNA hasari
Cilt Kanseri

Avrupa Birligi Yonetmeligine gore; UV filtreler, miinhasiran veya esas olarak UV

151811 absorblayan veya yansitan, UV radyasyonuna karsi cildi korumak igin

tasarlanmig madde anlamina gelmektedir. Hem UVA ve hem UVB, deri yaglanmasi,

g0z hasar1 (katarakt dahil) ve cilt kanserigibi hastaliklarda 6nemli bir rol oynamaktadir

(Sekil 2.3.1). Ayrica UV ismlart bagisiklik sistemini baskilayabildiginden diger

hastaliklarin tedavi asamasinda yetersizlikler olusturabilmektedir.
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200 150 100 Y50 400 mn

Cormeum ‘I

b

Sekil 2.3.1. Cildin yapisi (a), UV 1ginlarimin cilt tabakasina etkisi (b) (Bhushan 2012)

Avrupa Birligi ¢ercevesinde, giines koruyucular da kozmetik olarak kabul edilmektedir.

Hangi kimyasallarin UV filtre olarak kullanabilecegi ya da izin verilen limitleri bu AB



Kozmetik Direktifi Ek VII altinda diizenlenmektedir. Bu ek altinda, UV Filtreler,"” (...)
kozmetik giines koruyucu iiriinlerinde bulunan, o6zellikle UV 1sinlarin bazi zararh
etkilerine karsi cildi korumak i¢in bu ismnlar1 filtre etmeyi amaglayan maddeler
(...)"olarak tanimlanmaktadir. Ekte belirtilen sartlar altinda kozmetik {irlinlere
eklenebilecegi belirtilmektedir. UVfiltrelerin kullanimi artik sadece giines kremleri ile
smirh degildir; bu filtreler giinliik yiiz ve viicut bakimi1 kozmetik {iriinlerinde ve iiriini
korumak icin UV absorblayici olarak da kullanilmaktadir. Avrupa Birligi’nin
Direktifine gore kullanimina izin verilen UV Filtreler ve maksimum derigimleri Cizelge
2.3.2° de listelenmistir. Bu raporda kullanilan isimler genellikle INCI tarafindan
verilmistir. UV filtreleri kendi dogasina gore iki gruba ayrilmaktadir. Organik UV
filtreleri, (ya da kimyasal UV filtreleri) 15181 absorbe etme, inorganik UV filtreleri, (ya
da fiziksel UV filtreleri) 15181 yansitarak ve UV radyasyonu sagilmasi prensibine
dayanmaktadir (EU 76/768 EEC 1976).
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Sekil 2.3.2. Organik ve fiziksel UV Filtrelerin cilt tabakasina etkisi

Silikatlar ve talk da kullanilmasina ragmen, fiziksel UV filtreleri, genellikle metal
oksitlerdir. Bunlar suda ¢6ziinmemektedir ve kimyasal UV Filtrelere nazaran daha
yiiksek koruma saglamaktadir. Ancak bu filtrelerin cilt {izerinde rahatsiz edici bir film
tabakas1 olugturmasi, insanlar tarafindan kullanimlarinda organik olanlara gére daha az
tercih edilebilirdir. Ek olarak, fiziksel UV filtreler, kozmetik iiriinlerin hazirlanmasinda
emiilsiyon yapisini bozmasi nedeniyle, formiilasyon hazirlanmasinda da sorunlar
olusturabilmektedir. Avrupa Birligi Kozmetik Direktifinde yalnizca titanyum dioksitin
(TiO,) fiziksel UV filtresi olarak kullanimina izin verilmektedir. Bagka bir UV Filtre



olan ¢inko oksit (ZnO,) Ek VII listesinde yoktur; fakat ayni direktifin kozmetiklerde
kullanimina izin verilen renklendiriciler listesinde (Ek 1V) renklendirici madde olarak
kullanimina izin verilmektedir. Ote yandan, ZnO, ve TiO, UV Filtreleri, USFDA
tarafindan UV Filtresi olarak kullanimina izin verilmesine ragmen, Japonya da bu iki

UV Filtrenin kullanim1 da yasaklidir.

Cizelge 2.3.2. Kozmetik iiriinlerde izin verilen UV filtreler ve miktari

Referans Izin verilen
Madde . . .
Numarasi maksimum derisim
1 4-Aminobenzoik asit %5
2 N,N,N-Trimetil-4-(2-oksoborn-3-lidenmetil) %6
anilyum metill sulfat
3 Homosalat (INN) %10
4 Oksibenzon (INN) %10
6 2-Fenilbenzimidazol-5-sulfonik asit ve potasyum, | %8
sodyum, trietanolamin tuzlari (asit cinsinden)
7 3,3’-(1,4-Feenilendimetilen)bis(7,7-dimetil-2-oxo- | %10
bisiklo-[2,2,1]heptillmetansulfonik asit) ve tuzlar1 | (asit cinsinden)
8 1-(4-Tert-butilfenil)-3-(4-metoksifenil)propan-1,3- | %5
dion
9 alfa-(2-Oxoborn-3-ylidene) toluen-4-sulfonik asit | %6
ve tuzlari (asit cinsinden)
10 2-Siyano-3,3-difenilakrilik asit, 2-etilheksil ester | %10
(Oktokrilen) (asit cinsinden)
11 N-{(2 ve 4)-[(2-o0xoborn-3-ylidene) metil] benzil} | %6
akrilamit polimeri
12 Oktil metoksi sinnamat %10
13 Etoksilat-etil-1-aminobenzoat (PEG-25 PABA ) %10
14 Isopentil-4-metoksi sinnamat %10
(Isoamil p-metoksisinnamat)
15 2,4,6-Trianilin-(p-carbo-2’-etilhekzil-1’-oksi)- %5
1,3,5-triazin (OKktil triazon)
16 Fenol,2-2(2H-benzotriazol-2-yl)-4-metil-6-(2- %15
metil-3-(1,3,3,3-tetrametil-1-(trimetilsilil)oksi)-
disiloksanil)propil (Drometriazole Trisiloksan)
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Cizelge 2.3.2.

Kozmetik iirtinlerde izin verilen UV filtrelerinin listesi (devam)

Referans Madde Izin  verilen
Numarasi maksimum
derisim

17 Benzoik asit, 4,4-((6-(((1,1- | w10
dimetiletil)amino)carbonil)fenil)amino)-1,3,5-triazin-
2,4-diyl)diimino)bis-,bis(2-etilhekzil)ester)

18 3-(4’-Metillbenzyliden)-d-1 kamfor %4
(4-Metilbenziliden kamfor)

19 3-Benziliden kamfor (3-Benziliden kamfor) %2

20 2-Etilhekzill salisilat (Oktil salisilat) %5

21 4-Dimetil-aminobenzoat etil-2-hekzil (oktil dimetil | %8
PABA)

22 2-Hidroksi-4-metoksibenzo-fenon-5-sulfonik asit | %5 (asit
(Benzofenon-5) ve tuzlar cinsinden)

23 2,2’-Metilen-bis-6-(2H-benzotriazol-2)-4-(tetrametil- | %10
butil)-1,1,3,3-phenol

24 Monosodyum 2-2’-bis-(1,4-fenilen)1H- | %10 (asit
benzimidazol-4,6-disulfonik sit cinsinden)

25 (1,3,5)-Triazin-2,4-bis((4-(2-etil-hekziloksi)-2- %10
hidroksi)-fenil)-6-(4-metoksifenil)

26 Dimetikodietilbenzalmalonat (CAS No 207574-74-1) | %10

27 Titanyum dioksit %25

28 Benzoik asit, 2-[-4-(dietilamino)-2- hidroksibenzol]-, | %10
heksillester. (CAS No 302776-68-7)

Kimyasal UV filtreleri, UV araliginda yiikksek molar absorptiviteye sahip organik

bilesiklerdir. Bu bilesikler, cogunlukla, karbon-karbon ¢ift bagiyla konjuge olarak tekli

veya ¢oklu aromatik yapilara sahiptirler (Berne ve ark. 1998, Darvay ve ark.

2001,Goossens ve ark. 2004). Hayvanlar tizerinde yapilan farkli toksikolojik ¢aligmalar,

bazi organik UV filtrelerinin 6nemli &strojenik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Bir bagka calismada ise insanlara giines koruyucu uygulayarak hormon seviyelerindeki

degisim incelenmis ve degisimin ¢ok yiliksek olmadigi gozlenmistir (Mueller ve ark.
2003, Schlumpf ve ark. 2004, Seidlova-Wauttke ve ark. 2006).

UV Filtreler, fotostabil ve genellikle lipofilik olup, su ortaminda biyotik bozulmaya

kars1 kararlidir (Xue ve ark. 2013). UV Filtreler dogrudan ve dolayli kaynaklar
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araciligiyla ¢evreye gecisi olmaktadir (Giokas ve ark. 2007). Dogrudan kaynaklar olarak
okyanus, goller, nehirler de ylizme havuzlart ve endiistriyel atik su desarjlar
sayilabilmektedir. Dolayli kaynaklar ise (giysi yikama ve idrar atilimi dus sirasinda)
atik su aritma tesisleri araciligiyla evsel atik su desarjlan ile ilgilidir (Santos ve ark.
2012).

Gilines koruyuculardan kaynakli yiizme havuzlarinda kirlenme, driinleri kullanan
bireylerin havuzlara girmesi ile ger¢eklesmektedir (Stokes ve ark. 1999,Wright ve ark.
2001). Benzofenon-3 (BP3), Etilheksilmetoksisinnamat (EHMC), 2-etilheksil- 2-yano-
3,3-difenil-2-propenoat, 2-fenil-1 H-benzimidazol-5-siilfonik asit (PBS) MBC UV
Filtreleri agik yiizme havuzlarinda tespit edilmistir. Belirtilen bu filtreler ile Zweiner ve
ark. yaptigi bir g¢alismada, en yiiksek derisimde 40 pg/L, cocuk havuzlarinda
saptanmustir (Zwiener ve ark. 2007). Benzer bir ¢alismada, yetiskin havuzlar ile ¢ocuk
havuzlart karsilastirildiginda giines koruyucu bilesiklerin yetiskin havuz sularinda

yaklagik on kat daha diisiik derisimlerde oldugu gozlenmistir (Teo ve ark. 2015).

Lambropoulou ve ark. yiizme havuzu sularinda ve yiizme havuzlari yanindaki duslarin
atik sularinda yaptiklar1 bir ¢aligmada, Benzofenon-3 ve EHDPABA adh iki UV
Filtrenin derigimlerini 2-10 mg /L araliginda tespit etmislerdir (Lambropoulou ve ark.
2002). Giokas ve ark. da benzer sekilde ii¢ farkli UV filtrenin (BP3, EHMC ve 4-
metilbenziliden kamfur (4MBC)) analizi i¢in ylizme havuz sularinda ve yakinindaki dus
atik sularda c¢alismislardir (Giokas ve ark. 2004). Calisma, sularda UV Filtre
derisimlerinin yaklasik 10 ng/L’ye kadar oldugunu gostermistir.

Vidal ve ark. kamu ve 6zel iki yiizme havuzunda UV filtrelerin [BP3, isoamil p-
metoksisinamat (IMC), 4MBC, oktokrilen (OCR), EHDPABA ve EHMC] tayini igin
calismistir (Vidal ve ark. 2010). Sadece halka a¢ik yiizme havuzunda galisilan altt UV
Filtreden ikisinin varligina rastlanmistir. IMC filtresi 300-700 ng/L araliginda ve 4MBC
filtresi tayin sinirinin altinda gézlenmistir. Giokas (Giokas ve ark. 2007) ve Peck (Peck
ve ark. 2006) gevre ortaminda UV Filtrelerinin analizi i¢in kullanilan yontemler

hakkinda bir ¢aligma yayinlamstir.
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UV Filtreler deriden yikama yoluyla dogrudan veya atik su aritma tesisleri lizerinden
cevreye gegmektedir. Buna gore, Avrupa pazarinda kullanimi onaylanan UV Filtreler,
ylizey sularinda, sedimentte, biotada, igme sularinda, camurlarda atik suda ve hatta anne
stitii ve idrarda tespit edilmistir (Schlumpf ve ark. 2010, Balmer ve ark. 2005, Ashford
ve ark. 1994). Bu bulgular kozmetik iriinlerde bulunan kimyasallarin sucul ortama
gecisinin olas1 oldugunu gostermektedir. Isveg'te yapilan bir izleme calismasi, UV
Filtrelerin Isve¢’in sucul ortamimda mevcut oldugunu ve UV Filtrelerin plajlarda giines
kremlerinin kullanim1 sonucu ¢evre ortamina gegislerinin oldugunu ispatlamistir (Sobek
ve ark. 2013). En yaygin olarak kullanilan UV Filtreleri benzofenon-3, etilheksil
metoksisinamat, kamfur tiirevleri, triazin tiirevleri, benzotriazol tiirevleri, benzimidazol

tirevleridir.

Cevre orneklerinde UV Filtrelerinin tayini icin bildirilen yontemlerde, genellikle ilk
hedef analitlerin ekstraksiyon ya da zenginlestirme basamagini ve ikinci olarak,
kromatografik ve kiitle spektrometresi analizini icermektedir. Ornek hazirlama igin,
stvi-sivi ekstraksiyonu (SSE), membran destekli sivi-sivi ekstraksiyonu (MDSSE), kati
faz ekstraksiyonu (SPE), kati faz mikro ekstraksiyonu (SPME), karistirma ¢ubugu
destekli ekstraksiyon (SBME) ve tek damla mikro ekstraksiyon (SDME)
kullanilmaktadir. Gergekte bu bilesiklerin ¢ogu yiiksek kaynama noktasina sahip
oldugundan analiz Oncesi tiirevlendirme basamagi gerektirmektedir. Analizler genelde
diod array dedektorlii sivi kromatografisi (LC-DAD) ya da gaz kromatografisi kiitle
spektrometrisi (GC-MS) ile gerceklestirilmektedir. Oliveira ve ark. yiizme havuz
suyunda UV filtrelerin (BP3, BMDBM, EHMC ve HMS) belirlenmesi i¢in LC ye
baglanmis mikro SPE on-line baglantis1 ig¢in bir mesofluidic bead enjeksiyon Lab-on
valf sistemi gelistirmislerdir. Ayrica bu teknikler, sulu ortamda UV Filtrelerinve
bozunma iiriinlerinin tespiti ve tayini igin son yillarda uygulanmaktadir (Chisvert ve
ark. 2007).
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2.3.1. Oksibenzon

Oksibenzon bir diger adiyla benzofenon-3 yada 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon UV
filtre olarak kullanilan bir kimyasal maddedir. Maddenin yapist Sekil 2.3.1.1°de
gosterilmistir.

oH i

‘ T =
5 S Sy
b,

Sekil 2.3.1.1. Benzofenonun yapisi

Benzofenon-3, 2,4-dihidroksi benzofenon ve dimetil siilfatin (eter formasyonu)
reaksiyonu sonucu iiretilmektedir ve 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon-5-siilfonik asit,
bu maddenin bir tiirevidir (Ashford ve ark. 1994). Ciba Specialty Chemicals web
sitesinin bir arastirmasi, benzofenon-3 bilesiginin kisisel bakim {iriinlerinde bir UV-
filtresi olarak ve plastiklerde bir 151k stabilizatorii olarak kullanildigini belirtmektedir
(Ashford ve ark. 1994). Merck ChemDat14 web sitesine gore, Benzofenon-3, kozmetik
tirlin korumast i¢in tercih edilen organik bir UV filtre olarak tarif edilmektedir (Brooke
ve ark. 2008). Benzofenon-3 genis spektrumlu koruma igin uygun olan yagda ¢oziiniir
toz formunda bir filtredir. Bu madde, ayn1 zamanda, polimer uygulamalarinda bir UV-

stabilizatori olarak kullanilmaktadir.
AB Direktifi, kozmetik {irlinlerde Benzofenon-3’'un en fazla %10 diizeyinde

kullanimma izin vermektedir. Benzofenon-3 ozellikleri Cizelge 2.3.1.1° de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.3.1.1. Benzofenon-3’iin 6zellikleri (Brooke ve ark. 2008, Anonim 2015)

Ozellik Deger
Fiziko-kimyasal davranislar:
Molekiil Kiitlesi 228,24 g/mol

Erime Noktasi
Kaynama Noktasi
Buhar Basinc
Suda coziinebilirligi
Asiditesi (pKa)
Cevresel davramslan
Fotodegredasyon

Biyodegradasyon
Birikim

62 °C (144 °F; 335 K)
224 °C (435 °F; 497 K)
1,42x10° mmHg 25°C
68,6 mg/l 25°C
7,6 (H,0)

Atmosferik OH orani sabiti
2,0x10™%° em*/molekiil-s 25°C
(yarilanma 6mrii = 0,053 giin; 12
saat gun,

1,5 x 10° OH/cm?®)
>%60 (kolayca biyobozunur)
24 (log BCF 1,378)

2.3.2. Oktinoksat

Oktinoksat bir diger adiyla oktil metoksisinamat ya da 2-etilheksil 4-metoksisinnamat
UV Filtre olarak kullanilan bir kimyasal maddedir. Maddenin yapis1 Sekil 2.3.2.1° de

gosterilmektedir.

CHy

Sekil 2.3.2.1. Etil heksil metoksi sinnamat yapisi
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Etilheksil metoksi sinnamat, sodyum asetat ve 2-etilheksanol ile birlikte, p-anisaldehit
reaksiyona girmesi ile elde edilmektedir. Bu bilesik, giines koruyucu, cilt bakim ve sag
bakim tiriinleri de dahil olmak tlizere ¢esitli kozmetik tiriinlerinde bir UV Filtresi olarak
ve plastiklerde bir 1s1k stabilizatoérii olarak kullanilmaktadir (Household Products
Database 2015). Etilheksil metoksisinnamat yaygin olarak kullanilan sivi formda UVB
filtrelerindendir. Iyi bir koruma potansiyeli ve kat1 organik UV-filtreleri i¢in miikemmel
bir ¢oziiniirlik Ozelligi gosteren c¢oziinebilen bir yagdir. Bu siispansiyon etilheksil
metoksisinamat, silika, PVP (muhtemelen polivinil pirrolidon), klorfenezin ve biitil
hidroksitoliien (BHT) den olugmaktadir (Brooke ve ark. 2008).

Cizelge 2.3.2.1. Etil hekzil metoksi sinnamatin 6zellikleri (Brooke ve ark. 2008)

Ozellik Deger

Fiziko-kimyasal

Molekiil Kiitlesi 290.40 g/mol
Erime Noktasi —25°C (—13 °F; 248 K)

Kaynama Noktasi 198 °C (388 °F; 471 K)
Buhar Basinci 1,38x10™° mmHg 25°C

Suda ¢oziinebilirligi 0,2 mg/l 20°C
0,155 mg/l 25°C
Asiditesi (pK,) 1,01 glem®
Cevresel davranislar
Fotodegredasyon Atmosferik OH orani sabiti

5,2x10™ cm®/molekiil-s 25°C
(yarilanma 6mrii = 2,5 giin; 12 saat
gun,
1,5x10° OH/cm?; cis-isomer)
OH oran1 sabiti 5,4x10™ cm®
molekiil-s 25°C’de (yarilanma 6mrii
= 2,4 giin; trans-isomer)
Biyodegradasyon Kolayca biyobozunur
Birikim 5,856 (log BCF 3,768)

EU 76/768 / EEC sayili direktif kozmetik {irlinlerde bu maddenin izin verilen
maksimum diizeyin %10 oldugunu gostermektedir. Etilhekzil metoksisinnematin

mevcut 6zellikleri Cizelge 2.3.2.1.'de 6zetlenmistir.
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2.3.3. Endokrin aktif UV Filtreler

Endokrin sisteminin bozulmasi son yillarda halk sagligi a¢isindan O6nermli saglik
sorunlar1 arasinda yer almaktadir (Hotchkiss ve ark. 2008). Endokrin bozucu
kimyasallar (EDCs), viicuttaki hormonlar etkileyerek insanlarda gelisim ve liremeyi
etkileme potansiyeline sahiptir. Bir¢ok kimyasal, ozellikle de, baz1 bocek ilaglari,
yumusaticilar ve ilaglar, EDCs olarak tespit edilmistir (Zama ve ark. 2010,Bourguignon
ve ark. 2010, Fisher ve ark. 2004, Cooper ve ark. 1997, Colborn ve ark. 1993). UV
Filtreler moroétesi 1sinlari cilde niifuz etmesini 6nlemek igin giinesten koruyuculara ilave
edilen, UV 15111 absorbe eden, yansitan organik ve inorganik bilesiklerdir. Bu filtreler
giines losyonlarinda kullanimlarina ek olarak, sag¢ spreyleri, ruj ve sampuanlar dahil
olmak tizere, ¢esitli kisisel bakim iriinlerinde kullanilmaktadir. Artan kullanim
nedeniyle; giines koruyuculardaki aktif maddelerin varligmmin, endokrin bozucu
potansiyeli biiyiiyen bir sorundur (Caliman ve ark. 2009). Benzofenon-3 (BP-3),
homosalat (HMS), 4-metil-benziliden kamfor (4-MBC), oktil-p-metoksisinnamat
(OMC) ve oktil dimetil-paminobenzoat (ODPABA) gibi bazi giinesten koruyucu
ajanlarm, yapilan in vitro ve in vivo caligmalarda ostrojene etki edici 6zellik gosterdigi
kanitlanmistir (Morohoshi ve ark. 2005, Kunz ve ark. 2006, Ma ve ark. 2003, Suzuki ve
ark. 2005). Birgok bilimsel ¢alisma, baz1 UV filtrelerin iireme ve biiylimeyi kontrol
ederek endokrin sistemini etkileyebilecegini ve meme kanseriyle arasinda potansiyel bir

baglant1 olabilecegini ileri siirmektedir (Hamann ve ark. 2006).

2.4. Kozmetiklerde Kullanilan Koruyucular

Koruyucular, kozmetik iirtinlerin mikroorganizmalar ile kirlenme olasiligina karsi
genellikle bitmis tirline, liremelerinin engellenmesi ya da iirlinlin kimyasal bozulmasinm
onlemek amaciyla ilave edilen kimyasal maddeler olarak belirtilmektedir (Sasseville
2004).

Koruyucularin  kimyasal ve biyolojik  aktiviteleri genel olarak {iriiniin
formiilasyonundaki maddelerden ve fiziksel sartlardan etkilenebilmektedir. Koruyucu

etkinligini degistirebilen bu faktorler, iirliniin pH’si, yiizey aktif maddeler, proteinler,
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inorganik ve organik maddeler, su, ambalaj sekli ve iiretim hijyeni, hammaddelerin
mikrobiyal Kirlenmesi, tespit edilen raf 6mrii ve bitmis iiriiniin kullanici tarafindan kotii

kullanimi olarak belirlenmistir (Sutton 2006 ve Beveridge 1998).

Biyolojik olarak aktif kimyasallar olan koruyucularin mikroorganizmalar1 dldiiriirken
kullaniciya zarar verebildikleri bilindiginden bu durum ydnetmelik ve yasalarla
diizenlenmistir (Steinberg 2006). Kullanilan kozmetik koruyucularinin izin verilen
maksimum derisimi, hangi tiriinlerde kullanimlarinin sinirlandigi ve kullanilmasina izin
verilmeyen kimyasal maddelerin listeleri bu yonetmeliklerde belirtilmistir. Ulkemizde
de bu amacla Saglik Bakanligi tarafindan Avrupa Birligi Kozmetik Mevzuatinin
76/768/EEC sayil1 Konsey Direktifi ile 96/335/EC sayili Komisyon Kararina paralel
olarak 24/3/2005 tarihli ve 5324 sayili Kozmetik Kanunu’nun yedinci maddesine
dayanilarak hazirlanan yonetmelikte konuya iligkin usul ve esaslar diizenlenmistir
(Kozmetik Yonetmeligi 2005). Giiniimiizde kozmetik iriinlerde en ¢ok kullanilan

antimikrobiyal etkili koruyucu maddeler, Cizelge 2.4.1.’de verilmistir (Brannan 1992).

Cizelge 2.4.1. Kozmetik iiriinlerde en sik kullanilan kozmetik koruyucular

p- Hidroksibenzoik asit esterleri Organik asitler
(parabenler) (metalik tuzlarim da icerir)
Metil paraben Benzoik asit

Etil paraben Sorbik asit

Propil paraben Dehidroasetik asit
Butil paraben Organik alkoller
Formaldehit salanlar Etil alkol
Imidazolidinil iire Benzil alkol
Diazolidinil iire Fenoksietil alkol
Dimetil dimetilol hidantoin (DMDM hidantoin) | Digerleri
Katerniyum 15 Benzalkonyum kloriir
Izotiyazolinonlar Tiyomersal

Kozmetik iirlinlerde koruyuculara ek olarak mikroorganizmalarin tiremesini engelleyen
antimikrobiyal etkili birgok madde bulunmaktadir. Bunlar arasinda; alkoller, esansiyel

bitki yaglar1 ve ekstreleri, kelat ajanlari, fenolik antioksidanlar ve koku verici maddeler
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yer almaktadir (Varvaresou ve ark. 2009). Ayrica irlinlerin diisiik miktarlarda su

icermesi de iirlinli korudugundan dogal koruyucu olarak kabul edilebilir.

Bitki yaglar1 ve ekstreleri binlerce yildir degisik amaglar i¢in kullanilmistir. Alternatif
tip ve dogal terapi amacli olarak kullanilan bitkisel yag ve ekstreleri ayn1 zamanda gida
ve ila¢ sanayiinde de koruyucu olarak kullanilmaktadir. Thymus vulgaris (kekik),
Calamintha officinalis (yabani ogul otu), Lonicera caprifolium (hanimeli), Olea
europaea (Zeytin yapragi) ve Melaleuca alternifolia (hint defnesi) gibi bitkiler alternatif
tip, dogal terapi, gida ve kozmetik sanayisinde koruyucu olarak kullanilan

antimikrobiyal etkinligi bilinen bitkilerdendir (Hammer ve ark. 1999).

2.4.1. Tiyomersal

Tiyomersal ya da timerosal (sodyum etilciva tiyosalisilat CgHgHgNaO,S) farmasotik ve
kozmetik triinler i¢in koruyucu madde olarak yaygin olarak kullanilan ve etil civa ihtiva
eden bir bilesiktir. Bu bilesik tiyosalisilatin bir kiikiirt atomuna bagh etilcivay:
icermektedir (Sekil 2.4.1.1.). Tiyomersal hem suda ¢oziinebilir hem de lipofilik bir
serbest asit olarak hiicresel zarlara gecebilmektedir. Viicutta etileiva (C,HsHg") ve
tiyosalisilata metabolize oldugu ve beyin ile bobrekte biriktigi belirtilmistir (Herdman
ve ark. 2006, Elferink 1999).

O'E-" NE!@ COsH
SH
$"'\- P E——
th\v’,f + CH,CH,Hg*
A B C

Sekil 2.4.1.1. Tiyomersalin kimyasal yapisi (A) ve hidroliz iriinleri (B) ve (C)
(Trumpler ve ark. 2009)

Tiyomersal, 1927 yilinda gelistirilen ve ¢ok diisiik derisimlerde tehlikeli bakterilerin

iiremesini engellemesi nedeniyle gerek antimikrobiyal 6zelligi gerekse uygulanabilirligi

acisindan verimliligi genis olan ve bugiin hala popiiler olmaya devam eden bir

19



koruyucudur (Geier ve ark. 2007, Westphal ve ark. 2003). Kimyasal Kirlilikten agilart
uzak tutmak igin bir koruyucu olarak kullanimaktadir. Ayrica tiyomersal mikroplarin
olusumunu 6nlemek i¢in de bazi asilar i¢in tiretim islemi sirasinda kullanilir. Toksisite
genellikle membran bariyerlerin penetrasyonu ve yag dokularinda biyolojik birikimden
dolay1 kaynaklanmaktadir. Tiyomersalin toksisitesi icerdigi civa bilesiginden
kaynaklanmaktadir. Ciinkii civa bilesiklerinin yagda ¢oziinme o6zellikleri fazladir. Civa
bilesikleri 6zellikle membran (zar) yapisinda bulunan proteinlere baglanarak hiicre
zarlarinin islevlerini bozarlar; akiciligi kaybolan membran sertleserek hiicrenin ¢abuk
yaslanmasina neden olur. Beyin hiicrelerinde onlara 6zgii norotiibiil denilen yapilar
vardir. Civa ndrotiibiil yapimini saglayan tubulin adli yapiyr tahrip etmektedir (Li ve
ark. 2012).

Civa formlarindan, tiyomersal’de bulunan ve mikroplari tahrip eden esas etken
etilcivadir. Tiyomersal EtHg’dan olusmakta ve salisilik asitin tiol guruplarindaki siilfiir
atomuyla reaksiyona girmektedir. Dokulardaki alinimindan hemen sonra EtHg hizli bir
sekilde tiyosalisilik bilesiginden ayrilmakta ve gidip doku proteinlerindeki tiyollerle
baglanmaktadir (Havarinasab ve ark. 2005, Santos ve ark. 2010). Yine son
zamanlardaki ¢aligmalar metil civanin metil civa sisteine doniistiigii bildirilmistir. Metil
civanin bagisiklik sistem iizerine baskilayici bir etkisinin oldugu savunulmaktadir
(Havarinasab ve ark. 2005). Organik civa formlar1 yagda ¢6ziinebilir. Kan-beyin
bariyerini ve plesantay1 kolaylikla gecebilirler. Gastrointestinal sistem sindirim sistemi
(GIS) kanalindan en hizli emilen civa formudur ve metalik civada oldugu gibi organik
civa buhart deriden ve akcigerlerden emilebilir. Sadece metil civa deriden emilemez.
GIS kanalindan emilen metil civa hizla kana gecer ve beyinde inorganik civaya
doniisiir; ancak doniisiim oldukca yavastir. Etil civa igeren tiyomersal ise beyin
tarafindan alinir ve 6nce etil civaya sonra inorganik civaya doniisiir; ancak doniisiim
daha hizlidir. En 6nemli hedef organ beyindir. Disaridan civa alindiginda ise en onemli
hedef organ ise bobrektir (Erol 2003).

Sincap maymunlari ile yapilan bir ¢alismada, maymunlara diisiik dozda (1-6ug/kg/ giin)

tiyomersal verildiginde; bunun inorganik civaya doniistiigli ve yiiksek miktarda
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bobrekte ve kismen beyinde civa varligina rastlanmistir. Hem bobrekte ve hem de beyin

de histopatolojik (dokusal) degisimler belirtilmistir (Blair 1975).

Bir baska c¢alismada, tavsan ve siganlara 7 giin siireyle tiyomersal verildiginde;
maksimum tolerans diizeyinin, sicanlarda 45 mg/kg, tavsanlarda ise 20 mg/kg saptanmis
ayrica bazi tavsan tiirlerinde de tiyomersalin etkileri bobreklerde ve intestinal kanalda

lezyonlar seklinde kendini gosterdigi bildirilmektedir (Powell 1931).

Kanser ¢alismalarinda; Fischer si¢anlarinda; 2 haftalik sigcanlara 1 yil boyunca 30-
1000pg/kg lik tiyomersal uygulamalart sonucunda kontrol grubuna kiyasla %5-14
arasinda kiitle kayb1 gézlenmistir (Mason 1971).

Gotz ve ark. in-vitro olarak tiyomersali; cytochalasin-B blok mikronukleus teknigiyle,
insan lenfositlerinde ¢alismislardir. Calismalarimi Glutatyon-S-Transferaz enziminden
yola ¢ikarak yiriitmislerdir. Bu enzim; tiyomersalin ve metabolitlerinin
detoksifikasyonunda (toksisitesinin giderilmesinde) gorev almaktadir. 0,6pg/mL lik
tiyomersal iceren diizenekte mikronukleus seviyesinde negatif  kontrolle

karsilastirildiginda anlamli bir artis meydana gelmistir (Gotz 2003).

Magos ve ark. yetiskin siganlara 5 giinliik es dozda etil ve metil civa uyguladiklarinda (
8-9,6mg/kg ); etil ve metil civanin norotoksisitesi benzer olmakla birlikte beyinde etil

civa hasar1 daha fazla gézlenmistir (Magos 1985).

2.5. Kozmetiklerle Tlgili Yasal Diizenlemeler

Kozmetik amacgh kullanilan maddelerle ilgili mevzuat diizenlemeleri nedeniyle,
kozmetik iiriinler kalite kontrol islemlerinden gegirilmektedir. Ulkeler bazinda
yiirlirliikte bulunan farkli mevzuatlar hem kullanicinin hem de kozmetik iiriiniin
etkinligini saglamak amaciyla yeniden diizenlenmektedir. Bu amagcla farkli diizenleyici
sistemler olabilir; ancak biitiin mevzuatlarin kozmetik triinlerin giivenli ve diizgiin bir
sekilde etiketlenmis olmasini saglamak gibi ortak bir amaci vardir. Kozmetik {irtinler

icin Amerika ve Avrupa Birligi, diinyada en biiyiik iki tireticidir.
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Amerika'da, kozmetikler Federal Gida, Ilag ve Kozmetik Kanunu ile diizenlenmistir. Bu
diizenlemelerin uygunlugunu denetlemede FDA rol oynamaktadir. Ancak, kozmetik
tiriinlerle ilgili diizenleyici otorite FDA, kozmetikleri ve igerikleri halka satilmadan
once onaylamak zorunda degildir. Genellikle FDA bu firiinleri pazara sunulduktan sonra
diizenlemeye alir. Amerika Birlesik Devletleri'nde Goniillii Kozmetik Kayit Programi
tireticileri, paketleme, ve ticari dagitim olan kozmetik {irlinlerin dagitimin1 yapanlar
(distribiitorler) tarafindan kullanilmak tizere FDA sonrasi pazar raporlama sistemidir.
Kozmetik ve regetesiz ilaglarin FDA diizenlemesi Gida, ilag ve Kozmetik Kanunu (FD
& C Act) ve Fuar Ambalaj ve Etiketleme Kanunu (FPLA) araciligiyla temsilci
tarafindan yetkilendirilmistir. FD & C Kanununa gore karisik kozmetiklerin eyaletler
arast ticareti yasaktir. Kanuna gore; karigik tiriinler normal bilinen veya olagan kullanim
kosullar1 altinda tiiketiciye zararli maddeler igeren, kismen veya tamamen ¢iiriimiis, Kirli

veya clirimiis maddeler igeren malzemeler olarak tanimlanmaktadir.

Yeterli korumayir gostermek i¢in kozmetik ve ilag endiistrilerinde kullanilan
mikrobiyolojik testi koruyucu etkinlik testi denir. Cesitli yontemler bu test igin
kullanilmaktadir. FDA g6z bolgesi igin kozmetiklerde yeterli koruma konusunda endise
duymaktadir (Srikanth ve ark. 2011).

Tiiketicileri koruma amaciyla, bazi iilkelerde kozmetik iiretiminde metaller i¢in sinir
degerler saptamigtir. Alman Federal Hiikiimeti, ¢esitli kozmetik iriinlerde metal
igeriginin alt yapisin1 ve metal safsizliklarini belirlemek igin testler yapmistir. Alman
Federal Hiikiimeti’nin calismalarina gore, kozmetik iriinlerde safsizlik olarak tayin
edilen metal seviyeleri arsenik (As) ve kadmiyum (Cd) i¢in 5 ng/g, civa (HQ) i¢in 1
ng/g ve antimon (Sb) i¢in 5 pg/g ve kursun (Pb) i¢in 10 pg/g’dir (Bfr 2006). Kanada’da,
Kanada Saglik Grubu tarafindan kozmetik iirtinleri iginde safsizlik olarak varhigina
rastlanan metaller i¢in limitler As, Cd ve Hg i¢in 3 pg/g, Pb i¢in 10 pg/g, ve Sbigin 5
ng/g, belirlenmistir. Bu degerleri belirlemek i¢in, Kanada’da satilan kozmetiklerde agir
metallerin  tayini, Kanada Saghk Uriin Giivenligi Laboratuvari tarafindan
gerceklestirilmistir. Amerika’da, kozmetiklerde kullanilan tiim renk katki maddeleri

FDA tarafindan onaylanmis olmasi gerekmektedir.
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Avrupa Birligi’nde kozmetik mevzuatini diizenleyen temel mevzuat 76/768/EEC dir ve
daha sonra ki eklerle gelistirilmistir (EU 76/768 EEC). Kozmetik iiriinler (ham madde
ya da bitmis iirlin) (i) EU Kozmetik Direktifine (76/768/EEC; 27 Temmuz 1976 ve (EC)
No 1223/2009 regiilasyonlari), (i1)) REACH Regiilasyonu (EC No: 1907/ 2006) ve (iii)
CLP Regiilasyonuna (EC No 1272/2008) tabidir. AB iiyesi olmayan iilkeler, ithalat ve
ithracatcilart kozmetik iiriiniin icerigi ve bitmis iirlin i¢in piyasaya sunulmadan bu
diizenlemelere uymak zorundadir. AB kozmetik direktifine gore, tiim kozmetik tirtinler
merkezi AB kozmetik otoritesine Haziran 2013°den itibaren bildirilmelidir. Bu bildirim
yapildiginda, tiim AB iiye devletlerinde bu {liriinlere izin verilir. Bildirim i¢in kozmetik
tirtinlerle ilgili veriler; sorumlu kisinin kimligi, giivenlik degerlendirmesine iliskin 6zet
ve sonug, lirlin bilesimi ve zehir danisma merkezi ile ilgili bilgi, acil servis hizmeti i¢in
iletisim bilgisi, lrline ait spesifikasyonlar gibi bilgileri i¢eren standart AB formlar
kullanilarak yapilir. EC 76/768/EEC kozmetik direktifi (Madde 2: Topluluk i¢inde
pazara siiriilen bir kozmetik {iriinii, normal ya da makul sekilde dngoriilebilir kullanim
kosullar1 altinda tatbik edildiginde insan sagligina zarar vermemelidir) Ocak 2003’de
diizenlenmis ve kozmetiklerde kullanilan 1100 kimyasal madde yasaklilar grubuna
alinmustir. Kozmetik igeriklerinin giivenligi, AB Tiiketici Uriinleri Bilimsel Komitesi
(Scientific Committee on Consumer Products) tarafindan godzden gecirilmistir.
Yonetmelik (EC) No 1223/2009), 30 Kasim 2009°da kabul edilmistir ve bu yeni
yonetmeligin maddeleri 11 Temmuz 2013’den sonra uygulanmaya baslamig ve
76/768/EEC Kozmetik direktifi yerine gegmistir. AB Kozmetik Direktif 7. diizeltmeye
gore, bitmis iriinlerin hayvan deneylerine tabi tutulmasina iliskin yasak, 11 Eyliil
2004’ten beri; hayvan deneylerine tabi tutulmus bitmis iirlinlerin pazarlanmasina iliskin
yasak ise, 11 Mart 2009’dan beri uygulanmaktadir. Uriinlerin bilesenleri ve
bilesenlerinden olusan kombinasyonlarina yonelik “deney” ve “pazarlama” yasaklari da,
11 Mart 2009°dan beri uygulamadadir. Yinelenen doz toksisitesi, lireme toksisitesi ve
toksiko kinetiklere iliskin hayvan deneylerine tabi tutulan veya bu deneylere tabi
tutulmug bilesenler igeren iriinlerin pazarlanmasina yonelik yasak, 11 Mart 2013
tarihinden itibaren uygulamaya girmistir. Kimyasallarda Kayit, Degerlendirme ve Izin
(Registration,  Evaluation, Authorisation/  Restriction, Chemicals; REACH),
kimyasallarin  kaydi  (Registration), degerlendirilmesi (Evaluation), izni ve

kisitlanmasin1 (Authorisation / Restriction) 6ngéren yeni bir AB mevzuatidir. 1 Haziran
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2007’de yiiriirlige girmistir ve bir dizi AB Yonetmelik ve Tiziigiinii kapsamakta ve
onlar1 tek bir sistem altinda toplamaktadir. Cogu kozmetikler REACH regiilasyonu
altinda kimyasal karisimlara aittir ve her bir kimyasal madde ya da igerik i¢in yillik
tiretimi 1 tonu asarsa Avrupa Kimya Ajansina (European Chemical Agency; ECHA)

kayit olmak zorundadir.

REACH’in en 6nemli getirilerinden biri kozmetik giivenligi i¢in kullanilan hayvan
testlerinin alternatif in vitro testlere dogru kaydirilmasidir. Kozmetik Direktifi 6. ve 7.
eklerinde REACH ile ilgili gelismelerle ‘3R’ kapsaminda alternatift testlerin
geligtirilmesi gerekmistir. “3R” ‘Azaltma’ (Reducement), daha az deney hayvani
kullanarak yeterli veriye ulasmak, ‘lyilestirme’ (Refinement) deney hayvanina daha az
ac1 ve stres veren alternatiflerin saglanmasi, ‘Yerine Koyma’ (Replacement) miimkiinse
hayvan yerine, hiicre, doku, simulasyon si

stemleri gibi alternatif metodlarin kullanilmasidir. ‘CLP’ (Classification Labelling
Packaging) Tiziigii (Maddelerin ve Karigimlarin Smiflandirilmasi, Etiketlenmesi ve
Ambalajlanmasi) 20 Ocak 2009 tarihinde yiiriirliige girmistir. Diizenlemeler
kapsaminda, Avrupa Birligi liyesi tilkelerde kimyasal madde ve karisim iireten veya
ithal eden firmalarin, bu madde ve karigimlar1t CLP diizenlemesi usul ve esaslarina gore
yapmasi gerekmektedir. ‘2010 Giivenli Kozmetik Yasasi® (Safety cosmetics Act of
2010) ‘na gore iriin igeriklerinin hepsi ambalajinda belirtilmelidir. Kanser ve iireme
sistemi toksisitesine neden olan igerikler {irlinde belirtilmelidir. Avrupa’daki kozmetik
tirlinlerin regiilasyonu, merkezi olarak harmonize Avrupa Birligi regiilasyonlariyla

yonetilmektedir.

Tiirkiye de kozmetik {irlinlerin piyasa gdzetim ve denetimi ile yetkili ve sorumlu kurum,
Saglik Bakanlhigina bagli Tibbi Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu Kozmetikler Subesidir.
Kurum, Avrupa Birligi Kozmetik Uriinler Yonetmeligi“ne paralel olarak hazirlanan

Kozmetik Yonetmeligi'ne uygun denetimler ve analizler yapmaktadir.
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2.6. Calismada Kullanilan Analitik Metotlarla ilgili Kuramsal Bilgiler

Kozmetik tirinlerde metallerin tayininde kullanilan yontemler kisaca Sekil 2.6.1°de
Ozetlenmistir. Kozmetik orneklerde metallerin analizi, 6n hazirlik olmadan ya da yas
yakma, organik ¢oziicii ile seyreltme ve ekstraksiyon gibi 6rnek hazirlama basamaklari

uygulanarak yapilmaktadir.

| X-Isini Spektroskopisi

Direk Analizler

ETAAS

LA-ICP-MS

Kozmetikler

Yas yakma

| Ekstraksiyon

Organik Cozicl ile Seyrelt.

| Diger Metotlar

Sekil 2.6.1. Kozmetiklerde metallerin analizi i¢in kullanilan metotlar (Salvador ve ark.
2005)

Ornek Hazirlama

2.6.1. Enerji dagilimh X-151n1 floresans spektrometresi

XRF cihazi genel olarak; ornekleme hiicresi, X-1s1n1 kaynagi ve spektrometre olmak
lizere li¢ ana parcadan olusur. Sekil 2.6.1.1°de cihaza ait ana parcgalar gosterilmistir.
Spektrometre kaynaktan gelen 1smlarm emisyonu sonucu, X-isinin degisimini enerji,
dalga boyu ve yogunluk degisiminden yararlanarak ol¢ebilir ve 6lgme prensibine gore

konfigiirasyonu degisim gostermektedir(Quintin 1993).
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Sekil 2.6.1.1. Genel olarak XRF cihazina ait parcalar

X-1s1m1 kaynagi olarak kullanilan X—1s1n1 tiipleri; cam bir tiip igerisinde vakum altinda
bulunan tungsten bir flament (katot) ve bir anottan olusur. Anodu yiiksek saflikta; Cr,

Mo, Rh, Ag, W metallerinden biri olusturur (Jensen ve ark. 2004).

Anotta bulanan atomlarin elektronlar ile olan etkilesimi siirekli ve karakteristik tiirde
olmak tiizere iki farkli X-151n1 olusumuna neden olur. Siirekli X-151n1; yiiksek enerjili
elektronlar ile hedef atomun garpigsmasi sonucu yavaslamasi ile olusur. Karakteristik X-
1s1nlart ise anodun yaydigi belli dalga boyu ve enerjideki fotonlardir. X-151n1 tiipiiniin
yaydigr X-151mi1 spektrumu uygulanan voltaja, anodun yapildigi materyale ve berilyum
pencere kalinhigina gore degisim gostermektedir. XRF cihazlari; 6rnegin uyarilma
sekline ve detektdr tiiriine gore iki ana grup altinda incelenebilir. Ornegin uyarilma
sekline gore; tiip uyarmali XRF, radyoizotop uyarmali XRF, ikincil hedefli XRF,
senkrotron (hizlandiricili) XRF, toplam yansimali XRF olmak {izere bes farkli tiirti
vardir. Detektor tipine gore de; dalga boyu dagilimli XRF, enerji dagilimli XRF ve
filtreli cihazlar olarak siniflandirilmaktadir. Enerji dagilimli XRF cihazlarinda temel
sistem, diisiik giigte bir X-151m1 tiipii ve 0rnege 45°C ag1 ile yerlestirilmis bir Si(Li)
detektorden olusur (Sekil 2.6.1.2.). Bir dizi birincil 151n filtresi; en iyi uyarmayi almak
icin X-1511 tiiplinden gelen spektrumu degistirir. Yonlendirici filtreler ise; tiipten gelen
ve Olgiilen 1s1nlarin diizenlenmesinde kullanilir. Tiim sistemden helyum gazi gecirilerek

veya sistem vakum altinda iken 6l¢tim gergeklestirilir (Markowicz ve ark. 1993).
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Sekil 2.6.1.2. Enerji Dagilimli X-1s1n1 floresans spektrometrenin genel semasi

Daha ayrintili sistemlerde; cihazin gozlenebilme sinirlarini diisiirmek amaciyla ikincil
hedefli uyarma kullanilir. X-151m1 bir metal disk {izerine disiiriilerek 1s1nlama
gerceklestirilir. X-151n1 ikincil hedefler ile belirli enerjilere gore polarize edilerek

duyarlilik arttirtlir (Margui ve ark. 2009,Kaulich ve ark. 2009).

a b

*-Ray Kaynagi ﬁ Dedektpr X-Ray Kaynadl  Cok kanall
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Sekil 2.6.1.3. XRF Cihazinin Temel Bilesenleria) WDXRF, b) EDXRF

Enerji dagilimhi XRF cihazlarinda oOrnegi uyarmada genel olarak kullanilan
yontemlerden direkt uyarmali ve ikincil hedefli uyarmali XRF tiirleri Sekil 2.6.1.3.’de
gosterilmistir. Ikincil hedef olarak; Mo, Al,O;3 ve HOPG (High Oriented Pyrolytic
Graphite) kullanilmaktadir (Jenkins 2000).
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2.6.1.1. Atomik absorbsiyon spektrometresi

1955 yilinda Alan Walsh tarafindan gelistirilen ve sonrasinda 1959 yilinda ticarilesen
Atomik Absorbsiyon Spektrometresi metallerin  ve bazi ametallerin tayinine
uygulanabilen kantitatif bir metottur. Atomik Absorpsiyon Spektrometresi, 1s18in gaz
halindeki atomlar tarafindan absorpsiyonunun 6l¢iilmesine dayanir ve giinlimiizde 70' in
tizerindeki elementin duyarli olarak tayinini saglar. Temel ilkeleri 19. yy’dan bu yana
bilinmesine ragmen giinliik ve rutin ¢aligmalara uygulanabilmesi 1955 yilinda Walsh ve
Alkemade'nin ¢aligmalar1 sonucunda gergeklestirilebilmistir. Grafit Firinli Atomik
Absorpsiyon olgiimleri ise L'vov ve Massmann'in ¢alismalart ile baglamistir (L’Vov
2005, Alt ve ark. 1976). Spektroskopik teknikler diger tekniklere nazaran ucuz,
kullanilmast kolay ve hizli tekniklerdir. Bu nedenle, spektroskopi alaninda FAAS,
GFAAS, HGAAS, ICP ve ICP-MS teknikleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Lajunen
1992).

Atomik Absorpsivon

Q2 7

Lamba Alev Monokromatar Dedektir

Atomik Emisvon

Monokromatér veva .
Alev veya Plazrma Polikromatér - Dedektar

Atomik Kiitle Spektroskopisi

N D

Plarma Kiitle Spektrometresi Dedelktir

Sekil 2.6.1.1.1. Atomik absorpsiyon, emisyon ve kiitle spektrometresi cihaz sematik

gosterimi
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2.6.1.2. Alevli atomik absorbsiyon spektrometresi

Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi (AAS) gesitli numunelerde eser diizeyinde metal
tayinine izin veren analitik performansi yiiksek elementel analiz yontemidir. Atomik
absorpsiyon gaz atomlar1 iceren bir hiicre igerisinden optik 1simnin gegisi sonucu 1sin

yogunlugunun azalmasinin 6l¢iimiine dayanmaktadir.

Cihazin temel bilesenleri; analiz elementinin absorplayacagi dalga boyunda 1s1ma yapan
bir 151n kaynagi, ornek c¢ozeltisi i¢indeki analiz elementini atomik hale getiren bir
atomlagtiric1 (alev veya grafit firin), calisilan dalga boyunu diger dalga boylarindan
ayiran bir monokromator, 151k siddetini 6lgmeye yarayan bir dedektdr, absorpsiyon

sonuglarini veren bir gostergeden olusmaktadir (Sekil 2.6.1.2.1).

Alevli atomlastiricilarda 6rnek ¢ozeltisi aleve bir sislestirici yardimiyla piiskiirtiiliir.
Ornek ¢ozeltisi aleve piiskiirtiildiigii zaman olusan ilk olay ¢dziiciiniin buharlasmasidir.
Buharlagsma hizi, damlaciklarin biiyiikliigiine ve ¢oziicii tiirline baglidir. Buharlasma
sonucu olusan kat1 pargaciklar (6rnegin tuz kristalleri) 1s1 etkisi ile degisikliklere ugrar.
Organik bilesikler yanarken inorganikler buharlasir ve olusan gaz molekiiller atomlarina

ayrilirlar (Walsh 1955).

Monokromatir
Isin ~
Giris Shiti Ciks 5kiti Dedektir

Kaynagn Aley

e

Sislestirici - — |E "_-o.,
U Ornek
Cozeltisi Gésterge

Asetile

Hava Ank

Sekil 2.6.1.2.1. AAS’nin sematik gosterimi

29



Bir alevde tayin edilen elementin ve 6rnekteki diger elementlerin atomlarindan baska
CO, CO,, C, HyO, Oy H; H, OH, NO, NO, gibi ¢esitli yanma iiriinleri de
bulunmaktadir ve bunlar bazen yiiksek miktarda olusabilir. Ayrica alevde c¢esitli tiirler
arasindaki denge tepkimeleri sonucunda yeni bilesikler olusur. Eger iki ayr1 denge
tepkimesi sonucu ayni ayrigma {riinii olusuyorsa, tepkime {riinlerinin kismi basinci
nedeniyle bu iki tepkime birbirini etkileyecektir. Ayrigmanin  bu sekilde
zayiflamasindan bagka analit atomlarinin derisimi iyonlasma ve/veya baska bir anyonla
tepkimeye girmesi ile de etkilenebilir. Bu nedenle alevdeki olaylar son derece
karmagiktir. Alevli atomlagtiricilarda numunenin yanmasini ve atomik buhar olusumunu
gerceklestiren bazi yaygin yakit ve ylikseltgen gazlar ile bu karigimlarla olusan ortalama
sicaklik araliklarin1 igermektedir. 1700 ile 2400 °C arasindaki sicakliklar, hava
yiikseltgen oldugunda ¢esitli yakit gazlarla elde edilebilir. Cizelge 2.6.1.2.1.’de atomik
spektroskopide kullanilan alev tiirleri ve sicakliklart belirtilmistir (Welz ve ark. 1984,
Bakirdere ve ark. 2011).

Cizelge 2.6.1.2.1. Atomik spektroskopide kullanilan gaz karigimlar1 ve sicakliklar

Yakit ve Yiikseltgen Sicakhik, °C
Gaz / Hava 1700-1900
Gaz/ O, 2700-2800
H, / Hava 2000-2100
H,/ O, 2550-2700
Asetilen / Hava 2100-2400
Asetilen / O, 3050-3150
Asetilen / Azot oksidiir 2600-2800

2.6.1.3. Grafit firimh atomik absorpsiyon spektrometresi
Elektrotermal atomlastiricilar, gaz halinde serbest metal atomlar1 olusturmak igin

elektrikle 1sitilan grafit gubuklar, metal seritler, metal bobinler ve grafit tiiplerdir. En

cok kullanilan elektrotermal atomlastirici, direngle 1sitilan grafit tiiptir. Bu tip

30



atomlagtiricilar grafit firinli AAS olarak adlandirilir. Sekil 2.6.1.3.1°de grafit tiiplii bir
firinin basit bir semasi goriilmektedir (Crouch ve ark. 1988).

[sik Kaynag Grafit Tiip Monokromatdr — Dedektér  Bilgisayar

Sekil 2.6.1.3.1. GFAAS’nin temel bilesenleri (Anonim 2015).

Grafit firinli atomlastiricilar ilk kez 1970 yilinda piyasa ¢ikmistir. Massman tipi olarak
bilinen grafit firin tlirlerinde 6rnek elektriksel olarak 1sitilan kiiclik, iki ucu acik bir
grafit tiipte atomlastirilir. Massman firinlarinda atomlasma tam olarak uygun kosullarda
gerceklesmemektedir. Ornek baslangigta tiipiin soguk duvarlarina enjekte edilmekte ve
daha sonra hizli bir sekilde 1sitilmaktadir. Analit atomlar1 termal denge halindeki bir
ortamda olmadigindan gaz fazinda Ozellikle matriks pargalanma {iriinleri ile gesitli
birlesme reaksiyonlart meydana gelmektedir. Bu tiir firinlarda olusan atomlarin
%60°n1n tliptin daha soguk olan u¢ kisimlarina difiize oldugu ve buralarda yogunlastigi
tespit edilmistir. Ayrica tiipiin orta ve ug kisimlari arasinda 2500 °C ile 800 °C arasinda
degisen sicakliklar ol¢iilmiistiir (Lajunen 1992). Bu problemleri ortadan kaldirmak igin
L’vov ve arkadaslar: tarafindan 6rnegin direkt olarak grafit tiiplin duvarlarina verilmesi

yerine, tlipiin igerisine yerlestirilen bir platforma verilmesini 6nerilmistir.

Genellikle kiiclik hacimlerdeki (10-50 pL arasi) sivi 6rnek, 6rnek verme oyugundan,
soguk tiipiin i¢ine (tlip duvarlarina) veya tiipiin i¢indeki platforma verilir. Bu amagla
otomatik pipetler veya daha yaygin olarak otomatik Ornekleyiciler kullanilmaktadir
(Welz ve ark. 1984).

Numunenin GFAAS ile analizinde sicaklik programindaki basamaklar:
a)Kurutma Basamagi: Bu basamakta ¢0ziicii kaynama noktasindan daha diisiik

sicakliklarda 1sitilmasiyla uzaklastirilir. Yaygin olarak analizi istenen elementin

ozellikleri de dikkate alinarak 1sitma 80-200 °C kullanilir. Numunenin kurutma
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basamaginda sigrama gibi etkilerle uzaklagsmasini 6nlemek amaciyla basamakli ve yavas

1sitma tercih edilir.

b)Piroliz (On atomlasma) Basamagi: Piroliz basamag analiz edilen maddenin
buharlastirilmadan ugucu matrikslerin uzaklastirildigi basamak olup 6rnek igindeki
biitiin ucucu bilesenleri uzaklastirmaya yetecek kadar uzun olmalidir. Tipik olarak bu
basamaktaki sicaklik 350-1800 °C arasinda degisir. On atomlasma basamaginda organik

ve ucgucu inorganik bilesikler uzaklasir ve 6rnekteki matriks bilesenleri pargalanir.

c)Atomlasma Basamagi: Bu basamakta ise sicaklik tayini istenen elementin gaz
atomlarmin olustugu noktaya kadar ytikseltilir. Genellikle bu sicaklik 750-3000 °c
arasindadir. Tayin elementinin absorpsiyonu atomlagma basamagi siirecince dl¢iiliir. Bu
basamakta genellikle atomlastiricidan gecen gaz akisi kesilir veya bazi durumlarda
azaltilir. Atomlastiricidan, atomlar absorpsiyon sinyali olusturarak hizlica spesifik 15in
yolunun digina atilirlar. Bu sinyal ¢ogunlukla keskin bir pik seklinde gozlenir. Calisma

egrisini hazirlamak i¢in hem pik alan1 hem hem de pik yiiksekligi kullanilabilir.

d)Temizleme Basamagi: Grafit kiivet atomlagsma basamagindan daha yiiksek
sicakliklara 1sitilarak kalicit veya az ugucu matriksler ortamdan uzaklastirilirak hafiza

etkisi (memory effect) giderilmeye calisilir.

e)Sogutma Basamagi: Bu basamakta oda sicakligina kadar firin sogutulur. Her basamak
gerekirse birden fazla sicaklik programi igerecek sekilde optimize edilmelidir (Lajunen
1992).

2.6.1.4. indiiktif eslesmis plazma-kiitle spektrometresi

1980 yilinda Houk ve ekibi tarafindan ICP-MS sistemi gelistirilmis ve 1980 yillarin
baslarinda ticari olarak piyasaya sunulmustur. ICP-MS, varolan iki sistemi esas alarak
ortaya ¢ikmistir (Houk ve ark. 1980). ICP-OES ve GC-MS. Piyasaya sunulan ilk
cihazlarda bazi problemler olmasina ragmen, yontemin hassasligi, hizli olmasi ve diisiik

tayin limitlerinee inebilmesi gibi sebeplerden hizla gelisen bir sistem olarak analitik
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cihazlar arasinda yerini almistir. Kiitle spektrometresi olarak daha sonraki yillarda
manyetik sektdr veya ucus zamanlt kiitle spektrometreleri kullanilmasina ragmen,
higbiri quadrupole kiitle analizorleri kadar yaygin kullanima sahip olmamustir. Ilk ¢ikan
ticari ICP-MS sistemleri oldukga biiyiik, pahali ve bir takim limitli kullanima sahip
olmasma karsin, giinlimiizde ¢ok daha kiiciik cihazlar yeni teknoloji ile genis bir

dogrusal aralikta ¢aligmaya olanak tanimaktadir (Robert 2007).

ICP-MS cihazi genel olarak bir iyonlastirici kaynagi, bir kiitle spektrometresi ve bir
dedektorden olusmaktadir. ICP-MS cihazi diger bir¢ok kiitle spektrometri cihazinda
oldugu gibi ayr1 ayr1 iki {initeden degil tek bir cihazdan olugmaktadir. Ancak ICP-MS
cihaz1 diger tekniklerle kombine seklinde kullamlabilir. Ornegin HPLC, GC veya
kapiler elektroforez bu baglantilarda kullanilabilir. Gilintimiizde HPLC-ICP-MS
baglantisi 6zellikle diisiik limitlerdeki tiirlendirme analizleri i¢in siklikla kullanilan bir
yontemdir. ICP-MS cihazinda yapilan dlgimler m/z oranina oranina dayanir. (R00S

2006).

ICP-MS ile analizlerde, sivi halde verilen numune bir enjektor vasitasi ile plazma olarak
adlandirilan ortama ulagir. Plazma ortamindaki sicaklik yaklasik 8000-10000 K’dir.
Yiksek sicakligin etkisi ile madde atomlasmaya ugrar. Son yoriingesinden elektron
koparilan atom tek pozitif yiiklii hale gelir. Bu arada sistemde istenmeyen tiirler ¢esitli

kisimlar tarafindan ayrilarak atilir.

Olusan pozitif ytiklii iyonlar bir kiitle filtresi yardimu ile farkl kiitle/yiik oranlarina gore
ayristirilip dedektore gonderilir. Dedektor gelen iyonlar sayarak bir yazilim yardmiyla
ekranda bize saniyede sayilan (counts/s) sinyal cinsinden sonu¢ verilmesini saglar

(Robert 2007).
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Sekil 2.6.1.4.1. ICP-MS Cihazinin bilesenleri

ICP-MS igin analizi yapilacak kati maddeler tamamen ¢oziiniirlestirme islemine tabi
tutulmus olmalidir. Numune c¢oziiniirlestirilmesinde her bir matriks i¢in ayr1 ayri
asitlerin kullanilmasi s6z konusudur. Kullanilan asitlerde girisim riskini mutlaka goz
oniinde bulundurulmasi gerekmektedir. Coziiniirlestirme islemi sonrasinda numunede
herhangi bir bulaniklik veya tortu olmasi sistemdeki bir takim pargalarin tikanmasina
neden olabilir. Bulaniklik veya tortularin olusmast numunenin tam olarak ¢oziinmedigi
anlamina gelmektedir. Bu da sonuglarin yanlis yorumlanmasina neden olabilir.
Numunenin berrak oldugu durumlarda ufak tortular1 ve olusabilecek tikaniklar

engellemek amaciyla numuneler siiziilerek cihaza verilir.

Peristaltik pompalar bir ka¢ kanalli olabilir. En ¢ok kullanilan {i¢ kanalli peristaltik
pompalardir. Bir kanaldan numune verilirken diger bir kanaldan numune fazlas1 atilir.

Ucgiincii kanal ¢ogunlukla i¢ standart eklemek i¢in kullanilabilir.

Sivi numunenin direkt olarak cihaza verilmesi durumunda plazma sénmesi meydana
gelir. Bu ylizden sivi numunenin ¢ok kiiclik damlaciklar halinde sisteme verilmesi
gerekmektedir. Bu isleme sislestirme, bu islemi yapan kisma ise nebulizer yani
puskiirtiicii ad1 verilir. Nebulizer bir argon gazi yardimi ile sivi numuneyi aerosol
dedigimiz kiigiik damlaciklara c¢evirir. Buradaki gazin akis hizi belirli araliklarla
optimize edilir. Igeriye fazla akista numune yolladigimizda cihazda inebilecegimiz
dedeksiyon limitleri asag1 cekilir, ancak sisteme giren su miktar1 fazlalastigindan oksit

olusumuda artar bu da girisimlerin daha fazla olmasina neden olur.
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Nebulizer ile sislestirilen numune spray chamber denen kisma gelir. Burada biiyiik
damlaciklar ve kiiclik damlaciklar yani aerosoller bir arada bulunur. Spray chamberin
asagl dogru konik yapisindan dolayr biiyiik damlaciklar asagir dogru yol alirken kiigiik

damlaciklar itici gazin etkisi ile sisteme dogru ilerlerler.

Plazma, sivi halde verilen numunenin atomlastirilip iyonlagsmasini saglayan kisimdir.
Yiiksek safliktaki argon gazi, ig¢ige gecmis kuartz malzemeden yapilmais tiiplerin etrafini
saracak sekilde gecirilir. Bu parca torch olarak adlandirilir. Torch’un {ist kisminda bakir
sarmal bir yap1 bulunur. Bu bakir sarmal yapi direkt olarak Radyo frekans (RF)
jenaratoriine baglidir. RF tarafindan yaklagik olarak 1000-1500 watt giic uygulanir. Bu
sayede torchun iist kisminda elektrik ve manyetik alan yaratilir. Manyetik ve elektrik
alan olusumu esnasinda torchun etrafindan gecen argon gazina bir cakmak vasitasi ile
kivileim verilir. Bu kivilcim sayesinde argon atomundan elektron kopartilir. Bu kopan
elektronlar manyetik alan tarafindan hizlandirilirlar. Olusan elektronlara bakir sarmal
tarafindan da bir enerji aktarimi olur. Bu olay indiiktiflesmis eslesmis plazma olarak
bilinir. Olusan bu yiliksek enerjili elektronlar argon atomlar ile ¢arpismaya ve daha
fazla elektron olusmasina neden olurlar. Argon gazinin c¢arpigmali iyonizasyonu bir
zincir reaksiyonu seklinde devam eder. Bu sekilde plazma meydana gelir. Olusan bu

olaya indiiktif eslesmis plazma (ICP) bosalimi denir (Robert 2007).

Plazmaya s1v1 halde verilen numune 6nce suyunu kaybeder ve kiiciik kristalize tuzlarina
dontisiir. Bu kat1 kristaller yliksek sicakligi etkisi ile gaz haline gegerler. Gaz halindeki
molekiiller 6nce atomlagsmaya sonrada iyonlagmaya ugrar. Esitlik de 6rnek ¢dzeltisinin

plazmadaki davranis1 gosterilmistir.

M(H,0)Xo— (MX),—>MX—>M—-M™ Denklem.1
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2.7. Kozmetikler i¢in Ornek Hazirlama Yontemleri

Kozmetik endiistrisinde kullanilan analitik yontemleri gelistirmek igin, 6zellikle drnek
hazirlama asamas: Onemlidir. Literatiirde kozmetik numunelerin temel igerikleri
biliniyor olmasina ragmen, baslica sorunlardan biri, maksimum derisimleri mevzuatlarla
siirli bilesenlerin igerigini belirlemek i¢in analitik yontemlere ihtiya¢ vardir. Bu
nedenle uygulamada karsilasilan bir baska sorun ise tiriinlerde degisen yag bilesenlerine
kars1 uygun bir 6rnek hazirlama islemi bulmaktir. Kozmetikler yapisinda mumlar,
yaglar, boyalar ve pigmentler de dahil olmak tizere gesitli bilesenler i¢erdiginden 6rnek
hazirlama agisindan zor bir matrikstir. Pigmentler ayrica aliimina, silika, titanyum
dioksit, mika gibi refraktor mineralleri igerebilir. Numuneler hakkinda bilgi eksikligi ya
da {riinden {riine degisen bilesenlerin kullanilmasi nedeniyle bir O6rnek igin

optimizasyon stratejisi gelistirmek anlamli degildir (Gawalko ve ark. 1997).

Ornek hazirlama eser element analizinde kritik bir adim olarak kabul edilmektedir. Iyi
bilinen standart yontemler genellikle yas yakma (sicak plaka) ve kuru yakmadir(kiil
firm1).Mineral asitler ve yiikseltgenler g¢esitli Ornek hazirlama tekniklerinde

kullanilmaktadir. A¢ik ve kapali olarak yas yakma uygulanmaktadir.

Mikrodalga destekli ¢oziintirlestirme sistemi ilk olarak 1975 yilindan itibaren
kullanilmaya baslanmistir. Ruj matriksi ¢cok yaglidir ve ters fazli LC i¢in kullanilan
¢oziiciiler iginde yeterince ¢oziiniir degildir (6rnegin EtOH, MeOH, MeCN, THF, vb.)
Buna ek olarak fondétenler, formiilasyonunda metal oksitleri ve pigment maddelerini
icerdiginden kolay ¢oziiniir degildir. Bu nedenle tam ¢6ziindiirme mimkiin degildir;

analitlerin matristen ayrigtirmasi gereklidir.

Yas yakma, matriksin bilesenlerini basit kimyasal yapilara doniistiiren bir yontemdir.
Bu ¢oziintirlestirme 1s1 yoluyla 6rnegin bir asit gibi bir kimyasal reaktif kullanilarak

enerji saglanmasi ile elde edilir.

Yas ¢oziniirlestirme yontemlerinin ¢ogu, okside edici asitler (HNOs, sicak derisik
HCIQ,, sicak derisik H,SO4) ve oksitleyici olmayan asitlerin(HCI, HF, HsPO,, seyreltik
H.SO, seyreltik HCIO4) kombinasyonlarmin kullanimini igerir. Bu asitlerin hepsi

ozellikle sicak ve derisik olanlar1 asindiricidir ve yaralanma ve kazalara karsi dikkatle
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kullanilmalidir. Agik sistem ¢oziiniirlestirme hem inorganik hem de organik maddelerde

etkili olma avantajina sahiptir.

Cizelge 2.7.1. Acik sistem ¢oziiniirlestirme i¢in metotlar

Coziiniirlestirme Teknikleri

Gereken reaktifler

Uygulama alam

Acik sistemler

Geleneksel yakma HNOs;, HCI, HF, H,SO, Inorganik/organik
HCIO4, H,0;

Mikrodalga ¢oziiniirlestirme HNOs;, HCI, HF, HySO,, 1n0rganik/organik
HCIOy4, H,0;

Ultraviyole ¢oziiniirlestirme
Kapal sistemler

H20;, K2S,08

Su, bulamag

Geleneksel 1s1tma HNO3, HCI, HF, H,0, 1norganik/organik
Mikrodalga 1sitma HNO3, HCI, HF, H,0, 1norganik/organik
Akas sistemleri

Geleneksel 1sitma HNO3, H,SO4, H,0; Inorganik/organik
UV online bozunma H>0,, K5S,0g Su, bulamag
Mikrodalga 1sitma HNO3, H,SO4, H,05 Inorganik/organik
Buhar faz asit ¢oziiniirlestirme  HNOs, HCI, HF, H,0, Inorganik/organik

2.7.1. Acik sistem ¢oziiniirlestirme sistemi

Bu yontem ayn1 zamanda yas yakma yOntemi olarak da adlandirilabilir. Bunun nedeni
stvi reaktiflerin kullaniliyor olmasidir. Yas yakma yonteminde organik numuneler
HNO3, H,SO4, HCIO, gibi asitlerle ayr1 olarak pargalanacagi gibi bu asitlerin karigimi
yiikseltgen reaktiflerle pargalanmasi da s6z konusudur. Bir 1sitict yardimiyla numunenin
asitteki siispansiyonu kat1 faz kayboluncaya kadar isitilir. Pargalanma sicakligi asidin
kaynama noktasidir (Kuehner ve ark. 1972). Hidroklorik asidin yiiksek derisimleri
organik maddelerin parcalanmasinda sinirli olarak uygulanabilmesine karsin inorganik
maddeler i¢in ideal bir ¢dziiciidiir. Bu asit ayn1 zamanda baz1 iyonlar1 indirgemek i¢in
de kullanilir. Nitrik asit ile pargalama organik numunelerin eser element igeriklerinin
tayininden 6nce yaygin olarak kullanilir. Bu asit ¢ozliniirlestirme islemi i¢in tek basina
kullanildig1 gibi diger asitlerle karisim olusturarak da kullanilabilir. Perklorik asit ¢ok
etkin bir yiikseltgen maddedir. Derisik perklorik asitin sicak ¢dzeltisinin organik

asitlerle veya kolay yiikseltgenen inorganik maddelerle temasi halinde patlayici 6zelligi
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olmasi nedeni ile 6zel yapim c¢eker ocakta hazirlanmalidir. Sicak derisik siilfurik asitte
cok sayida madde yiikseltgenerek pargalanabilmektedir. Bunun nedeni siilfiirik asitin

sahip oldugu yiiksek kaynama noktasidir.

Hidroflorik asit silikat bilesiklerinin pargalanmasinda ¢ok kullanisli olmasina ragmen
pargalanma sonrasinda ortamda kalan fazla hidroflorik asitin uzaklastirilmas: uzun
zaman alan ve olduk¢a zahmetli olan bir istir. Ortamda kalan asir1 hidroflorik asit
H,SO4 ve HCIO, ile ugurulur. Ayrica hidroflorik asit toksik 6zellikte oldugu i¢in bu
islemler ceker ocakta yapilmalidir. Numune ¢6zme islemlerini daha hizli hale
getirebilmek i¢in bazi asitlerin karisimlar1 hazirlanabilir veya kuvvetli aside yiikseltgen
maddeler ilave edilebilir. Ornegin ¢ok iyi bir ¢dziicii olan kral suyu 3 hacim hidroklorik
asit ile 1 hacim nitrik asitin karistirilmas ile elde edilir. Brom veya hidrojen peroksidin
asitlere eklenmesi de organik maddelerin yiikseltgenmesini hizlandirarak ¢oziicii etkiyi
arttirir. Bu sekilde hazirlanacak c¢ozeltilerin bir baska yarar1 da tek baginayken patlama

tehlikesi olan asitlerin bu 6zelliginin azaltilabilmesidir.

2.7.2. Mikrodalga esash ¢oziiniirlestirme sistemi

Hem organik hem de inorganik maddelerin pargalanabildigi bir yontem olan mikrodalga
ile parcalama diger yontemlere kiyasla daha yeni bir yontemdir. Bu parcalama islemi
hem agik hem de kapali kapta yapilabilmektedir. Ancak yiiksek basing ve sicaklik elde
edilebilmesi bakimindan kapali kaplar daha ¢ok tercih edilmektedir. Kapali kaplarin
yiiksek basing ve sicaklik saglamasi disindaki bir diger avantaji da buharlagsma
kayiplariin oniine gecilebilmesidir. Burada az miktarda kullanilan reaktif parcalama isi
icin  yeterli olmaktadir. Boylece reaktiften gelen kirlenmelerinde Oniine
gecilebilmektedir. Ayrica boyle bir analiz kolaylikla otomatik hale getirilerek zamandan
tasarruf edilebilmektedir. Mikrodalga ile par¢alama metodu son derece hizli yapilabilen
bir yontemdir. Diger yontemler ile saatler siiren bir parcalama islemi bu yontemle ¢ok
kisa stirede gergeklestirilebilmektedir. Bu istiinliigli saglayan, enerjinin ¢ozelti
molekiillerine diger yontemlerden farkli olan bir mekanizma {izerinden aktarilmasidir.

Bu da mikrodalga kap hig 1sitilmadan enerji aktarimi yapilabilirken digerlerinde bir 1s1
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iletiminin saglanmast igin beklenmesi zorunlulugundan olur (Bryce ve ark. 1995,

Saraswati ve ark. 1995).

2.7.3. Kat1 faz mikro ekstraksiyonu

Kati faz mikro ekstraksiyonu (SPME) 1989 yilinda Pawliszyn ve ark. tarafindan
gelistirilen ve1993 yilinda ticarilesen nispeten yeni bir 6rnek hazrlama metodudur. Kati
faz mikroekstraksiyon, bir adsorpsiyon ve desorpsiyon teknigidir. Bu teknik, belirli
organik bilesenlerin sivi ya da kat1 6rneklerden dogrudan veya kapali bir ortamdaki kati-
yarikati-sivi Orneklerin tepe boslugundan sabit faz ile kapli bir eritilmis silika fiber
lizerine adsorpsiyonuna dayanmaktadir (Silva ve ark. 2013, Arthur ve ark. 1990).
Genellikle 2-40 dakikalik bir siire sonunda dengeye ulasildiginda absorbe veya adsorbe
edilen bilesenleri iceren fiber ornekten uzaklastirilir. Bu bilesenler bir GC-enjektor
portunda termal desorpsiyon islemi ile geri alinarak uygun kolon ve detektor ile analiz

edilir (Sekil 2.7.3.1).
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Sekil 2.7.3.1. SPME fiberinin yapisi
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SPME cihazi, dis yiizeyi polimerik sabit faz ile kapl silika fiber ve fiberin i¢inde
bulundugu paslanmaz ¢elik bir tiip igeren mikro siringa goriinlimiinde bir alettir (Sekil
2.7.3.1). Bu tiip 6rnegin bulundugu vialin septumuna daldirilir ve daha sonra siringa
yardimiyla 1cm uzunlugundaki fiber u¢ tepe bosluguna ya da dogrudan ornek igine
itilir. Belli bir siire sonunda 6rnek iginde, tepeboslugunda ve fiber iizerinde bulunan

ucucu bilesenlerin derisimleri arasinda bir denge kurulur.

SPME nin en biiylik avantajlarindan biri ¢6ziiclisiiz numune hazirlanabilmesidir.
Boylece ¢oziicii kullanimi minimize edilmis olur. SPME sorpsiyon ve desorpsiyon
iceren Dbasit bir sistemdir. SPME numune cihazlart tasinabilirdir ve arazi
uygulamalarinda kullanilabilir. SPME yiiksek derisim yetenegi ve secicilik gibi
avantajlara sahiptir. SPE, analitin ¢ok biiyiik bir kisminin ekstraksiyonunu saglar fakat 1
e %2 oraninda numune analitik enstrumana enjekte edilir. SPME de ise Ornegin
tamaminin enjekte edilmesine ragmen analitin sadece kiiciik bir kismin1 (%2-20)

ekstrakte edebilir. Yontem az hatayla analiz potansiyeline sahiptir (Bojko ve ark. 2012).

Polidimetilsiloksan (PDMS) tek bilesikli, nonpolar sivi absorbent fazi kaplamasi erimis
silika iizerinde 7,30 ya da 100 pm kalinliginda olan en sik kullanilan SPME
fiberlarindandir. PDMS fiber1 GC ve HPLC analizlerinde de kullanilmaktadir. En ince
kaplama 100mm ucgucu bilesikler i¢in kullanilir. Orta diizeydeki kaplama 30mm
nonpolar, yar1 ugucu organik kaplamalardan kiigiik kaplama ¢apt 7mm ise nonpolar,
yiksek molekiil agirhigina sahip bilesiklerde kullanilir. PDMS fiberleri 4-10 pH
araliginda sinirlidir.  Poliakrilat (PA) tek igerikli polar absorbenttir ve film kalinlig
85mm olan kaplamalarda kullanilir. Sorbent GC veya HPLC analizlerinde kullanilabilir
ve polar yar1 ugucu bilesiklerin ayrimi i¢in uygundur. SPME i¢in Coklu bilesik fiberleri
de gelistirilmistir. SPME divinilbenzen (DVB) veya asili CAR-PDMS, nonpolar faz
veya karbovaks(CW), orta kararli polar faz igerir. Kati partikiiler sivi fazda fiberi
kaplamak iizere asili bulunurlar. PDMS-DVB c¢oklu bilesik igeren bipolar sorbent
kaplamadir. PDMS-DVB ticari olarak SPME i¢in 65mm kalinliginda bulunur.GC ve
HPLC analizlerinde kullanilir. DVB, PDMS fazinda asili bulunur. CW-DVB c¢oklu
bilesigi polar sorbentleri GC analizleri igin 65-70 mm kalinliginda iiretilmistir. SPME,
karbovaks-DVB kullanarak alkollerin ve polar bilesiklerin ayrimi miimkiindiir. DVB,
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carbovaks fazinda asili kalir. Karboksen/PDMS c¢oklu bilesik bipolar sorbenti (75-80
um kalinliginda) gazlarin veya diisiik molekiil agirligina sahip bilesiklerin GC analizleri
icin kullanilir. Karboksenler nadiren biitiin partikiill boyunca yayilan gézencklere
sahiptirler ve bu da hizli desorpsiyon saglamaktadir. Molekiiler agirligi 90°dan az olan
analitlerin ayrimimnda 85 pm lik karboksen/PDMS lerin kullanimi en iyi segenektir
(Supelco Bulletin 2009).

7 um PDMS

DVB-Carboxen

0 150

Analitin Molekiil Aghig Araliz

300 450

Sekil 2.7.3.2. SPME fiberlarmin karsilastirilmasi

Ugucu bilesenlerin drnek/tepeboslugu/fiber arasindaki dagilimi 6rnek matriksi, 6rnegin
yag icerigi, tuz derisimi, pH's1, istenmeyen baz1 bilesenlerin bulunmasi, ugucu bilesenin
polaritesi ve uguculugu, 6rnek ve tepeboslugu hacimleri, 6rnegin calkalanmasi ya da
karistirilmasi, 6rnegin sicakligl ve fiber seciciligi gibi pek cok faktore baghdir (Matich,
1999). Fiber sabit fazinin kii¢iik hacminden dolay1 (yaklasik 1ul), ugucu bilesenler pek
¢cok durumda sadece kismi olarak ekstrakte edilebilmektedir (Holt, 2001). Fiber
tarafindan ekstrakte edilen ugucu bilesen miktar1 fiber iizerine kaplanan polimerin
kalinligina ve ugucu bilesenin denge sabitine baglidir. Ekstraksiyon siiresi, en yiiksek
denge sabitlerine sahip ugucu bilesenlerin kesin ekstraksiyonu igin gerekli olan siire
tarafindan belirlenmektedir. Denge sabiti genellikle bir ugucu bilesenin molekiil agirlhig

ve kaynama noktasi yiikseldik¢e artmaktadir.
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Cizelge 2.7.3.1. SPME’nin diger tekniklerle karsilastiriimasi

Ekstraksiyon LOD Kesinlik Zaman Coziicii
modu seviyesi (%RSD) (dk) kullanim
Purge&Trap ppb 1-30 30 -
Stripping ppt 3-20 120 -
Headspace ppm 30 -

LLE ppt 5-50 60 1000mL
SPE ppt 7-15 30 100 mL
SPME ppt 1-12 5 -

Ticari olarak bulunan farkli tipteki polimerik fazlarla kaplanmis fiberler polaritelerine
gore apolar, bipolar veya polar olarak ve ayrica adsorbent ya da absorbent tip fiber olup

olmadiklarina gore siiflandirilabilirler (Cizelge 2.7.3.2.).

Cizelge 2.7.3.2.Ticari olarak uygun SPME Fiberlerinin Ozeti (Supelco Bulletin 2009)

Fiber Tiirii Film Polarite  Max Teknik Analizlenebilecek
Kalinh@ sicakhk Bilesikler
(um) (C)
Polydimetil 100 Non- 280 GC/HPLC  Ugucular
silokzan (PDMYS) polar
PDMS 30 Non- 280 GC/HPLC  Non-polar yar1
polar ucucular
PDMS 7 Non- 340 GC/HPLC  Orta- Polar
polar Yar1 ugucular
PDMS- 65 Bipolar 270 GC Polar ugucular
Divinilbenzen
(DVB)
PDMS-DVB 65 Bipolar 270 HPLC Genel amag
PDMS-DVB*® 60 Bipolar 270 GC Polar ugucular
Poliakrilat (PA) 85 Polar 320 GC/HPLC  Polar yar1 ugucular
Karboksen-PDMS 75 Bipolar 320 GC Gazlar ve ugucular
Karbovaks-DVB 70 Polar 265 GC Polar analitler
DVB-PDMS- 50/30 Bipolar 270 GC Kokular
karboksen
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SPME o6rneklemesinde iki yaklasim vardir: Dogrudan ve headspace drnekleme SPME

numune drnekleme metot tipleri Sekil 2.7.3.3.” de goriilebilir.

Fiber

Eapah
vial
Ornek
ortami ——
Hfﬂdspl_ﬂﬁ Direk daldirma
yintemi yomtemi

Sekil 2.7.3.3. Headspace ve dogrudan SPME tiirleri (Ki 2011)

Dogrudan SPME: Fiber matrisinin ig¢ine dogrudan yerlestirilir. SPME de yiiksek
dogruluk ve hassasiyet igin, ornekleme siiresi ve diger Ornekleme parametrelerinde
tutarlilik tam dengelemeden daha onemlidir. Ayrica vial boyutu ve 6rnek hacmini sabit
tutmak da onemlidir. Dogrudan daldirma SPME ile 6rnekleme yapildigi zaman, fiberin

ornekteki derinligi optimize edilmesi gereken bir parametredir (Zhang ve ark. 1993).

Headspace SPME: Fiber numunenin iist tepe boslugu kisminda tutularak ornekleme
yapilir. Bu 6rnekleme yontemi, kaynama noktas1 200 °C daha az olan analitlerin analizi
icin uygundur. Ucucu organik maddeler bu yontem kullanilarak kolayca analiz
edilebilir. Headspace SPME de denge, dogrudan SPME’ye gore daha hizli gergeklesir;
clinkii analitler fiber iizerine daha hizli niifuz ederler. Headspace SPME girisimleri en

aza indirmesinden dolay1 ve fiber 6mriiniin uzattigini i¢in idealdir (Belardi 1989).
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2.8. Kozmetiklerin Analizinde Kullanilan Analitik Metotlar

Kozmetik firlinlerin analizinde igerigindeki bilesenler ve yapisi nedeniyle asagidaki

I
\

ozellikleri gbz 6niline alinmalidir (Sekil 2.8.1.)

Secici Metotlar

Otomasyonun
yiiksek seviyede
Basitlik ve . -
Hizhihk
Diisiik o
Toksisitedeki Reaktiflerin

Reaktif diisiik miktarda

Kullanim tiiketimi

Sekil 2.8.1. Kozmetik analizlerinde analitik yontemlerin 6zellikleri

2.8.1. Gaz Kromotografisi — kiitle spektrometresi

Gaz kromatografide (GC), 1s1 ile buharlastirilan 6rnek kromatografi kolonunun girisine
enjekte edilir ve inert bir gaz ile eliie edilir. Diger kromatografik yontemlerin aksine
hareketli faz analitin molekiilleri ile etkilesmez; gazin tek gorevi; analiti kolon boyunca
siiriiklemektir. iki ¢esit gaz kromatograf vardir: gaz-kat1 kromatografi (GSC) ve gaz-sivi
kromatografi (GLC). Gaz-sivi kromatografi bir¢ok alanda yaygin olarak kullanildig:

icin ad1 genelde kisaca gaz kromatografi olarak anilir.
Gaz-sivi kromatograf analitin gaz haldeki hareketli faz ile bir katinin yiizeyine

tutturulmus sabit siv1 faz arasinda dagilimi iizerine kurulmustur. Bir gaz kromatograf

cihazinin temel bilesenleri Sekil 2.8.1.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.8.1.1. Gaz kromatografin bilesenleri (Skoog ve ark. 2005)

Gaz kromatografide hareketli faz olarak kimyasal agidan inert olan helyum, argon, azot,
karbon dioksit ve hidrojen gibi gazlar kullanilir. Gaz se¢imi kullanilan detektére uygun
yapilmalidir. Gaz kaynagina bagli olan diger liyeler ise; basing ayarlayicilari,
gostergeler ve akis Olcerlerdir. Ek olarak, su veya tasiyict gazdan gelebilecek diger
safsizliklar1 gidermek i¢in gaz sisteminde molekiiler elek bulunmaktadir. Akis hizi
kontrolii, normal olarak gaz silindirine bagli iki basamakli basin¢ diizenleyiciler
(regtilatorler) ve kromatografa baglh akis diizenleyici ile yapilir. Modern sistemlerde ise

gaz akis ve basincini kontrol eden elektronik sistemler bulunmaktadir.

Numune enjeksiyonunda, kolon girisinde bulunan bir silikon-lastik diyafram veya bir
septum i¢inden, numune sivi veya gaz olarak bir mikro siringa ile hizli buharlastirici
bdolmeye verilir. Yavas enjeksiyon ve fazla miktarda 6rnek verilmesi, pik genislemesine
ve diisiik ayirma giiciine neden olur. Analitik amagli enjeksiyon hacmi; 0,1- 20 pL
arasinda olabilir. Gaz kromatografisinde iki tip enjeksiyon vardir. Bunlar split ve
splitlesstir. Splitless enjeksiyon tiiriinde kolon i¢ine enjekte edilen miktar dogrudan
kolona verilirken, split enjeksiyonda; split oranina gore drnegin belirli bir kismi1 kolona
verilir. Bu derigik Orneklerde kolona verilmeden Once yapilan bir seyreltme islemi

olarak da kabul edilebilir.
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Gaz kromatografisinde, dolgulu ve kapiler olmak iizere iki tip kolon kullanilir.
Kromatografi kolonlarinin boyu, 2 ile 50 m. arasi degisebilir. Yapimlarinda paslanmaz
celik, cam, ergitilmis silis veya teflon kullanilabilir. Kolon sicakliginin sabit olmasi
onemli bir analiz parametresi oldugu icin kolon, sicaklig1 belirli bir etiiv (kolon firin1)
icerisinde bulunur. Sabit sicaklik saglama ve etiive sigmalari i¢in genellikle ¢aplar1 10
ile 30 cm arasinda degisen bobinler seklinde sarilirlar. Cizelge 2.8.1.1. ‘de dolgulu ve

kapiler kolon 6zellikleri verilmistir.

Cizelge 2.8.1.1. Dolgulu ve kapiler kolon &zellikleri

Dolgulu Kapiler
Uzunluk (m) 0,5-5 5-50
I¢ cap (mm) 2-4 0,1-0,7
Akis (mL/dk) 10-60 0,5-15
Basing (psi) 10-40 3-40
Plaka sayis1 4000 250.000
Kapasite 10 mg/pik 100 ng/ pik
Film kalinligi(um) 1-10 0,1-8

Kapiler kolonlar; uzun kolon boylari, kiiclik yaricaplari ve daha diisiik numune
hacimleri ile dolgulu kolonlara gore daha fazla istiinliigii olan ve kullanim alan1 bulan

kolon tirleridir.

Gaz kromatografide piklerin ayrilmasini iyilestirmek i¢in onemli olan faktorler; kolon
uzunlugu, kolon i¢ ¢api, film kalinhigi, tasiyici gaz tiirii, tasiyict gaz hizi ve kolon
sicakligidir. Gaz kromatografide ideal sabit fazin; diisiik ucuculuga sahip olmasi, termal
olarak kararli olmasi, kimyasal olarak inert olmasi gereklidir. Ticari olarak kullanilan
baz1 kolon dolgu malzemeleri 6zellikleri, isim ve uygulama alanlar1 Cizelge 2.8.1.2°de

verilmistir.
Gaz kromatografide baslica kullanilan detektorler; alev iyonlastirmali detektor (FID),

termal iyonlastirmali detektor (TCD), termiyonik detektorler (TID) ve kiitle detektorleri
(MS)’ dir.
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Cizelge 2.8.1.2. Gaz-s1v1 kromatografi i¢in uygun bazi durgun fazlar

Durgun Faz Genel Ticari En Genel Uygulamalari
adi yiiksek
Sicaklik,
°C
Polimetil OV-1,SE-30 350 Genel amagh apolar faz;
siloksan hidrokarbonlar; poliniikleer
aromatikler; ilaglar; steroidler;
PCB’ler

%5 Fenil- OV-3,SE-52 350 Yag asidi metil esterler; alkaloidler;
polidimetil ilaglar; halojenli bilesikler
siloksan
%50 Fenil oVv-17 250 [laglar; steroidler; pestisitler;
polidimetil glikoller
siloksan
%50 0OV-210 200 Klorlanmis aromatikler;
Trifloropropil nitroaromatikler; alkil siibstitiie
polidimetil benzenler
siloksan
Polietilen glikol ~ Carbowax 250 Serbest asitler; alkoller; eteri yaglar;

20M glikoller
%50 OV-275 240 Poli doymamis yag asitleri; rozin
Siyanopropil asitleri; serbest asitler; alkoller
polidimetil
siloksan

Gaz kromatografisi ¢ogu zaman segici spektroskopik ve elektrokimyasal tekniklerle
baglantili olarak kullanilir. Boylece ikili yontemler adi verilen bu sistemler, kompleks
karigimlarin analizinde giiclii bir ara¢ olarak karsimiza cikar. Gaz kromatografikiitle
spektrometresi biyolojik ve dogal sistemlerdeki yiizlerce maddeyi ayn1 anda tanimak

amaciyla kullanilmaktadir. Bu tiir bir sistemin sematik goriiniimii Sekil 2.8.1.2.°de

verilmistir.
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Sekil 2.8.1.2. Gaz kromatografisi/kiitle spektrometresinin sematik gosterimi.

2.8.1.1. Vakum outlet -gaz kromotografisi — kiitle spektrometresi

Vakum outlet kapiler GC ya da diger adiyla Vakum GC tekniginde kolonlar diisiik
basingta ¢aligmaktadir. Diisiik basing altinda ayirmanin gerceklesmesinde 1962° de
Giddings ve arkadaslarinin belirttigi gibi bircok avantaji vardir. Vakum outlet GC’nin
MS ile kombine edilmesi uygulamalar1 kolaylagtirmaktadir (Zeeuw ve ark. 2000)

Vakum outlet sartlarinda, kisa genis ¢apli kolonlarin kullanimi daha uygundur. Vakum
GC de atmosferik outlet basinglarinda calisan kolonlara gore, kisa mega ¢apli kolonlar
tiim kolon boyunca vakum gececeginden daha yiiksek bir analiz hiz1 saglamaktadir. Dar
capli kolonlar kullanildiginda ise bunun tam tersi olmaktadir. Bu vakum kosullar
altinda gergeklestirilen, yiiksek teorik plaka sayilar ile dar capli kolonlar i¢in hiz
kazancinin daha az 6nemli hale geldigi anlamina gelmektedir (Zeeuw ve ark. 2000,

Cramers ve ark. 1998).

Bir kiitle spektrometresi ile genis capli bir kolon baglanmasi yoluyla vakum islemi
saglamak i¢in, kolonun baglangicinda bir (restriction) simirlayici kullanimi gereklidir;
aksi takdirde islevsel sorunlar ortaya ¢ikar. Ozellikle, tasiyic1 gaz girisi ve enjeksiyon
sisteminin ortam basincinin altinda ¢alistirilmasi gerekir. Buna ek olarak, yiiksek kolon
cikis akisi, kiitle spektrometresinin iyon kaynaginda tolere edilebilecek maksimum

basing limitini agabilir. 0,53 mm i¢ capli ve 10 m uzunlugunda bir genis ¢apli kolonun
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tipik (optimum) kolon ¢ikis akis hizi yaklasik 7-10 ml/dakikadir. Genellikle, bir MS’in
pompalama kapasitesi, SmL/dakika kolon akis hizinda maksimuma ulagmaktadir. Ote
yandan, MS pompalama sistemi kabul edilebilir bir seviyede basinci siirdiirmek i¢in
yeterli kapasiteye sahip oldugu takdirde, bir komplikasyon enjektor giris basincr alt-
ortam degerlerine azalacaktir. Bu ek uygulama avantajli olmakla beraber hiz agisindan
sorunlara neden olabilir. Ancak kolon girisine baglanmis bir sinirlayict kullanilirsa; akis
da kabul edilebilir bir diizeye kadar smirli olacagindan, enjeksiyon sistemi atmosfer

basincindan yiiksekte ¢alisabilir ve hala diislik basing tiim kolon boyunca hakimdir.

Daha kolay ve gii¢lii vakum GC saglayan enjeksiyon portuna (restriction) kisitlayici
eklenmesi ile ilgili yeni bir yaklasim da Zeeuw ve arkadaslar1 tarafindan one
stiriilmiistiir. Bu sekilde, 6zel bir konnektdr ihtiyaci ile birlikte iiretim gerektirir ve olast
sizintilar, 6li hacim, aktivitesi ve olusabilecek termal kiitle sorunlar1 6nlenmis olur.
Ormnegin, kisitlamanin bir kismi, 6rnek matrisi ile etkilestiginde pikler, analitik kolona
ulagsmadan genislemeye ve kuyruklanmaya baslar ve tiim kisitlamanin degistirilmesine
gerek duyar. Bu gibi durumlarda, bunun bir par¢asini kesmek pratik bir yol degildir
ciinkli kisitlamanin basing karakteri ve kolon akisi degisecektir. Zeeuw ve ark.
tarafindan Onerilen yeni metotta ise, enjeksiyon portu i¢inde press-tight tipi konnektor
ve 0,025 mm i¢ cap1 ile kaynasmis silika kisa parcalari ve konumu kullanarak
enjeksiyon kismi iginde Sekil 2.8.1.1.1°de gosterildigi gibi bir kisitlama yapabilir
(Zeeuw ve ark. 2009).

a b

Normal liner
= — 0.025mm Kapiler
Smurtayiet (restriction)

R
Bu pozisyon split/splitless I \"

igin bir kolonun normal Prss tight tipi konnektdr
pozisyonudur
“ \.om‘wltkmlcsf \ o 0.53m Kapiler
\
SN
Sekil 2.8.1.1.1. a. Enjeksiyon portundaki (restriction) sinirlayicinin pozisyonu ve b.

Press-Tight konnektorde sinirlayici (restriction) (Koesukwiwata ve ark. 2011).
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0,53 mm kapiler i¢indeki gercek basing, 0,25 mm kolondan ¢ok daha diisiik olacaktir.
Optimum hiz, diisiik basing ile arttigindan; optimum lineer gaz hizindaki kazang 0,53
mm kolonlarda 0,25 mm Kkolonlardan daha yiiksek olacaktir (Koesukwiwata ve ark.
2011).

Optimum ortalama tasiyict gaz hizi ortalama ikili gaz fazi diflizyon katsayisi ile
orantilidir ve her ikisi de bu basing ile ters orantili degisir, bu nedenle vakum outlet GC
uygulamasi hizli ayirmalar igin firsat saglamaktadir. Sekil 2.8.1.1.2°de goriildiigii lizere,
kilcal i¢indeki basing diisiiriilmesi, gaz fazindaki hizli difiizyon nedeniyle Van Deemter
egrisini saga kaydirmaktadir. Bu etki, biitiin kilcal boyunca daha yiiksek bir vakum
uygulanirken daha etkin olacaktir (Leclercq ve ark. 1998). Bu nedenle etki, 0.53 mm
capli kolonlarda daha biiyiiktiir. Ayn1 zamanda kiigiik ¢capli kolonlar i¢in de galisir; fakat
bu durumda kolonun kendisi sinirlayict olarak davranacaktir. Dar ¢apli kolonlar ile
calisildiginda bu etkinin gozlenmesi igin ¢ok kisa siire gerekmektedir (Zeeuw ve ark.
2000)
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Sekil 2.8.1.1.2. He tasiyic1 gazi i¢in 0,53 mm’lik kolonun basing ve vakum kosullarinda

Van Deemter egrileri (Koesukwiwata ve ark. 2011).

Uygulamada, diisiik basing altinda calistirilan 0,53 mm kolon kullanilmasi, normal
basing altinda GC kolon kullanilmasindan dort kat yiiksek faktor ile (yani, uygun hizlari
yaklasik 25 cm/s olan, 0,25 veya 0,32 mm kolon kullanarak) tasiyict gaz olarak helyum,
90-100 cm/s akis hizlariyla sonuglanir.
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Bu hizlarla ve daha kisa kolonlar kullanilarak (10 m yerine 30 m, 2,5 kat bir azalma ile
sonuglanan) analiz zamaninda 10 faktorliik bir teorik azalma miimkiindiir. Pratikte bu
faktorlere sadece izotermal analizler i¢in ulasilabilir. Sicaklik programli GC
analizlerinde, azaltma faktorlerinin  (6rnegin, 3-7 arasinda bir faktor) daha diisiik

oldugu gozlenmistir (Zeeuw ve ark. 2000).

Bilindigi gibi, kolon giris ve ¢ikis arasindaki basing farki sabit oldugunda, bir tasiyici
gaz volimetrik akisi kolon firmi sicakligi tarafindan belirlenir ve gradyan sicaklik
programui sirasinda bir sabit basingta ¢alistirildiginda, tasiyici debisi kayda deger dlgiide
yavaslayabilir.

Hidrojen, genis bir akis hiz1 aralifinda ve sicaklikta yiiksek etkinlik saglamaktadir.
Boylece kapiler kromotografi i¢in en uygun gaz olamaktadir. Hidrojen diisiik plaka
yiiksekligi ve yiiksek verimliliginden dolayr iyi bir Van Deemter profiline sahiptir.

Helyum ve azot da hidrojenden sonra gelmektedir.

Zeeuw ve ark. tarafindan 10 m x 0.53 mm CP-Sil 5 CB kolonu ve igeride bir sinirlayici
ile quadropol MSD kullanildiginda helyum igin optimum hiz yaklasik 90-100 cm /s
bulunmustur. Bu tiir yiiksek hizlarin ¢ok kisa analiz siirelerine neden olacag: agiktir.
Normal olarak, bu yiiksek hizli kosullar altinda ayrilan pikler ¢ok dardir ve siirl veri
toplama orani nedeniyle pik tayininde problemler olabilir. Bununla birlikte, bir 0,53 mm
capli kolonda ayrilan pikler daha genis oldugundan vakum outlet sartlarinda

kullanildiginda daha etkili veri toplanmasini saglanmaktadir (Zeeuw ve ark. 2000).

Yiiksek dogrusal hiz nedeniyle piklerin hizli ayrilmasi ve yiiksekliklikleri iyidir.
Sinyal/Giiriiltii oraninda daha yiiksek pik sonuglari, yaklasik ii¢ kat iyilesme ve
yontemin tayin limitlerinin disiiriilmesini saglamaktadir. Bu nedenle, teknolojinin
uygulanmasi, az analit miktarlarinda bile ¢ok daha hizl1 analiz taramas1 yapabilmektedir

(Zeeuw ve ark. 2000, Zeeuw ve ark. 2009).
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2.8.2. Sivi kromatografisi- iyon tuzagi- ucus zamanl- kiitle spektrometresi

Ug boyutlu iyon tuzagi- ugus zamanli- Kiitle Spektrometresi HPLC kolonundan gelen
bilesenlerin kiitlelerinin analizinde ve yapisal tanimlama amaciyla kullanilmaktadir.
Ugus zamanl kiitle spektrometre (TOF) teknolojisi kisa siirede dogal ve sentetik
makromolekiillerin karakterizasyonu i¢in tercih edilen kiitle spektrometresi konumuna
gelmistir. TOF genis bir kiitle araliginda yiiksek hassasiyetle spektral ¢oziiniirliigi
(rezoliisyonu) birlestirmektedir. Hassas kiitle ile birlikte MS" 6l¢iimleri yapilabilmest,
LCMS-IT-TOF ile izl ve kolay tanimlama yapilmasina olanak saglamaktadir. MS" ile
yapisal formiiliin belirlenmesi ve formiil kullanilarak bilesen veritabaninin taranarak

polimer katkilarmin tespit edilmesi icin kullanilabilecek gercekei ve tercih edilen bir

yontemdir (Ahuja ve ark. 2007, Morrow 2015, Guilhaus 1995, Niessen 1999).

Ugus zamanh kiitle analizoriinde ayirmada magnetik etki bulunmaz. Kisa siireli bir
elektron pulsu ile bombardiman yapilarak pozitif iyonlar iiretilmesi saglanir. Delikli bir
levha ile kontrol edilen pulslarin frekansi 10000 Hz, yasam siireci 0,25 s kadardir.
Uretilen iyonlar daha sonra iyonizasyon pulsu ile ayni frekanstaki bir elektrik alani
pulsu ile hizlandirilir. Hizlandirilmig tanecikler, bir metre boyundaki elektrik alani
bulunmayan bir "ayirma tiipii"ne girerler (Sekil 2.8.2.1.). Tiipe giren tiim taneciklerin
kinetik enerjisi aynidir; boylece her birinin hiz, kiitleleri ile ters orantili olacak sekilde

farkli olur.

Ugus zamanli kiitle spektrometrelerdeki dedektor bir elektron cogaltict (cok kademeli)
tiiptiir; tliplin ¢ikist bir katot 1s1n1 osiloskopun dikey dondiirme levhalarina beslenir,
yatay tarama hizlandirma pulslari ile senkronize edilerek kiitle spektrumun tamami

osiloskop ekraninda hemen goriintiilenir.
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Sekil 2.8.2.1. Ugus zamanli kiitle spektrometresinin sematik gosterimi (Ferrer ve ark.
2009)

2.8.2.1. Atmosferik basin¢ch iyonlasma teknikleri

API yontemi, 6zellikle sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC/MS) sistemi igin
kullanim alam1 ¢ok yaygin olan bir iyonizasyon teknigidir; iyonizasyon vakum

sisteminin disinda meydana gelir. Ornegin ¢dzelti halinde olmas1 gerekir.

2.8.2.1.1. Elekrosprey iyonizasyon

Elektrosprey Iyonizasyon (ESI) en yumusak iyonizasyon teknigidir. Polar ve ugucu
olmayan bilesikler i¢in ideal bir iyonizasyon ydntemidir; bunlar arasinda, proteinler,

peptitler, niikleik asitler, farmasotikler ve dogal {iriinler sayilabilir.

Elektrosprey arayiiz atmosfer basincinda ¢aligir; bu 6zelligi nedeniyle vakum altinda (1-
10 torr) calisan termosprey tekniginden ayrilir. Numune ¢ozeltisi, iyon orifisinden 1 cm
kadar mesafedeki paslanmaz ¢elik bir kapilerin ucundan (jet) piiskiirtiiliir. Orifis levhasi
ve jet arasina uygulanan 3-5 kV potansiyel damlaciklarin iyonlagmasini saglar.
Elektrospreyin iyonlagma verimi iyonizasyon potansiyeline bagli olarak degisir.

Potansiyel farkinin artirllmasi baslangi¢ta damlacik boyutunu yiikseltir, fakat iyon
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olugmasi gerceklesemez. Voltajin daha fazla yiikseltilmesi halinde sisle kaplanan

tanecikler yiiklenir ve iyonlagirlar (Rosenberg, 2003).

basing = 1 atm kismi vakum
‘g 10p gap: = 100 um drnek giris nozulu
(digik voltaj)
NE
MH*
A D e e m/
g +
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Sekil 2.8.2.1.1. Elektrosprey iyonizasyon sematik gosterimi (Ferrer ve ark. 2009)

S1v1 kromatografi ile birlesik olarak kullanilabilir. Yiiklii damlaciklardan gaz faza gecen
iyonlar M+H" veya M - H™ iyonlar iiretir. Cok yiiklii iyonlar da iiretebilmesi yiiksek
molekiil agirlikli proteinlerin analizine olanak verir. ESI kaynak, yiiksek voltaj (4.5 kV)
uygulanabilen ¢ok ince bir igne igerir; 6rnek ¢ozeltisi bu igne i¢inden kaynak odacigina
puskiirtiilir ve damlaciklar halinde dagitilir. Damlaciklar kapilerden ¢ikarken
yiikliidiirler; solvent buharlagirken yiiklii analit molekiillerini birakirlar ve damlalar
kaybolur. ESI, 6zellikle buharlastirilmas1 ve iyonlastirilmasi zor olan biiyiik biyolojik

molekiiller i¢in faydali bir iyonizasyon teknigidir.

2.8.2.1.2. Atmosferik basin¢ kimyasal iyonizasyon

Atmosferik Basing Kimyasal Iyonizasyon (APCI) Atmosferik basing kimyasal
iyonizasyon (Heated nebuliser, APCI) polar bilesikler i¢in kullanilan bir iyonizasyon
teknigidir. Yiiksek performans sivi kromatografisinden gelen akim (< 2 mL/dk akis
hiz1) 600 °C ’de buharlastirilir. Solvent ve analit arasindaki ¢arpismalar ve yiik transfer
reaksiyonlarinin etkisiyle ya M+H" veya M-H" iyonlarinin olusmasina yol acan proton
transferi olusur. Bilesikler termal par¢alanmaya ugrar. Cok degerlikli iyon olusumuyla

fazla karsilasilmaz (Aleksandrov ve ark. 1984, Rosenberg 2003).
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Sekil 2.8.2.1.2. Atmosferik basing kimyasal iyonizasyon sematik gosterimi (Ferrer ve
ark. 2009)

2.9. Ol¢iim Belirsizligi

Bir 6l¢iim sonucunda, olgiilen kritere katkisi olan degerlerin dagilimini karakterize eden
parametre olarak tanimlanir. Bir seri Ol¢limiin istatistiksel dagilimin standart
sapmalarindan belirlenebilir, Onceki deneyim ve bilgilerin olasilik dagilimlarinin
degerlendirilmesinden ve oOnceki metot gecerlilik ¢alismalarindan yararlanilarak

hesaplanir (Meyer 2007).

Bir sonucun O6l¢iim belirsizliginin hesaplanmasinda olasi kaynaklar vardir. Bunlar;
ornekleme, Ornek matriks etkisi, ¢evre ve Olgim kosullari, tarttim ve hacimsel
ekipmanlarin belirsizligi, cihazlarin belirsizligi, Ornek hazirlama, ekstraksiyon,
temizleme, kalibrasyon modelleri ve kullanilan yazilim programinin (software)
belirsizligi, metot ve islemlerdeki yaklasik ve tahmini degerlerle ilgili tesadiifi hatalar

olarak siralanabilir (Maestroni 2005, Ratola ve ark. 2006).

Toplam belirsizligin hesaplamasinda, her bir kaynagin belirsizligi hesaplanir. Iste bu her
bir kaynagin etkisi “belirsizlik bileseni” dir. Bununla ilgili a¢iklamalar asagida
verilmektedir (Vanatta ve ark. 2007) ; Bu kavram standart sapma ile agiklandiginda
“standart belirsizlik, u(y)” olarak bilinir. Bir l¢iim sonucu y i¢in biitliin bilesenlerin

katilimiyla bulunan toplam belirsizlik “birlestirilmis standart belirsizlik ucy)” olarak
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bilinir ve biitiin bilesenlerin belirsizliklerinden elde edilen varyansin karekokiiniin

alinmastyla bulunan bir standart sapmadir.

Analiz islemlerinde pek ¢ok amagla “genisletilmis belirsizlik U” kullanilir. Bu 6l¢iilen
degerin yiiksek gilivenlik seviyesindeki (olasiliginda) araliklarini verir. U degeri uc(y)
degerinin kapsama faktori k ile carpilmasi ile elde edilir. K faktorii istenen giivenlik
seviyesine gore segilir ve genellikle 2-3 arasinda olur. Normal dagilim sdzkonusu ise,
k=2 faktorii almir, bu da yaklasik % 95 oraninda gosterir. Daha yiiksek giiven
seviyesinde (% 99,7) de k=3 uygulanur.

Hata ve belirsizlik terimleri arasindaki farkliliga ¢ok dikkat edilmelidir. Bunlar
esanlamli degildir, tamamen farkli kavramlardir. “Hata” Glgiilen biiyiikliiglin gergek
degeri ile 6l¢iim sonucu arasindaki farktir. Bu tek bir deger olup, sistematik olan,
bilinen hata degerine bir diizeltme uygulanabilir. “Belirsizlik” ise limitleri olan bir
degerdir (ISO/IEC Guide 2008). Bir diizeltme islemi uygulanamaz. Bir analizin sonucu,
sistematik hata diizeltmesinden sonra gercek degere cok yakin olarak bulunabilir.
Aragtirict sonucun gergege ne kadar yakin oldugunu bilmediginden dolayi, belirsizlik
¢ok genis olabilir (Hibbert 2007). Genel olarak 6l¢iim belirsizliginin tayini ile ilgili iki

ana yaklagim vardir:

Bireyselden-tiime (bottom-up) yaklasimi: Olgiim belirsizligi ve izlenebilirlik calisma
grubu EURACHEM/CITAC tarafindan o6nerilen bu yaklagimda analiz islemi tek tek
basamaklara boliiniir ve her bir basamagin, yani bilesenin, belirsizligi hesaplanir ve bu
bilesenler kombine edilerek analitik islem basamaklarinin toplam belirsizligi (u)
bulunur. Bu yaklasimda hangi bilesenin 6nemli olup 6zel bir dikkat gerektirdigi,

hangisinin ihmal edilebilir oldugu bulunabilir (Ellison ve ark. 2012).

"Tiimsel (top-down)” yaklasim: 1SO 21748:2004’ de yayimnlanan bu yaklasim, daha
pratik olup, i¢ metot gecerliligi (validasyon) ¢aligmalarindan ya da laboratuvarlararasi
caligmalardan elde edilen verilerin kullanilmasiyla (her bir hata kaynaginin belirsizligini
tanimlamaya gerek olmadan) toplam olgiim belirsizligi (u) tayini yapilabilir. Herhangi

bir analitik islemin belirsizligini etkileyen potansiyel faktorler kilgik diyagrami ile
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tanimlanabilir (Shegunova ve ark. 2008). Belirsizlik saptamasinda dort ana satha vardir
(Maestroni 2005); Belirsizlik tayini islemlerinde 6nce, 6lglimii yapilan parametrenin
Ozellikleri yaninda nasil ve hangi modelle yapilacagi agik olarak bilinmelidir. Sonra
belirsizlik kaynaklar1 tanimlanarak listesi yapilmalidir. Belirsizlik bilesenlerinin
hesabina gec¢ilmeli ve her bir potansiyel belirsizlik kaynaginin belirsizlik genisligi
saptanmalidir. Bilesenlerin toplam birlestirilmis belirsizligi hesaplanmalidir. Son olarak
da birlestirilmis standart belirsizlik ve genisletilmis birlestirilmis standart belirsizlik

hesaplanmalidir.

57



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

3.1.1. Cahismada kullamlan analitik cihazlar

3.1.1.1. Enerji dagihimh X-151m floresans spektrometre*

Calismada SPECTRO X-LAB 2000 marka EDXRF cihazi kullanilmistir. Cihaz Pd
anotlu, EG 60 tipi X-131m1 tiipiine (300 W, 50 kV (DC)) sahiptir. Ikincil hedefler olarak
Mo, Al,03 ve HOPG (High Oriented Pyrolytic Graphite) kullanilmaktadir. Dedeksiyon,
stvi azot sogutmali Sirius 30(DXP) tipi bir Si(Li) yar1 iletken detektor (~150 eV Mn

Ka) ile saglanmaktadir.

3.1.1.2. Grafit firinh atomik absorpsiyon spektrometre

GF-90 Grafit Firin -GBC SensAA - PAL3000 model doteryum zemin diizeltmeli grafit

firinl1 atomik absorpsiyon spektrometre civa dl¢timleri i¢in kullanilmistir.

3.1.1.3. Indiiktif eslesmis plazma-Kkiitle spektrometre

Ruj ve goz far1 numunelerinin ICP-MS ile analizlerinde PerkinElmer marka ELAN
9000 model Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometre (PerkinElmer SCIEX)
kullanilmistir. ICP-MS cihazina; scott, siklonik (cyclonic), ryton karsi akis, diisiik akis
ve meinhard tipi sislestiri sistemleri ve parcalar1 takilabilmektedir. Cihaza ayrica; 2 °C
ve -5 °C’ de calisabilen PC3 model (Elemental Scientific) peltier sogutmali siklonik

sislestirici odasi aparat1 da takilabilmektedir.

* Tlgili analitik cihazla ile ilgili deneysel islemler; Tiibitak Bursa Test ve Analiz Laboratuvari’nda hizmet alim

kapsaminda, uygulamali olarak gergeklestirilmistir.
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3.1.1.4. Indiiktif eslesmis plazma - optik emisyon spektrometre**

Ruj &rneklerinin analizinde, Perkin Elmer Optima 3100 XL axial Indiiktif Eslesmis
Plazma - Optik Emisyon Spektrometre (ICP-OES: USA) karsilastirma metodu olarak

kullanilmistir.

3.1.1.5. Gaz kromotografisi — kiitle spektrometresi

UV Filtrelerin analizi, Thermo Fisher Scientific Trace GC Ultra Gaz Kromatografi
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) ile gerceklestirilmistir. Cihaza
Thermo Fisher Scientific AS2000 model oto oOrnekleyici ile otomatik enjeksiyon
yapilmaktadir. PTV enjektor kullanilmistir. RTX-5MS (Restek, Bellefonte, PA, USA)
silika kapiler kolon kullanilarak (29,5 m uzunluk, 0,25 mm i¢ ¢ap, 0,25 pum film
kalinlig1) analizlenmistir. Cihazda kullanilan firin programi; Cizelge 3.2.14.1.°de

verilmistir.

Vakum Outlet-GC/MS analizleri i¢in Optic3 enjektorliic (GL Sciences Inc., Torrance,
CA, USA) Shimadzu GC (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) kullanilmistir.Cihaza
Shimadzu AOC-5000 Plus model oto drnekleyici ile otomatik enjeksiyon yapilmaktadir.
5 m x 0,10 mm deaktive silika kapiler kolon sinirlayici olarak 10 m x 0,53 mm x 1,5 pm
apolar DB-1 kolona baglanmistir. Cihazla ilgili ¢alisma kosullar1 Cizelge 3.2.14.2°de

verilmistir.

** lgili analitik cihazla ile ilgili deneysel islemler; Balikesir Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimiinde

gerceklestirilmistir.
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3.1.1.6. Sivi kromotografisi — iyon tuzagi- ucus zamanh- kiitle spektrometresi

HPLC Shimadzu Prominence serisi kromatografik sistem ve Prominence Series SIL-
20AC oto ornekleyici ile ¢alisilmistir (Shimadzu, Kyoto, Japan). Mobil faz olarak
olarak asetonitril ve su karisimi kullanilmistir. Kinetex C18 100A, uzunluk: 30 mm, i.d.
4.6mm ve Onyx Monolithic RX-C18 100 A uzunluk: 50 mm i.d. 4,6 mm olmak {izere
iki farkli kolon ile galisilmistir. APCI ve ESI iyonlasma modlarinda ¢aligilmistir. Oto
tuning kiitle kalibrasyonu 50-2000 Da trifloroasetat kullanarak iireticinin kitabinda
onerdigi sekilde gergeklestirilmistir. Sislestirici gaz akis oram1 1,5 L/dk’ya
ayarlanmustir. CDL sicakligi 250 “C ve blok sicakligi 200 °C dir.

3.1.2. Cahismada kullanilan laboratuar cihazlari
3.1.2.1. Etiiv

Ornek hazirlama basamaklarinda kurutma amacli, Niive marka EN 500 model etiiv

kullanilmastir.
3.1.2.2. pH Metre

pH oOlglimlerinde cam elektroda sahip, Mettler Toledo (Mettler-Toledo AG,
Schwerzenbach, Switzerland) marka pH-metre kullanilmistir. Olgiimler dncesi cihaz;

pH 4 ve 7 tamponlari ile kalibre edilmistir.
3.1.2.3. Analitik terazi
Analizler sirasinda numunelerin tartilmasi ve ¢ozelti hazirlama islemleri i¢in Gec Avery

marka analitik terazi kullanilmistir. Olgiimler 0,0000 g + 0,0001 hassasiyetinde

gergeklestirilmistir.
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3.1.2.4. Su banyosu ve ultrasonik karistirici

Calismalarda, Clifton marka NE1-22 model su banyosu kullanilmis olup; su banyosu
sicakligl 37 °C’ye ayarlanmistir.

Omek hazirlama basamaklarinda, ELMA marka LC-30H model ultrasonik karistirici
kullanilmistir. Bu karistirict igin ultrasonik frekans 35 kHz ve giic 240 W degerindedir.
Ultrasonik ekstraksiyon ve homojenizasyon islemleri Elma Ultrasonic LC 30 H model

ultrasonik banyo ile gergeklestirilmistir (Germany).

3.1.2.5. Mikrodalga ¢oziiniirlestirme cihazi*

Orneklerin ¢oziiniirlestirilerek homojenlestirilmesi amaci ile Milestone marka MLS

1200 mega model mikrodalga parcalama sisteminden yararlanilmistir.

3.1.2.6. Saf su cihazi

Calismalarda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasinda Human firmasiin Zeneer Power [
model ve Scholar UV tip ultra saf su diizenegi (Human Corporation) kullanilmistir. Su

kalitesi ise 18,3 MQ.cm’ dir.

3.1.2.7. Manyetik karistiricili 1sitic

Ornek hazirlama islemleri sirasinda, Chiltern Scientific marka HS31 model manyetik
karistiricili 1sitict kullanilmistr.

EDXREF ile 6rnek hazirlama basamaginda; homojenizasyonu tam olarak saglamak
amaciyla, vortex karigtirict LWM-202 (Daihan LabTech Co. Ltd., Korea) model cihaz

kullanilmistir.

* Jlgili analitik cihazla ile ilgili deneysel islemler; Tiibitak Bursa Test ve Analiz Laboratuvari’nda hizmet alim

kapsaminda, uygulamali olarak gergeklestirilmistir.
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3.1.3. Cahsmada kullanilan Kkimyasallar, sertifikalh referans malzemeler ve

numuneler

3.1.3.1. Kimyasallar

Sigma Aldrich Oksibenzon (2-Hidroksi-4-metoksibenzofenon)

Sigma Aldrich Oktinoksat (Etil Hekzil metoksi sinnemat)

Sigma Aldrich Tiyomersal

1000 pg/mL Pb (IT) stok ¢ozeltisi

1000 pg/mL Indiyum (In) (II) stok ¢ozeltisi, % 2 (v/v) HNOj iginde, sertifika derisimi:
999 + 5 pug/mL ve sertifika yogunlugu 1,010 g/mL (20 + 1°C’de) (Inorganic Ventures)
HPLC-grade methanol

Saf su (Sigma Aldrich (Vienna, Austria)).

Sodyum kloriir, Merck (Darmstadt, Germany)

Nitrik asit, suprapur, Merck 100441, (HNOs, % 65, 1L.=1,39 kg) (Merck)

Hidrojen peroksit ¢ozeltisi, Sigma-Aldrich 18304, % 34,5-36,5 (Sigma-Aldrich)
Hidroklorik asit, Merck 100317 (dumanli, %37, d=1,19 g/cm® (20 °C), EMSURE®
ACS,ISO,Reag. Ph Eur) (Merck)

NaOH Merck 1.106482

MgCl,.6H,0 Merck 1.05833

CaCl,.6H,0 AnalaR 22317.297

K,HPO,4 Merck 1.05101

K,CO3 AnalaR 26726.297

NaCl Merck 1.06404

KCI AnalaR 26764.298

Aktif karbon (toz formu) Sigma C-5385

3.1.3.2. Sertifikah referans malzemeler

NCS ZC73014 cay (National Analysis Center for Iron and Steel)
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Conostan S-21 Organometalik multi-element standardi (igerdigi elementler: Ag, Al, B,
Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, Si, Sn, Ti, V, Zn) (100 pg/g) LGC
Standards (London, UK).

Conostan 75 Cst Blank Qil standardi, LGC Standards (London, UK).

3.1.3.3. Numuneler

Kozmetik iiriinlerden; ruj, géz far1 ve giines koruyucular kullanilmistir. Ticari olarak
piyasada satilan ve yurtdisindan ithal edilen bes farkli giines koruyucu ve bes farkli renk
g0z far1 satin alimmistir. Rujlarda fraksiyonlama ¢alismasi igin ise Tirkiye’de tiretilen
ayni marka rujdan 5 adet satin alinmistir. Caligilan havuz suyu 6rnekleri ise Viyana’da
bir yiizme havuzundan toplanmustir. Icerisinde tiyomersal bulunan as1 6rnegi eczaneden

satin alinmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Krem ve goz far1 6rneklerinin EDXRF analizine hazirlanmasi

EDXRF cihazinin kalibrasyonunda; Organometalik Conostan S21 (100 pg/g) istenilen
oranda (1-50 mg/kg) Conostan Blank Oil standardi ile seyreltilerek kalibrasyon
cozeltileri hazirlanmistir. Krem ornekleri ve seyreltilen standartlar, vortex cihazi ile
tyice karistirilip, homojenizasyonu saglanmis ve Ol¢iim icin 4 pum kalinhiginda
polipropilen film kaph 6l¢iim kaplarina aktarilmistir. Goz farlar1 6rnekleri pres tablet

haline getirilerek analize hazirlanmistir.

3.2.2. Goz far1 6rneklerinin acik sistem yas yakma ile hazirlanmasi

Yaklasik 0,5 gram tartilan 6rnekler 5 mL nitrik asit ve 2 mL hidrojen peroksit ile 50 mL
hacimli, agz1 saat camu ile kapatilmis cam beherlerde ve isitict {izerinde pargalama
islemine tabi tutulmustur. Parcalan ornekler sogutulup 10 dakika ultrasonik banyoda
bekletilerek homojenizasyonu saglandiktan sonra polipropilen santrifiij tiipiinde 50

mL’ye saf su ile tamamlanmistir. PVDF filtreden siiziilen 6rnekler seyreltilerek ICP-MS
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ile analiz edilmistir. Orneklere uygulanan islemler aymi sekilde SRM’lere de

uygulanmigtir.

3.2.3. Ruj ve goz far1 érneklerinin ICP-MS analizi i¢in ¢alisma kosullar

Ruj ve goz far1 ornekleri igin ICP-MS c¢alisma kosullar1 Cizelge 3.2.3.1. de

Ozetlenmistir.

Cizelge 3.2.3.1. Ruj ve goz far1 6rneklerinin analizi i¢in ICP-MS kosullart

Parametreler

RF giicii 1000 W
Argon plazma akis hizi 17,0 L/dk
Sislestirici gaz akis hizi 0,85 L /dk
Sislestirici Ryton cross flow
Sprey ¢emberi Scott
Ornekleyici ve Skimmer konu | Nikel
Tekrar sayisi 3

Dwell zamani, ms 50
Dedektor modu Dual
Olgiilen izotoplar 2%8pp

3.2.4. Ruj orneklerinin analizi i¢cin ICP-OES ¢alisma kosullari

Ruj 6rneklerinde kursun elementi igin fraksiyonlama ¢alismasinda karsilastirma metodu
olarak ICP-OES kullanilmistir. ICP-OES cihazinin ¢alisma kosullar1 Cizelge 3.2.4.1.°

de verilmistir.

Cizelge 3.2.4.1. Ruj 6rneklerinin analizi i¢in ICP-OES ¢alisma kosullari

Polikromator Echelle based polikromatdr UV Bolgesi (167-403 nm)
Torg Axial

RF jeneratorii 40 MHz, 750-1000 watts

Sislestirici Cross-flow

Plazma gaz akis hizi 15 L/dk

Ornek gaz akis hiz1 1,5 mL/dk

Nebulizer gaz akis hizi 0,5L/dk
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3.2.5. ICP-MS icin kalibrasyon cézeltilerinin hazirlanmasi

1000 mg/kg stok kursun ve indiyum igeren stok c¢ozeltiler kullanilarak uygun
seyreltmeler ile kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Stok ¢ozeltiden 1 mg/kg ara stok
¢ozeltisi ve bu ara stoktan uygun seyreltmeler ile 0,5-20 pg/kg araliginda kalibrasyon
icin kursun ¢ozeltileri hazirlanmistir. Indiyum ise tiim ¢ozeltilere 10 pg/kg olacak

sekilde i¢ standart olarak eklenmistir.
3.2.6. Acik sistem yas yakma isleminin optimizasyonu

Kati numunelerin analiz basamaginda sivi olarak kullanilmas1 gerektiginden acik sistem
yas yakma teknigi ilgil orneklere uygulanmistir. Sonuglarin analitik performansim
etkileyen en oOnemli basamak oOrnek hazirlama basamagidir. Ornek hazirlama
basamaginin tespitinde uygulanacak islem basamaklarinin optimizasyonu &nemlidir.
Optimum kosullarin saglanabilmesi i¢in olusturulan deneysel tasarimlar, deneysel
calismanin planli bir sekilde, kisa bir zamanda ve yeterli sayida yapilmasini
saglamaktadir. Bu amagla kullanilacak agik sistem yas yakma Ornek hazirlama
prosediiriinde uygun ornek kiitlesi ve degisik asit miktarlarinin optimizasyonunda
kemometrik metot olarak merkezi kompozit dizayn’dan yararlanilmigtir. Kozmetik
tirtinlerle ilgili olarak en 6nemli sorunlardan biri de ilgilenilen 6rneklerle (ruj, far, krem
vb.) sertifikali standart referans malzeme bulunmadigindan bilinen miktarda ilgilenilen
elementten ilave edilerek calisilmistir. 10 mg/L lik Conastan S21 standardindan
kozmetik orneklerine 1000 pg/L ilave edilmistir. En uygun ¢Oziiniirlestirme islemi
belirlendikten sonra sivi haldeki ornekler sogutulup hacimleri saf su ile 25 mL’ye
tamamlanmistir. Ornekler, dlgiim &ncesi; mavi bant siizge¢ kagidindan siiziilmiistiir.
Kullanilan asit miktar araliklar1 ve 6rnek kiitlesi Cizelge 3.2.6.1.°de sunulmustur. Her
bir deneyde farkli asit miktarlar1 ve ornek kiitlesi kullanilarak, degisen degerlerin geri
kazanim iizerine etkisi arastirtlmistir. Standart ilave edilen 6rneklerin yas yakma islemi
igin; 2.3+2%+1=15 deney ve 5 adet merkez tekrari olmak iizere toplam 20 yas yakma
islemi gergeklestirilmistir. Merkezi kompozit dizayna iliskin X matrisi Cizelge

3.2.6.2°de verilmistir. Matrisde y degeri olarak; Pb elementine ait geri kazanim yiizdesi

65



(%R) kullanilmistir. Merkezi kompozit dizayn, Design Expert 9.0.1 programi
kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

Pb i¢in kuadratik polinominal y= 48,4-8,79X;-5,24X3+4,58X,X3+4,19X;%-3,95X3”
denklem

Cizelge 3.2.6.1. Standart eklenmis Ornek parametrelerinin gercek ve kodlanmig

degerleri
Kodlanmis degerler -1,682 -1 0 +1 +1,682
HNO3 hacmi (mL) 1,98 3 4,5 6 7,0
H,0, hacmi (mL) 0,66 1 1,5 2 2,34
Ornek Miktari (g) 0,13 03 055 0,8 0,97

Cizelge 3.2.6.2. Kullanilan merkezi kompozit dizayn matrisi

X1 X2 X3
-1 -1 -1
1 -1 -1
-1 1 -1
1 1 -1
-1 -1 1
1 -1 1
-1 1 1
1 1 1
-1,68179 0 0
1,681793 0 0
0 -1,68179 0
0 1,681793 0
0 0 -1,68179
0 0 1,681793
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
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Cizelge 3.2.6.3. Kursun tayini i¢in parametrelerin optimizasyonunda ikinci dereceden

polinominal model i¢in varyans analizi

Kaynak Kareler ~ df Ortalama F Degeri p-degeri
toplamm kare Prob > F
Model 2256,94 9 250,77 10,12 0,001* onemli
A- HNO3; hacmi 1055,76 1  1055,76 42,60 0,000*
B- H,O, hacmi 11,30 1 11,30 0,46 0,515
C-Ornek miktar1 374,47 1 374,47 15,11 0,003*
AB 112,50 1 112,50 4,54 0,059
AC 2,88 1 2,88 0,12 0,740
BC 167,45 1 167,45 6,76 0,027*
A? 252,59 1 252,59 10,19 0,010*
B? 2,85 1 285 0,12 0,741
c? 224,30 1 224,30 9,05 0,013*
Kalan 247,85 10 24,78
Uygunluk 96,48 5 19,30 0,64 0,683 Onemsiz
noksanhgi
Hata 151,37 5 30,27
Toplam 2504,79 19
*Verim(y) lizerine etkisi dnemli olan parametreler (p<0,05) gosterilmistir.
Cizelge 3.2.6.4. Kursun elementine ait geri kazanim degerleri
Deney HNO3 H,0, hacmi Ornek Deneysel Tahmin
No hacmi (mL) miktari y(%R) Edilen
(mL) (9) ¥(%R)
1 3 1 0,3 60,2 61,5
2 6 1 0,3 57,3 52,6
3 3 2 0,3 62,5 61,7
4 6 2 0,3 39,8 37,8
5 3 1 0,8 42,7 43,1
6 6 1 0,8 32,6 31,8
7 3 2 0,8 58,5 61,5
8 6 2 0,8 38,2 35,3
9 1,98 1,5 0,55 78,2 75
10 7,02 1,5 0,55 40,1 45,4
11 4,5 0,66 0,55 44,2 45,6
12 4,5 2,34 0,55 47,9 48,6
13 4,5 1,5 0,13 43,2 46
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Cizelge 3.2.6.4. Kursun elementine ait geri kazanim degerleri (devam)

Deney HNO; H,O, hacmi Ornek Deneysel Tahmin
No hacmi (mL) miktari y(%R) Edilen
(mL) () y(%R)

14 4.5 1,5 0,97 29,1 28,4

15 4,5 1,5 0,55 44,6 48,4

16 4,5 1,5 0,55 49,8 48,4

17 4,5 1,5 0,55 52,7 48,4

18 4,5 1,5 0,55 48,3 48,4

19 4,5 1,5 0,55 40,1 48,4

20 4,5 1,5 0,55 55,3 48,4

3.2.7. Fraksiyonlama calismalari icin 6rneklerin hazirlanmasi

Ruj orneklerinden yaklagik 0,1000 gram tartilarak Sekil 3.2.7.1° de Ozetlenen farkli
cozgenler ile ekstraksiyon islemlerine tabi tutulmustur. Tiim 6rnekler en az ii¢ tekrarl

olarak calisilmustir.

i, Toplam Element Analizi

(HNO31 HZOZ)

B Toplam yagl kisim
> Hekzan

(HNO;, H;0;)

% —C> Adsorblanabilir kisim
E Aktif Karbon
@) %10 HNO;
D
—
Polar Kisim
Gliserin Ekstraksiyonu
E
—

Metal migrasyonu
Yapay tiikiiriik Coz.

Sekil 3.2.7.1. Ruj drnekleri i¢in element fraksiyonlama semasi
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3.2.7.1. Acik sistem yas yakma ile toplam metal tayinleri

0,1’er gram tartilan 6rnekler 5 mL HNO3; ve 2 mL H,0; ile 50 mL hacimli, agz1 saat
cami ile kapatilmis cam beherlerde ve 1sitict lizerinde parcalama islemine tabi
tutulmustur. Parcalan ornekler sogutulup 10 dakika ultrasonik banyoda bekletilerek
homojenizasyonu saglandiktan sonra polipropilen santrifiij tliptinde 50 mL’ye saf su ile
tamamlanmistir. PVDF filtreden siiziilen Ornekler seyreltilereck ICP-MS ile analiz
edilmistir. Orneklere uygulanan islemler aym sekilde standart referens malzemelere de

uygulanmigtir.

3.2.7.2. Ruj orneklerinin hekzan ekstraksiyonu

Yaklasik 0,1 gram ruj 6rnegine 20 mL hekzan eklenip ultrasonik banyoda 2 saat
calkalanmistir. Hekzan fazi kat1 pargalar1 uzaklastirmak i¢in mavi bant siizge¢ kagidiyla
stiziildiikten sonra kuruluga kadar buharlastirilmistir. Kalintiya agik sistem yas yakma

islemi uygulanmustir.

3.2.7.3. Ruj oérneklerinde aktif karbon ile adsorpsiyon calismalari

Kowalewska ve ark. (2005) tarafindan Onerilen metot, matriksler i¢in gerekli
degisiklikler yapilarak kullanilmistir. Yaklagik 0,1 g ruj 6rnegine 50 mL ultra saf su, 2,5
mL metil izobutil keton ve 0,5 g toz aktif karbon eklenmistir. Orneklere, ultrasonik
banyoda bir saat siire ile karistirtlmistir. Mavi bant siizge¢ kagidindan siiziilmiis ve 60
°C’de kurutularak 10 mL yaklasik 1 N nitrik asit ¢ozeltisi ile metal fraksiyonlar1 geri
alinmistir. Elde edilen 6rneklere on kat seyreltme islemi uygulandiktan sonra ICP-MS

ile analiz edilmistir.
3.2.7.4. Ruj orneklerinin gliserin ile ekstraksiyonu
Yaklasik 0,1 gram ruj 6rnegine 10 mL gliserin eklenip oda sicakliginda ultrasonik

banyoda 1 saat ¢alkalanmistir. Daha sonra ornekler, mavi bant siizge¢ kagidiyla

stiziilerek saf suyla 25 mL’ye tamamlanmaistir.
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3.2.7.5. Ruj orneklerinde kursun metalinin yapay tiikiiriik ¢6zeltisine migrasyonu

Ruj ornegi; 12,96 cm? boyutlarinda mikroskop lamlarina siiriiliip, DIN standardina
(DIN 53160-1 2010-10) gore hazirlanan yapay tiikiiriik ¢ozeltisini igeren polipropilen
tiiplerde 1 saat ve 37 °C sicaklikta ultrasonik banyoda ¢alkalanmistir. Daha sonra ¢ozelti

stizliliip, saf su ile 25mL’ye tamamlanmustir.
3.2.7.6. Ruj orneklerinde kursun metalinin gida benzerlerine migrasyonu

Migrasyon ¢alismalari dogrultusunda ruj érnegi; 12,96 cm? boyutlarinda mikroskop
lamlarma siiriiliip, %3’liikk asetik asit, %10’luk etil alkol ve g¢esme suyu gibi giday:
temsil eden farkli ¢oziiciilerin 30 mLsini igeren polipropilen tiiplerde 1 saat ve 37 °C
sicaklikta ultrasonik banyoda ¢alkalanarak, ilgili sartlarda gerceklesen metal migrasyon

miktarlar1 belirlenmistir.

3.2.7.77. SRM analizi ve yiizde geri kazanim ¢calismalari

Optimum o6rnek hazirlama kosullarinda 6rnek ve standart referans malzemeler
(kozmetik referans malzemesi olmadigindan c¢ay standart referans malzemesi
kullanilmigtir) analiz i¢in hazirlanmistir. Ayrica yiizde geri kazanim ¢alismalari igin
standart ilaveli 6rneklerle de analiz yapilmistir.

3.2.8. Krem Ornekleri icin GFAAS ve ICP-MS ¢alisma kosullar

Calismada kullanilan GFAAS igin karsilastirma metodu olarak ICP-MS cihazlarinin
calisma kosullar1 Cizelge 3.2.8.1.” de verilmistir.
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Cizelge 3.2.8.1. Krem orneklerinde GFAAS ve ICP-MS ile civa tayininde calisma

kosullar1

GFAAS

Element Hg
Dalgaboyu (nm) 253,7
Lamba akimi (mA) 5)
Spectral bant genisligi (nm) 0,5
ICP-MS

RF giicii 1500 W
Argon plazma akis oram 15,0 L/dk
Nebulizer gaz akis orani 0,9 L/dk
Tekrar sayisi 3
Olciilen izotop 202 Hg
Lens 1 2V
Lens 2 -1155V

3.2.9. GFAAS icin kalibrasyon c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

1000 mg/kg stok civa ¢ozeltisi kullanilarak kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Stok
cozeltiden 1 mg/kg ara stok c¢ozeltisi hazirlanmis ve bu ara stok c¢ozeltileri de

kullanilarak 5-20 pg/kg araliginda kursun ¢ozeltileri hazirlanmistir.

3.2.10. Krem orneklerin mikrodalga esash ¢oziiniirlestirme yontemi ile GFAAS

analizine hazirlanmasi

Homojenize edilmis drneklerden 0,5’er g alinarak; PTFE kaplara iizerine 5 mL HNOj3
ve 2 mL H,0O; ilave edilerek mikrodalga sistemli yas yakma diizeneginde numuneler
¢oziinlirlestirilmistir. Mikrodalga esasli ¢oziiniirlestirme sisteminin kosullar1 Cizelge
3.2.10.1.’de  ozetlenmistir. Coziliniirlestirilmis  O6rnekler oda sicakligina kadar
sogutulduktan sonra polipropilen santrifiij tiiplerine alinarak son hacim 25 mL’ye
seyreltilmislerdir. Sertifikali referans malzemeler, standart katmali 6rnekler veya ¢ézgen

kor ornekleri de ayni sekilde hazirlanmstir.

71



Cizelge 3.2.10.1. Mikrodalga programi

Basamak Siire Gii¢
No (dk) (W)
1 2 250
2 2 0
3 6 250
4 5 400
5 5 600

3.2.11. Acik sistem yas yakma ile toplam metal analizleri

0,5’er gram tartilan krem 6rnekleri 5 mL nitrik asit ve 2 mL hidrojen peroksit ile 50 mL
hacimli, agz1 saat cami ile kapatilmis cam beherlerde ve 1sitict ilizerinde parcalama
islemine tabi tutulmustur. Pargalanan 6rnekler sogutulup 10 dakika ultrasonik banyoda
bekletilerek homojenizasyonu saglandiktan sonra polipropilen santrifiij tiiplinde 50
mL’ye saf su ile tamamlanmigtir. PVDF filtreden siiziilen ornekler seyreltilerek GFAAS

ile analiz edilmistir.

3.2.12. GFAAS icin krem 6rnekleri icin olusturulan tuzaklama metodu

Kremlerde civa tayini i¢in grafit kiivet %0,1°lik altin ¢ozeltisi ile piroliz basamagina
kadar tekrarli islem ile yiizey kaplandiktan sonra Sekil 3.2.12.1° deki diizenek ile
GFAAS ye baglanmistir. Dlizenege siringayla 1mL 6rnek ve indirgenme ¢6zeltisi olarak
%5’lik SnCl, eklenerek GFAAS de analiz gerceklestirilmistir. Cizelge 3.2.12.1.°de

grafit firin i¢in olusturulan sicaklik programi verilmistir.
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Sekil 3.2.12.1. Civa 6lgiimii i¢in kullanilan diizenek,
A: Gaz girisi B: Gaz Cikis1 C: Indirgenme Céozeltisi

Cizelge 3.2.12.1. Grafit firin i¢in sicaklik programi

Sicakhik Zaman Artis Gaz tipi Gaz Akisi
‘o) (s) °Cls) (Argon) (ml/min)
100 30 10 3 50

200 20 50 3 50

750 3 0 3 -

1100 2 0 3 50

3.2.13. GFAAS ve ICP-MS’de metot validasyon parametrelerinin belirlenmesi

Belirleme ve nicel tayin limitleri, ¢6zgen korii (blank) degerine yakin ve ¢dzgen korii
sinyalinden belirli giiven seviyesinde (k=3, % 99,86 giiven aralig1) farklandirilabilen en
kiiciik derisime dayali olarak belirlenmistir (Corley 2003). ilgili derisim biriminin
standart sapmasinin ii¢ ve on kat1 alinarak ayrica drnek kiitlesi ve seyreltme faktorii de
kullanilarak metot belirleme ve nicel tayin limitleri hesaplanmigtir. Giin i¢i ve glinler
arasi tekrarlanabilirlik degerleri ilgili standardin tekrarlanabilir ve tekrar elde edilebilir
sinyalinin standart sapmasina goére belirlenirken; metodun dogrulugu da sertifikali

referans malzemeler ile incelenmistir.
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3.2.14. GC-MS ve vakum outlet-GC/MS i¢in ¢alisma Kosullari

UV Filtrelerin analizinde kullanilan GC/MS ve Vakum Outlet GC-MS i¢in ¢alisma
kosullar ¢izelge 3.2.14.1 ve 3.2.14.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2.14.1. UV Filtrelerin analizi i¢in GC-MS Calisma Kosullar1

GC

Tastyic1 gaz He

Enjeksiyon Hacmi 1 ul

Enjeksiyon modu Splitless

inlet Sicaklig: 260°C

Firin Programi 30°C (1dk) — 110°C (25°C/dk)
— 300°C (60°C/dk, 5dk)

Kolon RTX-5MS (29,5 m x 0,25mm x 0,25 um)

Akis modu Sabit akis

Akis hizi 1 mL/dk

MS

Iyon kaynag: Sicaklig 200°C

Scan Modu Full Scan / SIM

Kiitle aralig1 50 — 650 amu

Iyonlasma Modu Pozitif Iyonlagsma
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Cizelge 3.2.14.2. UV Filtrelerin analizi i¢in Vakum Outlet-GC-MS Calisma Kosullari

GC

Tas1tyic1 gaz He
Enjeksiyon Hacmi 1 ul
Enjeksiyon modu 50:1
inlet Sicaklig 250 °C

Firin Programi

250 °C (2 dk)

Kolon DB-1 (10m x 0,53mm x 1,5 pm)
AkisModu Sabit akig

inlet Basimci 500 kPa

Lineer Hiz 98,3 cm/dk

Akis orani 1,04 mL/dk

MS

Iyon Kaynagi Sicakligi 200°C

Tarama Modu SIM

Iyonlasma Modu Pozitif Iyonlagsma

3.2.15. GC-MS ve

hazirlanmasi

vakum outlet-GC/MS icin Kkalibrasyon c¢ozeltilerinin

Oksibenzon ve Oktinoksat UV Filtreleri igin 1 mg/kg ara stok ¢6zeltisi hazirlanmis ve
bu ara stok ¢ozeltileri de seyreltilerek GC-MS i¢in 5-50 pg/kg ve Vakum Outlet GC/MS

icin ise 0,5-25 pg/kg araliginda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanmistir.

3.2.16. UV Filtre analizi icin kat1 faz mikro ekstraksiyonu optimizasyonu

UV Filtre analizi i¢in SPME optimizasyon parametreleri olarak; fiber kaplama,

ekstraksiyon zamani, ekstraksiyon modu, 6rnek hacmi ve karistirma hizi arastirilmastir.
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3.2.16.1. SPME icin fiber kaplama optimizasyonu

Ticari olarak piyasada mevcut olan SPME fiberden (100 um film kalinliginda PDMS,

ve 85 um film kalinliginda PA) ikisi segilerek sonuglar1 karsilagtirilmastir,

3.2.16.2. SPME i¢in ekstraksiyon isleminin optimizasyonu

SPME ile 6rnekleme islemleri dogrudan ve headspace ekstraksiyonu olmak iizere iki
sekilde gerceklestirilmistir. Dogrudan ekstre etme (dogrudan daldirma, DI) modunda,
kaplanmis fiber, numune igine yerlestirilmesi ve analitlerin fiber ile etkilesmesi islemine
dayanmaktadir. Headspace (HS) modunda, analitlerin numune ile dengelenmis gaz fazi
elde edilir. Ekstraksiyon isleminin genel olarak ekzotermik karakterli oldugu
kabullenildiginden ekstraksiyon sicakliginin etkisinin dogrudan SPME yapildiginda
etkili olamayacagimi diisiindiirmiistiir. Bu nedenle, DI modu i¢in oda sicakliginda
calisilmistir. HS modu ile ¢alisma yapildiginda, ti¢ farkli ekstraksiyon sicakligi (oda
sicaklig, 40 °C ve 60 °C) ile ¢alisma planlanmistir. Ekstraksiyon sicakliginda artis fiber
numunesinin kiitle aktarim kinetiginin hizlanmasi yaninda ekstraksiyon hizinda da artisa
neden olmaktadir. Oda sicakliginda gergeklestirilen DI-SPME modu, ilgilenilen bilesik
icin daha biiylik ekstraksiyon verimi saglamistir. Calismada Ornekler i¢in belirtilen

SPME secilerek islemler gergeklesitrilmistir.

3.2.16.3. SPME i¢in 6rnek hacmi optimizasyonu

Ornek icinde, tepe boslugunda ve fiber iizerinde bulunan ucucu bilesenlerin derisimleri
arasinda bir denge kurulur. Calisma ortaminda denge kurulduktan sonra analiz

gergeklestirilir veya dengeyi saglamak i¢in zaman dncelikleri belirlenir.

Dengeye ulasildiginda, 6rnek i¢inde baslangicta bulunan ugucu bilesen miktari, asagida

verilen esitlige gore li¢c fazda dagilim gosterir:

KfszVsC 0

n=— 1
Vs + KisVs )

Kt: Ornek matriksi ile fiber arasindaki dagilim katsayisi
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n: fibere kaplanan analitin kiitlesi
Co: ornekteki analitin baslangi¢ derigimi
V. fiberin hacmi

V;: ornek hacmi

Kfs, sicaklik, pH, organik ¢oziicii gibi faktorlerden etkilenir. Diger ayirma teknikleri ile
karsilastirma yapildiginda eger Kfs biiyiik ise sorbent faz i¢indeki hedef analitin
derisimi de daha biiyliktiir ve analitik islemin hassasiyetinin yiiksek oldugunun

isaretidir.

n=Ks Vi Co 2

Denklemi inceledigimizde numune hacmi eger ¢ok biiyilikse (KfsV{<<Vs) ,ayrilan analit
miktar1 numune hacminden bagimsizdir. Eger ayrilan analit hacmi numune hacminden

bagimsizsa, derisim ayrimi direkt olarak matris derisimine tekabul etmektedir.

Literatiirdeki verilere gore, artan 6rnek hacimleri ile SPME yonteminin kesinliginin
azaldigin1 gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Moder 1999). Bu nedenle ii¢ farkli 6rnek

hacmi (2 mL, 5mL ve 10mL) ile arastirma gergeklestirilmistir.

3.2.16.4. SPME i¢in ekstraksiyon zamani optimizasyonu

SPME de iyi bir kesinlik saglamak icin ekstraksiyon siiresi ve kiitle transferi kosullari
kesinlikle kontrol edilmesi gerekmektedir. Bu amagla ii¢ farkli ekstraksiyon zamaninda
(30dk, 45dk ve 60dk) SPME enjeksiyonu yapilmustir.

3.2.16.5. SPME i¢in pH ve tuz ilavesi optimizasyonu

pH ayarlamasi zayif bazik veya asidik analitler i¢cin SPME yonteminin duyarliligini

arttirmaktadir. Bu kapsamda iki UV Filtrenin pH optimizasyonu i¢in kendi orijinal pH’1
olan 6,5’da ve pH 3’de ¢alisilmistir.
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Sulu c¢ozeltilere tuz eklenmesi iyonik siddeti arttirmaktadir. Ancak yiiksek tuz
derisimleri SPME fiberlerin bozulmasina ve kullanim 6mriiniin azalmasia yol actig1
i¢cin bu ¢alismada analit ekstraksiyonunda tuz etkisinin arastirilmasinda 0-30 g/L tuz

oranlari ile ¢alisilmistir.

3.2.16.6. SPME i¢in karistirma hizi optimizasyonu

Ornekteki analitin difiizyonunu arttirmak ve daha hizli bir denge saglamak igin,
numunenin karistirma islemi ekstraksiyon islemi sirasinda ve 6ncesinde gerceklestirilir.

Ug farkli karistirma hizi (600 rpm, 800 rpm ve 1000 rpm) kullanilmustir.

3.2.17. Tasinma (Carry over) etkisi

Her iki UV Filtrede yiizme havuzundan alimansu orneklerinde 2-4 dakika boyunca
izotermal eliisyon kullanilarak Vakum Outlet-GC/MS ile analiz edilmistir. Ikinci
dakikadan sonra kromatogramlarda goriinen herhangi bir kontaminasyon olmadigindan

toplam c¢aligma siiresi azaltilmistir.

3.2.18. Vakum outlet-GC/MS i¢in ol¢iim belirsizliginin hesaplanmasi

Belirsizlik hesaplamasi i¢in ¢esitli teorik veya deney odakli yaklasimlar mevcuttur,
ancak iki yaygin olarak kullanilan yaklasim vardir: Asagidan yukariya yaklasim ve
yukaridan asagiya yaklasim. Calismamizda EUROCHEM Guide’a gore (bottom up)
asagidan yukariya yaklasim kullanilarak 6l¢iim belirsizligi hesaplanmistir (Cizelge
3.2.18.1)).
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Cizelge 3.2.18.1. Asagidan yukariya (bottom-up) yaklasimina gore birlestirilmis
belirsizlik (Uc) dort ana katkisinin tanimlanmasi ve agiklamasi

Belirsizlige Katkilar Terminoloji

Standart Uy = ug Ust =Z[(Ami/mi)2]1/2 Amj: reaktif agirhgr ve ¢ozelti

Hazirlama gibi verilen parametrelerin
Olctimlerle iliskili hata; m;:
Bu eylemlerin her birinde
Olciilen deger

Kalibrasyon U;=5S/Xo  Sxo = (Syx/b){(1/m) +  syo: kalibrasyon egrisinden
egrisi (A/n) + [(yo — hesaplanan derisimin standart
yan) /0% (Xi— Xa)’1}?  sapmast; Xo: kalibrasyon
egrisinden hesaplanan
derisim; b: kalibrasyon
egrisinin egimi; m:her x
Syn=(Yi — degeri i¢in tekrar sayist; n:
yica|c)2/(n—2)1’ 2 kalibrasyon egrisini olusturan
standard sayist; Yo:
kalibrasyon egrisi yoluyla Xo
derisiminden hesaplanan y
deneysel degeri; yav: yi
degerlerinin ortalamasi; Xi:
kalibrasyonda kullanilan
standartlarin (X) derisimi; Xay:
Xi degerlerinin ortalamasi

Kesinlik Us=Upxo Up=s/n'? s: kesinlik denemelerinin
standart sapmast; n: deneme
sayisi

Dogruluk Us = Ue Ue = s(i7)/n""? S(n): ortalama yiizde

gerikazanimin bagil standart
sapmast; N: deneme sayisi
Belirsizlik U = (U%+ Uy%+ U™+ UM

3.2.19. LC-IT-TOF-MS icin kalibrasyon cozeltilerinin hazirlanmasi
Tiyomersal i¢in 1 mg/kg ara stok ¢ozeltisi kullanilarak uygun seyrelme islemleri ile LC-

IT-TOF-MS analizlerinde kullanilmak tizere 5-50 pg/kg ¢alisma araliginda kalibrasyon

cozeltileri de hazirlanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kozmetik Kremlerde ve Goz Farlarinda Kalitatif EDXRF Sonuclari

EDXRF teknigi kullanilarak kalitatif olarak dort farkli giines koruyucu krem, krem
yapiminda kullanilan hammadde ve bes farkli renkteki gbz fari igin metal taramasi
yapilmistir. Incelenen metaller i¢in gozlenebilme smir degerleri ve sonuglar Cizelge

4.1.1ve 4.1.2. ve 4.1.3°de sirasiyla verilmistir.

Cizelge 4.1.1. EDXRF de metaller i¢in gozlenebilme sinir degerleri

Element LOD Element LOD

(mg/kg) (mg/kg)
P 5 As 1
S 3 Br 1
Cl 3 Sr 1
K 20 Zr 1
Ca 15 Mo 3
Ti 5 Ag 1
\Y/ 5 Cd 1
Cr 5 In 1
Mn 5 Sn 1
Fe 5 In 3
Co 3 Ba 5
Ni 1 Hg 2
Cu 1 Tl 2
Zn 1 Pb 2
Ga 1 Bi 2

Cizelge 4.1.2. EDXRF ile giines koruyucu kremlerinde tespit edilen elementler

Krem Krem Krem Krem

1 2 3 4
S P P S

Ca S S Ca
Ti K Fe Fe
\V Fe Ni Ni
Fe Cu Cu Cu
Ni Zr Zr
Cu Sn
Br
Zr
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Cizelge 4.1.3. Calisilan goz farlarinda EDXREF ile tespit edilen elementler

Goz Fan Goz Fan Goz Fan Goz Fan Goz Fan

1 2 3 4 5
Al Al Al Al Al
Si Si Si Si Si
K K K K K
Ti Ca Ca Ca Ca
Fe Ti Ti Ti Ti
Cu Fe Fe Fe Fe
Zn Cu Cu Cu Cu
Ga Zn Zn Zn Zn
Rb Ga Ga Ga Ga
Sr Sr Sr Sr Sr
Zr Zr Zr Zr Zr
Nb Nb Nb Nb Nb
Sn Sn Sn Mo Mo
Ba Ba Ba Sn Sn
Pb Pb Pb Ba Ba

Pb Pb

Caligilan bes farkli renkteki g6z farindan siyah ve mor olanlarinin hedeflerdeki EDXRF
spektrumlari, 6rnek hazirlamadan oSlgiilen 6rneklere ait spektrumlarda sirasiyla Sekil
4.1.1, Sekil 4.1.2 ve Sekil 4.1.3’de gosterilmistir. Bu spektrumlarda, far 6rneklerinde

yogun olarak bulunan Mn, Pb, Ba ve Ti elementlerinin pikleri goriilmektedir.

250 EDXRF SPECTRUM
a flacgat : Mo)

’.%o’ Ab = Siyah far
w Mor far

1.41

0634

0,164

||

r |
0.00 \f\ ")L\ " Ll R \/\k e

v v ——— v v T
00 50 100

E eV
Sekil 4.1.1. Siyah (mavi) ve mor (kirmizi) goz farina ait Mo hedefindeki EDXRF

spektrumu
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imp, = Siyah far
w— M or far
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063
016
0.00-L e
100 120
E/keY

Sekil 4.1.2. Siyah (mavi) ve mor (kirmizi) géz farina ait HOPG hedefindeki EDXRF

spektrumu

625 EDXRF SPECTRUM
S [target: AZO3)

M

— Sivah far
we Mor far

% 10‘
Imp.

353

040

0.00 — T ——r — —r—
00 100 200 300 400

E/keV
Sekil 4.1.3. Siyah (mavi) ve mor (kirmizi) goz farma ait Al,O3; hedefindeki EDXRF

spektrumu

Calisilan dort farkli giines koruyucunun tigiinde hammadde ile karsilastirmali EDXRF
spektrumlari, Sekil 4.1.4, Sekil 4.1.5 ve Sekil 4.1.6’de verilmistir. Compton piklerinin

her iki spektrumda da tamamen Ortlismesi matriks eslesmesinin gergeklestigini
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dogrulamistir. Bu spektrumlara gore galisilan giines koruyucularda Si, Ti, P ve K

elementlerinin pikleri goriilmektedir.

GK1_1(3) HM2.1(3)
250+

5
2 Si. K-ARHé-Alpha 1 Ti, K-Alpha 1

1,414
0,63

0,164

LA

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

20 40 6.0 80 100
E/keV

Sekil 4.1.4. Giines koruyucu krem 1 (mavi ¢izgi) ve hammaddeye (kirmizi ¢izgi) ait
EDXRF spektrumu

HM1_1(3) GK2.2(3)
6,25
4
,“,,JDU Si, K-AIph8 1K-4lpha 1
353
158+
P, K4lpha 2 Ti, K-&lpha 2
0,40
an—_ - ————————
1.0 20 30 40 50 6.0 7.0
E/keV

Sekil 4.1.5. Giines koruyucu krem 2 (mavi ¢izgi) ve hammaddeye (kirmizi ¢izgi) ait
EDXRF spektrumu
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HM1_1(3) GK4.1(3)
6,25

4
ks i, K:bpha 1

3534

158 p
S, K-Alpha 2 Ti, K-Alpha 2

0,40+

Sekil 4.1.6. Giines koruyucu krem 3 (mavi ¢izgi) ve hammaddeye (kirmiz1 ¢izgi) ait
EDXRF spektrumu

4.2. Merkezi Kompozit Dizayn Yontemi ile Optimizasyon Calismasi Sonug¢lar:
Kozmetik 6rnekleri i¢in Cizelge 3.2.5.1, Cizelge 3.2.5.2 ve Cizelge 3.2.5.3.’te verilen
deneysel dizayn yontemlerine gore belirlenen optimum kosullar Cizelge 4.2.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.2.1. Optimum agik sistem yas yakma kosullar

Kiitle HNO; H,0;
(9) (mL) (mL)
0,5 5 2

4.3. Krem Analizleri icin Civa Standardina gore Validasyon Parametreleri

Civa standart c¢ozeltisi ile gergeklestirilen validasyon ¢aligmasinda kullanilan

parametreleri Cizelge 4.3.1° de gosterilmistir.
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Cizelge 4.3.1. Civa tayininde GFAAS ve ICP-MS igin analitik performans verileri

Metot Kalibrasyon LOD* R® Giin i¢i Giinlerarasi Geri
Egrisi (ng/L) Kesinlik? Kesinlik®®  kazamm
denklemi %RSD %
GF-AAS y= 0,0142x 0,45 0,999 3,6 7,1 87
ICP-MS  y=0,0167x 0,34 0,999 3,3 6,8 96

. Agik sistem ¢oziiniirlestirme isleminde seyreltme faktdrii gdz Oniine alinarak metot
belirleme ve nicel tayin limitleri hesaplanmustir.

®. Giin i¢i ve giinler aras1 % RSD degerine dayali olarak hesaplanmistir (N=5)

d. Ayri ayri hazirlanmis ve ayni giin 6lglilmiis ayn1 derisimdekii bes farkli kursun
¢Ozeltisini karakterize etmektedir.

®. Giinler arasi kesinlik bir haftalik periyotta olgiilen ii¢ farkli ¢ozeltiyi karakterize
etmektedir.

4.4. Kozmetik Kremlerde Civa Tayini Sonuglari

Kozmetik kremlerde yapilan civa tayinlerine ait GFAAS ve ICP-MS sonuglari ¢izelge
4.4.1°de Ozetlenmistir. Sonuglara gore, kremlerde civa miktar1 6,50-10 pg/kg arasinda
bulundugu goriilmektedir. ICP-MS ve AAS sonuglarina t-testi uygulanmistir ve % 95

giiven seviyesinde iki metot birbiri ile istatistiksel agidan uyumludur.

Cizelge 4.4.1. Kozmetik kremlerde civa tayin sonuglari™

Ornekler ~ GF-AAS ICP-MS
(ng/kg) (ng/kg)
Krem 1 9,19 = 0,11 9,50 + 0,05
Krem 2 9,73 + 0,09 9,90 + 1,05
Krem 3 9,05 £ 0,15 8,86 + 0,45
Krem 4 8,87 £ 1,13 9,13+0,92
Krem 5 6,50 = 0,38 6,73 £ 0,15

* Ortalama =+ standart sapma, (n=3)
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4.5. Rujlarda ve Goz Farlarinda Kursun Tayininde ICP-MS ile Metot Duyarhhk

Parametrelerinin Belirlenmesi
Ruj ve goz farlar1 matrikslerin analizinde cihaz ile ilgili parametreleri Cizelge 4.5.1°de
ve dogruluk calismalarina yonelik sonuglar ise Cizelge 4.5.2’de ayrintili olarak

goriilmektedir.

Cizelge 4.5.1. Kursun standart ¢ozeltisine gore metot validasyon parametreleri

Isotop | Kalibrasyon Korelasyon Calisma LOD? LOQ" Giin i¢i Giinlerarasi
egrisi katsayis1 aralig (mg/kg)  (mg/kg) kesinlik kesinlik ®f
denklemi (R?) (ng/L) ed

“®pp [ y=23611x  0,9998 0,5-20 0,02 0,06 3,0 7,2

2D Acik sistem parcalamada seyreltme faktorii goz oniine alinarak metot belirleme ve
nicel tayin limitleri hesaplanmistir.

“® . Giin i¢i ve giinler aras1 % RSD degerine dayal1 olarak hesaplanmistir (N=10)

¢. Ayr1 hazirlanmis ve ayni giin dl¢iilmiis ayn1 derisimdeki alt1 farkli kursun ¢ozeltisini
karakterize etmektedir.

" Giinler aras1 kesinlik bir haftalik periyotta Olgiilen tli¢ farkli ¢ozeltiyi karakterize
etmektedir.

Cizelge 4.5.2. Standart referans malzeme ve conastan yag standarti sonuglart*

Element SRM Yag Standardi
Cay Conastan S-21
Olgiilen  Sertifikah  Olgiilen Referans
deger deger deger deger
(mg/kg)  (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Pb 1,44+0,05 1,5+0,2 152+0,8 15,0

* Ortalama + standart sapma, (n=3)
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4.6. Goz Farlarinda Kursun Tayinine Ait Sonuglar

Goz farlarinda kursun elementinin tayini i¢in ICP-MS sonuglar1 Cizelge 4.6.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.6.1.Goz farlarinda kursun tayini sonuglari*

Pb (mg/kg)
Goz Fan 1 2,17 + 0,08
Goz Fan 2 2,02 + 0,01
Goz Fan 3 2,14 + 0,30
Goz Fan 4 3,06 = 1,05
Goz Fan 5 2,45 + 0,71

* Ortalama =+ standart sapma, (n=3)

4.7. Ruj Matriksinde Kursun Fraksiyonlama Cahsmasinda Aktif Karbonun

Adsorplama Kapasitesi Uzerine Coziicii Etkisine ait Sonuglar

Ruj matriksinde kursun fraksiyonlama ¢alismasinda aktif karbonun adsorblama
kapasitesini arastirmak amaciyla farkli polaritedeki ¢6zgenler kullanilarak ICP-MS ile
elde edilen veriler Cizelge 4.7.1.” de verilmistir.

Cizelge 4.7.1. Aktif karbonun adsorplama kapasitesi tizerine ¢oziicii etkisi sonuglar*

Aktif karbon Su Eter Findik yagi Hekzan
ekstraksiyonu

Pb 0,47 +£0,20 0,46 £ 0,22 0,51+ 0,26 0,42 £0,15

* Ortalama =+ standart sapma, (n=3) mg/kg olarak sonug verilmistir.

87



4.8. Ruj Orneklerinde Kursun Elementi i¢in Fraksiyonlama Calismas1 ve Yiizde

Geri Kazanim Sonuclari

Ruj ornegi igin fraksiyonlama g¢alismasi ve geri kazanim sonuglar1 Cizelge 4.8.1." de
Ozetlenmistir. Geri kazanimlar, standart ilave edilerek IUPAC ve EUROCHEM
referansina (Thompson ve ark. 1999) gore planlanmistir ve ardisik fraksiyonlama

olarak degil ayr1 ayr fraksiyonlama uygulanmistir.

Cizelge 4.8.1. Kursun i¢in fraksiyonlama islemi ve geri kazanim sonuglari*

Pb (mg/kg) % Geri kazanim
Toplam Element
Coziintirlestirmesi
ICP-MS 0,99 + 0,27 67
ICP-OES 0,85+0,18 55
n-hekzan ekstraksiyonu <LOD -
Aktif karbon absorbsiyonu 0,47 +£0,20 80
Gliserol Ekstraksiyonu 0,65+ 0,05 90

Yapay Tiikiiriik Migrasyonu <LOD -
Gida Benzerlerine Migrasyon ~ <LOD -

* Ortalama =+ standart sapma, (n=3)

4.9. UV Filtrelerin Vakum Outlet-GC/MS ile Elde Edilen Van Deemter Egrileri
Vakum outlet GC’de hangi basingla g¢alisilacagini belirlemek icin artan basinglarin

teorik tabaka yiiksekliklerine gore ¢izilen grafigi Sekil 4.9.1. de verilmistir. Bu egriden

yararlanilarak optimum basing 500 kPa olarak se¢ilmistir.
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Sekil 4.9.1. Artan basinca gore UV Filtrelerin van deemter egrileri

4.10. UV Filtrelerin Ornek Hacmi, Ekstraksiyon Zamam ve Farkh Fiberler icin
SPME/GC-MS Optimizasyonu Sonuclar:

Ornek hacmi, ekstraksiyon zamani ve farkli fiberler i¢in SPME/GC-MS optimizasyonu

incelenmis olup sonuglart Sekil 4.10.1.” de dzetlenmistir.

Analitin kimyasal dogasi, kat1 faz ile ekstraksiyon isleminde kullanilacak polimerin
tirtinii belirlemektedir. Kaplamanin se¢imi, birincil olarak hedef bilesik polaritesine
dayanmaktadir. “Benzer benzeri ¢ozer” kurali sivi polimerik kaplamalar icin de
gecerlidir. Poliakrilat (PA) fiberi ile ekstraksiyon isleminde hedef analit i¢in en iyi
kromatografik pik alanini vermistir ve bu nedenle SPME optimizasyon deneyleri igin
secilmistir. PA fiberlar, genellikle n-n etkilesimleri nedeniyle aromatik bilesikler
(6rnegin Oktinoksat gibi) i¢in yiiksek afiniteye sahiptir. Ayrica; optimum 6rnek hacmi 5

mL, ektraksiyon zamani 45 dk olarak se¢ilmistir.
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Sekil 4.10.1. UV Filtrelerin 6rnek hacmi, ekstraksiyon zamani ve farkli fiberler icin
SPME/GC-MS optimizasyon grafigi

4.11. UV Filtrelerin Farkh Karistirma Hizi, Ekstraksiyon Modu ve Sicakhik i¢in
SPME/GC-MS Optimizasyonu Sonuclari

SPME/GC-MS ile UV Filtrelerin analizinde o6rnek hacmi farkli karistirma hizi,
ekstraksiyon modu ve sicaklik  parametreleri  incelenerek  optimizasyon
gerceklestirilmistir. Sonuglar Sekil 4.11.1.” de verilmistir. Bu sonuglara gore, optimum
karistirma hizi 800 rpm, ekstraksiyon modu dogrudan daldirma ve ¢alisma sicakligi

olarak da oda sicaklig1 se¢ilmistir.
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Sekil 4.11.1. UV Filtrelerin farkli karistirma hizi, ekstraksiyon modu ve sicaklik i¢in
SPME/GC-MS optimizasyon grafigi

4.12. UV Filtrelerin pH ve Farkh Derisimlerde Tuz flavesi Etkisinin SPME/GC-

MS Sonuclari

UV Filtrelerin analizi ile ilgili olarak; calismalar orijinal pH: 6,5 asidik pH: 3
kullanilarak farkli derisimlerde tuz ilavesi ile gerceklestirilmistir. G6zlenen sonuglar
Sekil 4.12.1.” de verilmistir.

pH’in ayarlanmasi, ektraksiyon verimini bazik ve asidik yapidaki analitler igin
tyilestirmesinin yani sira, 6rnek ¢dzeltisinin iyonik kuvvetini arttirdigindan polar tiirler

icin de 6nem kazanmaktadir. Asit ve tuz eklenmesi SPME de pozitif etki saglamaktadir.
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PR

Ornek ¢ozeltisinin pH’1 degistiginde, oktinoksatin nétral yapisi nedeniyle énemli bir
etki gozlenmemistir. Cozeltiye tuz eklenmesi ile 6rnek vizkozitesinin artmasi onemli bir
rol oynasa da bu etki ¢ok biiyiik degildir. Tuz eklenmesiyle ¢6zeltinin iyonik kuvveti
artar ve analitin ¢0zlniirliigli azalir; dahasi fiberin fiziksel 6zelliklerini de degistirir.
Sekil 4.12.1°de verilen sonuglara bakilacak olursa notral bir bilesik olan oktinoksat i¢in
orijinal pH’inda ve 20g/L tuz ilavesinde maksimum sonucu vermistir; ancak oksibenzon
icin 20g/L tuz ilavesi ile hi¢ tuz eklenmemesi arasinda ciddi bir degisim yoktur. Bu

nedenle tuz ilavesi olmadan kendi orijinal pH’larinda calismaya devam edilmistir.

4000000 -
3500000 - -
3000000 - 11 J

10 g/L

_ 2500000 | 1 ool

[ ]

£ 2000000 - g/

~ [ |

& 1500000 - 09k
1000000 - -

500000 -
0 ]
(pH=3) (pPH=6,5) (pH=3) ‘ (pH=16,5)
Oksibenzon Oktinoksat

Sekil 4.12.1. UV filtrelerin pH ve farkli derisimlerde tuz ilavesi etkisinin SPME/GC-
MS Sonuglari

4.13. Havuz Suyunda UV Filtreler i¢in DI-SPME-Vakum Outlet-GC/MS ile Alinan

Kromatogram

Havuz suyunda UV Filtrelerin vakum outlet teknigiyle analizinde DI-SPME
ekstraksiyonundan sonra, alikonma zamanina karsi kromatogramu Sekil 4.13.1°de
verilmistir. S5pg/L standart ilave edilmis havuz suyu 6rnegi ve standart ilave edilmeyen

havuz suyu 6rnegi ve kor de karsilagtirma olarak verilmistir.
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Sekil 4.13.1. DI-SPME-Vakum Outlet-GC/MS kromatogrami. Siyah ¢izgi: 5 pg/L
seviyesinde oktinoksat (1) ve oksibenzon (2) UV Filtreleri standart ilave edilmis
havuzsuyu, Pembe ¢izgi: standart ilave edilmeyen havuz suyu 6rnegi. Mavi ¢izgi: Kolon

Blank.

4.14. Havuz Suyunda UV Filtreler i¢cin DI-SPME-GC-MS ile Alinan

Kromatogram

Havuz suyunda UV Filtrelerin  GC/MS teknigiyle analizinde, DI-SPME
ekstraksiyonundan sonra, alikonma zamanina karst kromatogramu Sekil 4.14.1°de

verilmistir.
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Sekil 4.14.1. DI SPME sonrasinda Oksibenzon (1) ve oktinoksat (2) i¢in standart ilave
edilmis havuz suyu kromatogramlari.

4.15. DI-SPME-Vakum Outlet-GC/MS Metodu icin Ol¢iim Belirsizligi Sonuglar

EURACHEM/CITAC kilavuzunda sunulan asagidan yukariya yaklasimi izleyerek
Olciim belirsizligi hesaplanmistir (Ellison ve ark. 2012). Bu yaklasima gore analiz
islemleri tek tek basamaklara boliiniir ve her bir bilesenin, belirsizligi hesaplanir ve bu
hesaplanan belirsizlikler birlestirilerek analitik islemlerin toplam belirsizligi (u)
bulunmaktadir. Bu kapsamda dort farkli ana etmenin etkisi arastirilmistir:

(1) standartlarin hazirlanmasi ile ilgili belirsizlik (U1),

(i1) kalibrasyon egrisi ile ilgili belirsizlik (U2),

(iii)metodun kesinligi ile iligkili belirsizlik (U3),
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(iv) metodun dogrulugu ile ilgili belirsizlik (U4).

Sekil 4.15.1’de bu belirsizliklerin bireysel katkilar1 hesaplanip kombine belirsizlik
verilmistir. Kalibrasyon egrisinden kaynaklanan belirsizligin, kombine belirsizlige en

biiyiikk katkisinin oldugunun ve bu katkinin daha diisiik derisimlerde daha da etkin

oldugu sonucuna varilmstir.
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Sekil 4.15.1. UV filtreler i¢in 6l¢iim belirsizligi grafigi

4.16. DI-SPME-Vakum Outlet-GC/MS ve SPME-GC-MS Metotlar1 i¢in

Validasyon Sonuclari

Vakum Outlet-GC/MS ve ayni1 zamanda geleneksel GC/MS metotlarini karsilagtirmak
ve optimum kosullar altinda her iki yontemin analitik performansini degerlendirmek
amactyla kullanilan iki UV Filtre ile korelasyon katsayist ( Rz), LOD ve

tekrarlanabilirlik gibi validasyon parametreleri arastirilmistir.

Kalibrasyon egrisinin ¢alisma araligit GC/MS ig¢in 5-50ug/L ve Vakum Outlet-GC/MS
igin 0,5-25 pg/L araliginda belirlenmistir. Her iki yontem de iyi bir korelasyon katsayisi
(R?) elde edilmistir. Giin i¢i ve giinlerarasi tekrarlanabilirlik (n = 3) ve geri kazamim

testleri 5pg/L standart ilave edilmis yiizme havuzu suyu ile gergeklestirilmistir. Buna ek
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olarak, orjinal (standart ilave edilmemis) yiizme havuz suyu numuneleri her iki yontem
ile analiz edilmis ve her iki UV Filtre (oksibenzon, oktinoksat) de tayin sinirin altinda
oldugundan tespit edilememistir.  Sekil 4.16.1’de SPME sonras1 standart ilave
edilmemis havuz suyu 6rneginin Vakum Outlet-GC/MS metodunda SIM kromatogrami

verilmistir. Validasyon sonuglar1 Cizelge 4.16.1°de verilmistir.
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Sekil 4.16.1. SPME sonras1 standart ilave edilmemis havuz suyu Orneginde UV

filtrelerin SIM kromatogrami

Cizelge 4.16.1. Havuz suyunda UV Filtrelerin analizi i¢in DI-SPME-GC/MS ve DI-
SPME-Vakum Outlet-GC/MS i¢in validasyon parametreleri

DI-SPME-GC/MS

Bilesik Korelasyon LOD % RSD %R
katsayisi®
(RY) (ng/L) Giin ici®®  Giinler Arasi®’
Oktinoksat 0,999 1,16 19 4,8 87
Oksibenzon 0,990 1,93 1,2 4,2 95
DI-SPME-Vakum Outlet-GC/MS
Bilesik Korelasyon LOD % RSD %R
katsayis1®
(RY) (ng/L) Giin ici®®  Giinler Arasi®’
Oktinoksat 0,999 0,17 19 4,3 80
Oksibenzon 0,997 0,29 0,7 3,7 83

Derlslm aralig 5-50 pg/L

*®: Giin igi ve giinler aras1 % RSD degerine dayali olarak hesaplanmistir (N=5)

Ayr1 ayri hazirlanmis ve aymi giin Olciilmiis aynt derisimdeki bes farkli kursun
gozeluslnl karakterize etmektedir.

®: Derisim aralig1 0,5-25 pg/L
" Giinler arasi kesinlik bir haftalik periyotta Olctlilen ii¢ farkli ¢ozeltiyi karakterize
etmektedlr
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4.17. Tiyomersalin Tayini i¢in LC-1T-TOF-MS ve LC-DAD Validasyon Sonuclar:

Tiyomersalin tayini igin yapilan ¢alismada, 5-30 pg/L derisim araligindaki alti adet
standarda ait kalibrasyon egrileri Sekil 4.17.1.°de gosterilmistir. Kalibrasyon

grafiklerine ait analitik parametreler ise Cizelge 4.17.1.’de 6zetlenmistir.
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Sekil 4.17.1. Tiyomersal bilesiginin LC-IT-TOF-MS i¢in kalibrasyon grafigi

Cizelge 4.17.1. Tiyomersal i¢in LC-IT-TOF-MS ve LC-DAD validasyon sonuglari

LOD R® Kesinlik (% R.S.D.)  Cahsma
-1 -
(ngL") Giin i¢1 Giinlerarasi arahg (ug/L)
LC-IT-TOF-MS 1,2 0,9947 3,5 6,3 5-30
LC-DAD 1,9 0,9932 3,8 7,2 5-30

Tiyomersal tayini icin oncelikle 3.2.19. da belirtilen sekilde hazirlanan standartlar
cihaza enjekte edilerek taramali iyon modunda ¢alisilmis ve standartlara ait piklerin
gelis zamanlar1 ve kiitle spektrumlari belirlenmistir. Tiyomersala ait LC-IT-TOF-MS

kromatogrami Sekil 4.17.2°de verilmistir.
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Sekil 4.17.2. Tiyomersal i¢in LC-IT-TOF-MS kromatogrami (Pembe: TIC

Kromatogrami, Mavi: 383.0066 m/z’de iyon kromatogrami)

Tiyomersal tayini ig¢in optimum sartlarin belirlenmesinden sonra model olarak
kullanilan ¢ozeltilerden gergek 6rnek denemesine gecilmistir. Bu amagla ticari olarak
piyasada satisi olan ve igeriginde bulunan tiyomersal miktar1 bilinen as1 ornegi ile

calisilmistir.

Cizelge 4.17.2. Tiyomersalin LC-IT-TOF-MS’e gore m/z degerleri

Alhkonma zamam Formiil (M) Olciilen m/z Tahmin lyonu
(dk) edilen m/z
2,74 CoHyO,SHg 383,0001 383,0018 [M-HY
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5. TARTISMA ve SONUC

Tez caligmasinda piyasaya siiriilen kozmetik iiriinlerin ve kozmetiklerde kullanilan
kimyasallarin ¢evreye gecisinin kontrollerine yonelik analitik metotlarin gelistirilmesi

hedeflenmistir.

Krem ve benzeri yag igerigi yiiksek matrikslerin analizinde karsilasilan 6nemli sorunlar
arasinda numune i¢inde kullanilan bilesenlerin bilinememesi ve bu igerigin iiriinden
tiriine degisim gostermesi olarak ifade edilebilir. Buna ek olarak; ornek hazirlama
basamaginda ortaya ¢ikan en onemli problem ise igeriginde bulunan yag bilesenleri
sebebiyle numunenin tam ¢oziinmemesi olarak belirtilebilir. Belirtilen sorunlarin tam
anlasilmasi, uygun Ornek hazirlama ve 6l¢lim metodunun segilmesi i¢in numunenin
yapisinin aydinlatilmast 6nem arz etmektedir. Bu agidan bakildiginda da en az 6rnek
hazirlama ile EDXRF yontemi ile tarama avantajlidir. Ayrica, EDXRF yontemi
numuneyi daha az tahrip eden zayif kaynaklarin kullanilmasina olanak verir. EDXREF ile
nicel analizin dogrulugu % 1 dolaylarinda ve ydntemin tespit edebildigi en kiiciik
derisim ise % 0,1 civarindadir. Giines koruyucu kremlerde ve goz far1 orneklerinde

EDXRF teknigi ile kalitatif olarak 6rnek igindeki metallerin taramasi yapilmistir.

EDXRF ile metal taramasi yapildiktan sonra, ayn1 krem orneklerine civanin analizi i¢in,
daha 6nce grubumuz tarafindan (Izgi ve ark. 2000) gelistirilen home-made tuzaklama
(trapping) sistemi uygulanmistir. Bu amagla GFAAS teknigi kullanilarak kremlerde
ctvanin, SnCl, ile indirgenmesi sonrasi altin kapli grafit kiivet yiizeyinde tutularak
tayini hedeflenmistir. Sonuglar validasyon icin ICP-MS ile karsilastirilmistir. Segilen
bes krem orneginde c¢alisilmis ve bu Orneklerde 6-10 pg/kg araliginda civa tespit
edilmistir. ICP-MS ve GFAAS sonuglarina t-testi uygulanmistir ve t deneysel = 0,85 <t
kuramsal = 4,303 olup; % 95 giiven seviyesinde iki metot birbiri ile istatistiksel agidan

uyumlu oldugu goézlenmistir.
GOz fart Orneklerinde kursunun kantitatif tayini i¢in ICP-MS teknigi ile analizler

gerceklestirilmistir. Ornek hazirlama basamagi olarak acik sistem yas yakma teknigi

kullanilmistir. Calismanin rujlarda kursun tayini iizerine yapilan kisminda, ruj
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orneklerinin kimyasal igerigi, metal tayinleri i¢in uygulanacak o6rnek hazirlama
basamaginin  yapisini  belirlemenin  6nemi  ilizerinde durulmustur. Literatiir
incelendiginde; kuru yakma, yas yakma, mikrodalga esasli ¢Oziiniirlestirme metotlari
ornek hazirlama basamaklar1 arasinda yer almaktadir. Ancak kuru yakma metodu
yiiksek sicakliklarda ugucu bilesenlerin kayiplart sebebiyle ruj 6rneklerinin analizinde
kullanimin1 sinirlamaktadir. Yas yakma metotlarina gelince, 6rnek igeriginde yag
bilesenlerinin tam ¢6ziinmemesi s6z konusu oldugundan yaygin olarak mikrodalga
1sitma  esasli yas yakma metodu sicaklik ve basing parametrelerinin optimize
edilebilmesi nedeniyle tercih edilmektedir. Burada da uygun 6rnek miktari, 1s1 ve basing
optimizasyonu zaman alic1 ve asilmasi gereken Onemli bir smirlamadir. Belirtilen
sorunlarin tam anlasilmasi, Uygun 6rnek hazirlama ve 6l¢iim metodunun secilmesi i¢in
ornegin yapisinin aydimnlatilmasinda fraksiyonlama ve karakterizasyon ¢aligsmalari ile

ana bilesenlerin tespiti agisindan 6nem arz etmektedir.

ICP-MS eser elementlerin 6l¢timii igin diisiik tayin seviyelerine inmesi nedeniyle hassas
bir tekniktir. Diger taraftan, element tayinlerini, spektral girisimler etkileyebilmektedir.
ICP-MS yazilim programi matematiksel diizeltmenin denklemleri kullanarak spektral
girismler engellenebilir, bu nedenle, 208py, izotop Olclimlerinin dogrulugunu kontrol
etmek icin yazilimlar kullanilmistir. Indiyum da tekrarlanabilirlik ve sonuglarm
dogrulugu arttirmak i¢in bir i¢ standart olarak kullanilmistir. Kullanilan ICP-MS sartlari
optimize edilmis ve hesaplanmis metot validasyon parametreleri Cizelge 4.5.1. ve 4.5.2°
de verilmistir. Kozmetik triinlerle ilgili analiz ¢aligmalarinda validasyon agisindan
karsilagilan en onemli problem standart referans madde/malzeme bulunmamasidir. Bu
nedenle yontemin dogrulugunun belirlenmesi amaciyla calisilan matriksleri temsil
edebilecek benzer yapilart iceren standart referans madde/malzeme olarak, cay

yapraklar1 standart referans malzemesi ve Conostan S- 21 yag standardi kullanilmistir.

Calismada, ruj drneklerinin bilesimlerinin aydinlatilmasi ve metal iceriginin sulu faza
alinmasina yonelik basit bir yontem arastirilmasi hedeflenmistir. Bunun i¢in olast metal
kaynaklarinin, c¢ozgen ekstraksiyonlar1 yoluyla ayrilmasi yapilan fraksiyonlama
caligmalari, uygulanabilecek ©Ornek hazirlama basamagmin basarisinda O6nem arz

etmektedir. Fraksiyonlama, belirli bir drnekteki analit ya da analit grubunun fiziksel
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(6rnegin boyut, ¢oziiniirliik) veya kimyasal (baglanma, reaktiflik) ozelliklerine gore
siiflandirilmas: islemine verilen isimdir. Ilgili tiirlerin analitik prosediir veya &lgiim
basamaklarindan kaynaklanan kararsizlifi, tiiriin belirlemeye imkan vermeyecek
inertligi ya da ¢ok fazla tiirin varligi ve belirlemenin karmasikligi gibi nedenlerle
fraksiyonlama pratik bir uygulama olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Fraksiyonlamada
tiirlerin; boyut, ¢ozlniirliik, afinite, yiik ve hidrofobiklik gibi 6zelliklerine dayanarak
ayirma ve smiflandirma yapilmaktadir. Kozmetik {iriinlerin analizinde boya
bilesenlerinin organik yapi gostermesi ve metal igeriklerinin dnemli kaynagi olmasi
nedeniyle boya ekstraksiyonu iizerinde agirlikla durulmaktadir. Literatiirde bulunan
fraksiyonlama ¢alismalarinda, daha ¢ok gida, biyolojik ve sediment Orneklerinde
uygulamasi goriilmekte olup, metallerin farkli substratlara baglanarak ayrilmasi ve bu
sekilde metal migrasyonunun belirlenmesi hedeflenmektedir. Bu fraksiyonlama
islemleri de yine literatiirde “Tessier prosediirleri” seklinde yaygin olarak kullanilmis ve

farkli modifikasyonlar1 yapilmistir.

Toplam element tayinini karakterize etmek i¢in optimize edilen agik sistem
¢ozliniirlestirme uygulanmistir. Numunelerin toplam kursun igerigi 0,99 + 0,27 mg/kg
bulunmustur. Ruj 6rneklerinin analizinde gozlemlenen yiiksek standart sapma, ornek
miktari1  artirarak  azaltilmistir.  Toplam  element igerikleri ICP-OES ile
karsilastirilmistir. Elde edilen degerler Student t testleri ile karsilagtirilmistir; t deneysel
= 2,122 < t kuramsal = 4,303 olup; % 95 giiven seviyesinde iki metot birbiri ile
istatistiksel agidan uyumludur.

Kozmetik tiriinler silika bazli ve yagl bilesenler icerdigi i¢in ¢oziiniirlestirmesi oldukca
zor yapilardir. Bu nedenle kozmetiklerde bulunan yagin eter, hekzan ya da metanol:
kloroform gibi karigimlarin kullanilmasiyla uzaklastirilmasinin daha uygun oldugu
diistinitilmektedir. Literatiirde fraksiyonlarin1 elde etmede ayrica metanol, etanol, aseton
gibi ¢ozgenler de kullanilmistir. Ruj 6rneklerinde ¢6zgen olarak su kullanimi gegislerin
yagli yapidan dolay1 az olacagindan pek tercih edilmemektedir. Bu nedenle, n- hekzan
ekstraksiyonuyla, ruj 6rneklerinin temel bilesenlerinden biri olan lipitler ele alinarak
bunlar1 ¢ozebilecek uygun ¢ozgen olarak hekzan secildiginde ilgili elementlerin ne

kadarinin yaglh kisma bagli olduguna dair ¢ikarsamalar yapilmigtir.
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Aktif karbon isleminde ise matriksin aromatik yapilar iceren kesrini 0rnegin boyar
maddelerin bulundugu bilesenleri karakterize edebilecegi diisliniilmiistiir. Bunun igin
degisik c¢ozgenler uygulanarak aktif karbonun adsorpladigi miktarlar arastirilmaistir.
Ayni yaklagimla rujun temel bilesenlerinden biri olan wax-yag gibi polar yapilarin
yapisinda dagilmig olan polar bilesenlere bagli metal kesrinin belirlenmesi

hedeflenmistir. Bu amagla gliserin ekstraksiyonu uygulanmistir.

J Toplam
Coziiniirlestirme

Gliserin
Ekstrakivonu

= Toplam
Cozoniirlestirme
Sekil 5.1. Toplam Coziiniirlestirme-Aktif Karbon ve Toplam Coziiniirlestirme-Gliserin

Ekstraksiyonunun Karsilagtirmasi

Basta Avrupa Birligi tlkeleri, Amerika, Japonya olmak iizere, diger bir¢ok iilkenin
olusturdugu kozmetik standartlarinda kullanimina siirlama  getirilen  toksik
elementlerin insan sagligi acisindan risk degerlendirmesine katkida bulunmak amaci ile
de rujun organizmaya muhtemel gec¢is yolundan biri olan tiikiiriik ¢Ozeltisi simiile
edilerek degerlendirme yapilmistir. Prosediirlere iliskin sonuglar ve standart ilave
edilmis numunelerinden elde edilen geri kazanim sonuglari Cizelge 4.8.1° de

verilmektedir.

Sonug¢ olarak, toplam ¢oziinilirlestirme yerine alternatif diger ekstraktlardan birinin

secilip segilemeyecegi arastirildiginda kursun elementinin gliserin ile muhtemelen daha
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kolay tayin edilebildigi gosterirken aromatik yapiya bagli bir yapida oldugunu
gostermektedir (Sekil 5.1.). Toplam element tayininin yerine fraksiyonlama ¢aligmalari
yapilarak ilgili elementin hangi yapiyla iligkili oldugu ve muhtemel mekanizmalarin

anlasilmasi agisindan bu nedenle 6nemlidir.

Kozmetik firiinlerin yaygin kullaniminda, iirliniin iiretiminde kullanilan bilesenlerin
veya metabolitlerin kanser riski olusturdugu konusunda iddialar mevcuttur. Bu konuda
getirilen sinirlamalar oldukga az olup, iilkemizde bu konuda sinirlayict yonetmelikler
yok denecek kadar azdir. Ornegin, endokrin bozucu kimyasallar olarak bilinen
oktinoksat ve oksibenzon UV Filtrelerinin havuz sularina gegisi ile ilgili ¢calismalara
literatiirde sik¢a rastlanmaktadir. Bu kapsamda, kozmetik iiriinlerde sik kullanilan bu iki
UV Filtrenin havuz sularinda analizi i¢in SPME-GC/MS ve SPME-Vakum Outlet-
GC/MS metotlar1 gelistirilip ve optimize edilmistir. Yontemler karsilastirilarak Vakum
Outlet yonteminin duyarlilik ve toplam calisma siiresi agisindan iistiin oldugunu
kanitlanmistir.  Geleneksel SPME-GC/MS yontemi ile SPME-Vakum Outlet GC/MS
yontemi karsilastirildiginda oksibenzon i¢in 5 kat ve Oktinoksat i¢in 11 kat daha diisiik
tayin limitleri saglanmistir. Ayrica SPME-Vakum Outlet GC/MS yonteminin, SPME-
GC/MS’e gore 8 kat daha kisa siirede tamamlandig1 (toplam 2 dakika calisma siiresi)

gorilmiistiir.

Secilen mikroekstraksiyon yontemi, geleneksel olarak kullanilan alternatif yontemlere
gore yliiksek ekstraksiyon verimi, diisiik LOQ, iyi tekrarlanabilirlik, yiiksek se¢icilik ve
cevre dostu olmasi, ekonomik ve hizli bir yaklasim igermesi gibi nedenlerle dnemli
avantajlara sahiptir. SPME yontemini etkileyen tiim ilgili parametreler manuel
uygulanmasi i¢in miimkiin olan hassas numune hazirlama yontemleri ayrintili olarak
incelenmistir ve optimize edilmistir. Asagidan yukariya (bottom up) yaklasima dayali
yontem belirsizliginin hesaplanmasinda kombine belirsizlige en Onemli katkinin
kalibrasyon egrisinin istatistiksel hesaplamasindan kaynaklanan belirsizlik oldugunu

gostermistir.

Hizli ve etkili bir yontem olan Vakum Outlet-GC/MS ile hassas numune hazirlama

yontemi SPME havuz sularinin analizi ig¢in optimize edilmistir. DI-SPME-Vakum
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Outlet-GC/MS yontemi, yiiksek bir performans gostermistir. Bu yeni yaklasimin
istlinliigli ¢evre su orneklerinin hizli rutin analizleri i¢in yontemin uygulanabilirligini
gostermistir.

Kozmetik {irtinlerde tiyomersalin tayininde LC-IT-TOF-MS teknigi kullanilarak bir
metot gelistirilmistir. Tiyomersal kozmetik iriinlerde siklikla kullanilan koruyucu
grubundan bir kimyasaldir. Metodun optimizasyonu i¢in ESI ve APCI i¢in iyonizasyon
modlar1 ile ¢alisilmis ve APCI iyonizasyon modunun daha hassas sonuglar vermesi
nedeniyle calismanin devaminda APCI iyonizasyon yontemi kullanilmistir. Sonuglar
valide edildikten sonra gergek 6rnek olarak piyasada satilan kozmetikler gibi kompleks

igerikli matriks olan as1 6rnekleriyle ¢alisilmistir.

Sonug olarak; tez calismasinda ¢esitli kozmetik iirlinlerde ve havuz suyu orneginde
spektroskopik ve kromatografik teknikler kullanarak hizli, glivenilir ve analitik
performansi yiiksek 6rnek hazirlama ve analiz yontemleri gelistirilmeye calisilmistir.
Bu metotlarin tutarli, analitik performansinin yiiksek oldugu elde edilen sonuglardan
goriilmektedir. Gelecekte kozmetik tirlinlerde yasakli olan kimyasallarin takibi ve tayini

acisindan kullanilan metotlarin hizli bir sekilde cevap verebilecek oldugu séylenebilir.
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