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BAZI BAL NUMUNELERINDEKI BISFENOL A (BPA)’NIN
NANO-LC SISTEMINDE BELIRLENMESI

OZET

Bisfenol A, insan sagligina olumsuz etkileri nedeniyle iizerinde en ¢ok ¢aligilan bilesik
olup, diinya ¢apinda gida ile temas eden malzemelerde en yaygin kullanilan iirinlerden
biridir. Bu calisma kapsaminda ters faz nano-LC sistemi ile balda bisfenol A (BPA)
tayini igin naftalen metil metakrilat (NMM) bazli yeni bir hidrofobikg¢zellikte monolitik
nano-kolon hazirlanmis ve Kkarakterize edilmistir. Hazirlanan monolitik  kolon
kullanilarak, nano-LC yontemi ile BPA’nin, gézlenebilme sinir1 (LOD) ve alt tayin sinir
(LOQ) sirastyla 0,02pg/L ve 0,58 pg/L saptanmistir. Yiizde bagil standart sapma
(%RSD) degeri ise, giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik degerlerinde sirasiyla 2,1 ve
1,8 belirlenmistir. Gelistirilen yontem ile on {i¢ ticari bal 6rnegininde BPA analizi
yapilmistir. Bes bal oOrneginde 2,5+0,27 pg/L-12,47+0,84 ng/L. arasinda degisen
miktarlarda BPA tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ambalaj, Bal, Bisfenol A, Nano-LC, Plastik.
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DETERMINATION OF BISPHENOL A (BPA) IN SOME HONEY
SAMPLES IN NANO-LC SYSTEM

ABSTRACT

Bisphenol A is the most studied compound due to its adverse effects on human health and
is one of the most widely used products in food contact materials worldwide. Within the
scope of this study, a new hydrophobic monolithic nanocolumn based on naphthalene
methyl methacrylate (NMM) was prepared and characterized for the determination of
bisphenol A (BPA) in honey by reverse phase nano-LC system. The limit of detection
(LOD) and limit of quantification (LOQ) of BPA were determined to be 0.02ug/L and
0.58ug/L, respectively, by reverse phase nano-LC method using a prepared monolithic
column. The percent relative standard deviation (%RSD) value was determined as 2.1
and 1.8, respectively, for intraday and interday repeatability values. The developed
method was applied to the analysis of thirteen commercial honey samples. BPA was
detected in five honey samples in amounts ranging from 2.5+0.27 pg/L to 12.47+0.84

pg/L.

Keywords: Bisphenol A, Honey, Nano-LC, Packaging, Plastic.



1. GIRIS

Bal, dogada tiretildigi haliyle tiiketilebilen, antik ¢aglardan beri yaygin olarak kullanilan,
antiseptik, antioksidan ve antibakteriyal ozelliklere sahip, sifa kaynagi olarak da bilinen
besin degeri yiiksek bir ar1 tiriintidiir (Alvarez-Suarez ve ark., 2004, Badolato ve ark.,
2017 ). Bilesiminde yaklasik olarak %80 karbonhidrat (%35 glukoz, %40 fruktoz ve %5
sukroz) ve % 17 su bulunmaktadir. Ayrica amino asitler, vitaminler, mineraller,
enzimler, organik asitler ve fenol bilesikler gibi 180°den fazla farkli bilesen, balin
iceriginde yer almaktadir (Mutlu ve ark., 2017). Balin igeriginde ayrica farkli tiirden
ciceklere ait polenler ve bu bitkilerin yapisinda bulunan cesitli kimyasal maddeler de

bulunmaktadir.

Bal, icerigindeki kimyasal bilesenleri sayesinde cesitli beslenme, tibbi ve profilaktik
(6nleyici) ozelliklere sahiptir. Ancak, balin faydali etkilerinden yararlanilabilmesi igin
iceriginde herhangi bir kirletici unsurun bulunmamasi gerekmektedir. Giiniimiizde ar1
driinleri, yanlis uygulanan aricilik faaliyetleri sonucu kirlenebilecegi gibi g¢evresel
kaynakli farklh kirlilik kaynaklarinin kirlettigi bir ortamda tiretilebilmektedir. Aricilik
uygulamalarindan kaynaklanan kirlilikler arasinda, akarisitler, lipofilik sentetik bilesikler
ve organik asitler ve ugucu yaglarin bilesenleri gibi toksik olmayan maddeler ve ar1 yavru
hastaliklarinin kontroliinde kullanilan antibiyotikler, 6zellikle tetrasiklinler, streptomisin,
stilffonamidler ve kloramfenikol yer almaktadir. Cevresel kirleticiler ise agir metaller,
kursun, kadmiyum ve civa, radyoaktif izotoplar, organik kirleticiler, pestisitler (bocek
oldiriiciiler, fungisitler, herbisitler ve bakterisitler), patojenik bakteriler ve genetigi
degistirilmis organizmalar1 kapsamaktadir (Bogdanov, 2006). Ayrica, son yillarda
yapilan ¢alismalarda, giiniimiiziin en 6nemli gida kirleticileri arasinda yer alan bisfenol
A (BPA)’nin baldaki varlig: tespit edilmistir (Cesen ve ark., 2016). BPA, endokrin
bozucu ozellikler sergileyen tehlikeli bir kirletici madde olmasinin yani sira prostat,
akciger ve meme kanseri gibi ¢esitli kanser hastaliklarinin patogenezinde de etkili oldugu
diistinilmektedir (Khan ve ark., 2020). Gida ile temas eden malzemelerde yaygin sekilde
bulunan BPA, polikarbonat (PC) plastik tiriinlerin endiistriyel iiretiminde kullanilan bir

monomerdir. Ayrica tencke kutularda, sise kapaklarinda ve kapaklarda astar olarak



kullanilan epoksi bazli laklarmn tiretiminde kullanilan epoksi recinelerin sentezi i¢in de
hammadde olup, gida igeriginin metallerle dogrudan temasta bulunarak bozulmasini,
yiyecek ve igeceklerde metalik tat olusmasini1 6nlemektedir (Notardonato ve ark., 2020Db).
Ancak, BPA'nin plastiklerden veya kaplamalardan gidaya migrasyonu onemli bir saglik
sorunudur ¢iinkii yiiksek dozlar1 bobrekleri ve karacigeri olumsuz etkilemektedir (Usman
ve Ahmad, 2016). Yapilan son giincelleme ile BPA nin tolere edilebilir giinlik alim
miktar1 50'den 4 pg/kg/viicut agirhigi/giin’e distrilmiistir (EFSA, 2015). Ayrica,
Avrupa Birligi biberon (Muncke, 2011) {iretiminde BPA kullaniminm1 yasaklamis ve
herhangi bir gida ile temas eden malzemeden gidaya BPA migrasyonunu 0,6 pg/g
seklinde 6zel bir gecis smir1 belirlemistir (Cesen ve ark., 2016).

Bal numunelerinde BPA’nin belirlenmesi i¢in iyon trap gaz kromatografi-kiitle
spektrometre (GC-IT/MS) sistemi (Notardonato ve ark., 2020a), GC/MS (Cesen ve ark.,
2016), yiiksek performansl sivi kromatografi (HPLC) (Tian ve ark., 2018), ultra-yiiksek
basin¢l s1vi kromatografi/tandem kiitle spektrometre (UHPLC/MS-MS) sistemi (Potorti
ve ark., 2023) gibi bir dizi analitik yontem gelistirilmistir. Son yillarda, arastirmacilarin
hedefi zaman ve maliyet gibi ¢cok 6nemli faktorleri dikkate alarak, hassas, basitlestirilmis
cevre dostu analiz protokolleri gelistirmektir (Notardonato ve ark., 2020a). Bu baglamda,
nano Olcekli ayirma teknikleri (O6rnegin, kilcal/nano sivi kromatografisi, kilcal
elektroforez/ elektro kromatografi) gida analizlerinde birincil araglar haline gelmistir.
Nano 0l¢ekli ayirmalar, analitik aymrma biliminde bliylik potansiyele sahip
minyatiirlestirilmis tekniklerdir. Cok kii¢iik numune boyutlariyla calisabilme imkani,
bliyiik ayirma verimliligine ulagsma potansiyeli, mobil faz ve sabit fazin azaltilmig
tiikketimi (yesil kromatografi) ve kiitle spektrometresi ile daha diisiik akis hiz1 uyumlulugu
gibi avantajlarindan dolay1 nano 6lgekli LC tekniklerinin gida analizlerinde uygulanmasi
olduk¢a onemlidir (Aydogan, 2019). Ozellikle BPA gibi diisiik konsantrasyonlu
kontaminantlarin  tespitinde ¢ok hassas Ol¢iim yapan cihazlarin kullanilmasi

gerekmektedir.

Bildigimiz kadariyla, literatiirde balda BPA'nin tespiti i¢in Nano-LC kullanimina iligskin
herhangi bir ¢alisma daha o6nce rapor edilmemistir. Bu tez calismasinda, balda BPA
tespiti icin ters faz nano-sivi kromatografi (nano-LC) teknigi kullanilmis olup, hidrofobik

karakterli yeni Dbir naftalen metil metakrilatin (NMM) monolitik nano-kolon



hazirlanmistir.  Karakterize edilen monolitik kolon kullanilarak nano-LC sisteminde

baldaki BPA’nin tespiti gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bal

Eski ¢aglardan (yaklasik 5500 yil 6ncesinden) beri hem beslenme hem de tibbi amaclarla
kullanilan bal, bal arilar1 (Apis mellifera; Familya: Apidae) tarafindan ¢i¢ek nektarindan
elde edilen dogal bir irlindiir. Bal arilarmin topladigi nektar tiirline bagli olarak

gliniimiizde yaklasik 300 ¢esit bal oldugu bilinmektedir (Lay-Flurrie, 2008).

Balin, kuru agirligimin %95-97'si karbonhidratlardan olusmaktadir. Monosakkaritler
(fruktoz ve glikoz) balin en 6nemli karbonhidratlaridir ve balin besinsel ve fiziksel
etkilerinin olusmasinda katkida bulunur (Manyi-Loh ve ark., 2011). Balin friikktoz orani
yiksek oldugundan (bal, sekerden %25 daha tathdir) antik c¢aglardan beri dogal
tatlandiric1 olarak kullanilmaktadir (Samarghandian ve ark., 2017). Monosakkaritler
disinda daha kiiglik miktarda disakkarit (sakkaroz, galaktoz, alfa, beta-trehaloz,
gentiyobiyoz ve laminaribioz), trisakkaritler (melezitoz, maltotrioz, 1-ketoz, panoz,
izomaltoz glikozu, erlos, izomaltotrioz, theanderoz, sentoz, izopanoz ve maltopentaoz) ve
oligosakkaritler balda bulunur (Siddiqui ve Furgala, 1967; Sato ve Miyata, 2000). Bu
karbohidratlarin cogu balin olgunlagmasi sirasinda olusmaktadir. Ayrica balda, proteinler,
vitaminler, amino asitler, mineraller, organik asitler (Betts, 2008, El-Soud, 2012),
flavonoidler, polifenoller, indirgeyici bilesikler, alkaloitler, glikozitler, kardiyak
glikozitler, antrakinon ve ugucu bilesiklerde bulunmaktadir (White, 1980; Islam ve ark.,
20212). Balin igeriginde dokuz esansiyel amino asidin tamami1 ve asparajin ve glutamin
disinda esansiyel olmayan amino asitlerin hepsi yer almaktadir. Balda, mevcut olan ana
organik asit glukonik asittir ve az miktarda asetik, formik ve sitrik asitte bulunur. Organik
asitlerin varliginin bir sonucu olarak balin pH degeri 3,2 ile 4,5 arasindadir (Siddiqui ve

Furgala, 1968; Mato ve ark., 2003).

Prolin balda bulunan birincil amino asittir ve bunu diger amino asitlerin takip ettigi
bildirilmistir (French ve ark., 2005). Balin yapisinda diastaz, invertazlar, glukoz oksidaz,

katalaz ve asit fosfatazlar gibi cesitli enzimlerde bulunmaktadir (Iglesias ve ark., 2004).



Balin vitamin diizeyi diigiiktiir ve Onerilen giinliikk alim miktarin altindadir ancak suda
¢oziinen vitaminlerin tlimii balda bulunur; en sik goriileni ise C vitaminidir. Balda, fosfor,
sodyum, kalsiyum, potasyum, kiikiirt, magnezyum ve klor gibi tlim ana mineralleri i¢ceren
yaklasik 31 farkli mineral tespit edilmistir. Balda silikon (Si), rubidyum (Rb), vanadyum
(V), zirkonyum (Zr), lityum (Li) ve stronsiyum (Sr) gibi bircok temel eser bilesende
saptanmistir (Varlova ve Pridal, 2002). Yapilan c¢aligmalarda balin potansiyel
biyomedikal etkilerine katkida bulunan yaklasik 600 ucucu bilesigin oldugu belirlenmistir
(Ajibola ve ark., 2012). Balin ugucu bilesikleri arasinda aldehitler, alkoller,
hidrokarbonlar, ketonlar, asit esterler, benzen ve tiirevleri, piran, terpen ve tiirevleri,
norisoprenoidlerin yani sira kiikiirt, furan ve siklik bilesikleri yer almaktadir (Manyi-Loh

ve ark., 2011b; Barna ve ark., 2010).

Balda antioksidan gorevi goren iki ana biyoaktif molekiil, flavonoidler ve polifenoller
bulunmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, balda otuza yakin farkli polifenoliin
varhigi tespit edilmistir (Uthurry ve ark., 2011; Nurul ve ark., 2013). Bu polifenollerin
baldaki varligi ve miktarlar1 nektarin alindigi ¢igegin kaynagina, iklim ve cografi
kosullara bagl olarak degisebilmektedir. Galangin, quercetin, kaempferol, luteolin ve
isorhamnetin gibi baz1 biyoaktif bilesikler tiim bal tiirlerinde bulunurken, naringenin ve
hesperetin yalnizca belirli ¢esitlerde tespit edilmistir (Khail ve ark., 2011). Baldaki
fenolik ve flavonoid bilesiklerin ¢ogu ise gallik asit, siringik asit, ellagik asit, benzoik
asit, sinnamik asit, klorojenik asit, kafeik asit, isorhamnetin, ferulik asitler, mirisetin,
krisin, kumarik asit, apigenin, kuersetin, kaempferol, hesperetin, galangin, katesin,
luteolin ve naringenindir (Uthurry ve ark., 2011; Nurul ve ark.,, 2013). Balin bu
bilesenlerinin antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar, antiproliferatif, antikanser ve

antimetastatik etkiler gosterdigi bildirilmistir (Samarghandian ve ark., 2017).

Balin su aktivitesi (aw) 0,56 ile 0,62 arasindadir ve pH degeri 3,9’a yakindir dolayisiyla
bozulmalara karst dayaniklidir, buzdolabinda saklanmasina gerek yoktur, oda

sicakliginda, kuru bir yerde uzun siire muhafaza edilebilir (Babacan ve Rand, 2007).

Yapisinda sagliga yararli pek ¢ok biyoaktif madde bulunduran bala disardan bir madde
ilave edilmesi veya yapisindan bir maddenin uzaklastirilmasi kanunen yasaktir (Mutlu ve

ark., 2017).



Ancak saglik i¢in sifa kaynagi olan balin igeriginde agir metaller, pestisit, antibiyotik ve
mikroplastik kalintilar1 gibi kirletici maddelerde tespit edilmistir (Eissa ve ark., 2014;
Mahmoudi ve Pakbin, 2015; Cesen ve ark., 2016; Fakhri ve ark., 2019). Balin bilesimi ve
kalitesi biiylik Olgiide biyotik ve abiyotik parametrelere yani nektarin alindigi ¢igegin
tiirline, ¢igegin yetistigi bolgenin cografi ve iklim kosullarina, balin islenmesi ve
depolanmasina bagl olarak degismektedir. Arilar cok genis bir alanda (7 km?*’den daha
genig) nektar toplar ve bu sirada hava, su ve toprak ile dogrudan temas halindedir
(Solayman ve ark., 2016). Arilarin faaliyette bulundugu alanda gevresel kaynakli kirletici
maddelerin varlig1 onlari etkilemekte hatta o kirletici maddeleri kolonilerine ve tirettikleri
bala aktarmaktadirlar. Bu baglamda balin bilesiminde tespit edilen agir metaller ve
pestisitler ¢evresel kirlenmenin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Endiistriyel
atiklar, trafik gibi ¢esitli antropojenik kaynaklarin neden oldugu cevresel kirlilikten arilar
etkilenmekte irettikleri balda agir metaller tespit edilebilmektedir. Kadmiyum (Cd),
kursun (Pb), civa (Hg) ve aliiminyum (Al) gibi konsantrasyonlar1 standart limitlerin
iizerine ¢iktiginda toksik etki gosterebilen agir metaller cevre kirliginden etkilenen

bolgelerde tiretilen bazi bal 6rneklerinde belirlenmistir (Tilizen ve Soylak, 2005).

Balin kalitesini ve tiiketici sagligini tehlikeye diisiirebilecek kirleticilerden biri de balda
pestisitlerin varligidir. Pestisitler, zararlilar1 (bocekler, kemirgenler, mantarlar veya
istenmeyen bitkiler -yabani otlar- gibi) ve/veya mahsullere zarar verebilecek maddeleri
ortadan kaldirmak i¢in kullanilan bir grup kimyasal bilesiktir. Arilarmn, pestisit ile islem
gormiis bitki nektarlarin1 toplamasi sonucu pestisitler bala bulagsmaktadir. Tarimda
pestisit kullaniminin etkileri {izerine yapilan arastirmalarda, bazi pestisitlerin bal arisi

oliimlerine ve mahsuliin azalmasina neden oldugu tespit edilmistir (Polat ve ark., 2020;
Fikadu, 2020).

Ar saglin1 korumak amaciyla antibiyotik kullanimi ise balda kalintiya neden olan 6nemli
faktorlerden biridir. Balda antibiyotik bulunmast asir1 hassas kisilerde alerjik
rahatsizliklara sebep olabilmekte, antibiyotige direngli bakteri suslarinin indiiksiyonuna
neden olabilmektedir. Ulkemizde ve Avrupa Birligi Ulkelerinde aricilikta antibiyotik
kullanimina yasal olarak izin verilmemektedir (Mutinelli ve Rademacher, 2003; Atasever
ve Yiksel, 2022). Ancak, diinyanin en biiyiik ikinci bal ireticisi oldugu iilkemizde,

bilingsiz antibiyotik kullanim1 sonucu baldaki antibiyotik kalintilar1 ihracatta sorun



cikarmakta ve sifa kaynagi bali insan saghima zararhi hale getirmektedir. Ozellikle
tetrasiklin, eritromisin, linkomisin, neomisin, streptomisin, enrofloksasin vb.
antibiyotiklerin aricilikta, hastaliklarla miicadelede kullanildigi bildirilmistir (Atasever

ve Yiiksel, 2022).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, balda pestisit ve antibiyotik gibi kirleticilerin yan1 sira
Bisfenol A (BPA) gibi ¢esitli mikroplastik kalintilarin varligi da tespit edilmistir
(Herrero-Hernandez ve ark., 2009; Martin-Goémez ve ark., 2024a). Onemli bir gida
kontaminati olan BPA gida ve i¢eceklerin ambalajlanmasinda kullanilan malzemelerin
iiretiminde hammadde olarak yer alan polikarbonat plastikler ve epoksi reginelerin
monomeridir. Insan sagligina olumsuz etkileri nedeniyle iizerinde en ¢ok calisilan bilesik
olup, diinya ¢apinda gida ile temas eden malzemelerin iiretiminde en yaygin kullanilan
iiriinlerden biridir. BPA, endokrin bozucu olarak kabul edilen, ¢ok diisiik dozlarda ciddi

saglik sorunlarina yol agabilen tehlikeli bir maddedir.

Endokrin bozucularin insan saglig1 lizerindeki etkileri heniiz tam olarak anlagilamamais
olsa da ozellikle kadinlar {izerindeki etkileri ciddidir (Martin-Gomez ve ark., 2024b).
BPA'nin bazi hormonlarla, 6zellikle de meme gelisimini kontrol edenlerle yapisal
benzerligi tespit edilmistir. Bu nedenle BPA'ya maruz kalmak meme dokusunda kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasina neden olabilmektedir (He ve ark., 2022; Zhao ve ark., 2021).
Ayrica hamilelik sirasinda BPA’ya maruz kalmanin, fetiislin sinirsel gelisimi iizerinde
olumsuz etkilere neden olabilecegi, diyabet ve kalp hastaligi riskini artirabilecegi
saptanmistir (Aris, 2014). Baska bir ¢alismada ise, BPA'ya maruz kalma, hamile
bayanlarda spontan diisiik riskinin artmasiyla iligkilendirilmistir (Liang ve ark., 2020).
Dolayisiyla, gidalarda BPA varligi, insan saglhigi lizerindeki potansiyel tehlikeleri
nedeniyle endise olusturmaktadir. BPA, gidalara ambalaj materyallerinden
bulasabilmektedir. Yapilan calismalarda bal da BPA ile kirlenme tespit edilmistir (Inoue
ve ark., 2003; Cesen ve ark., 2016; Al Naggar ve ark., 2021).

2.2. Bisphenol A (BPA)

Bisfenol A (BPA), esas olarak yiiksek dayaniklilik ve mukavemete sahip bir malzeme

olan ve plastik malzemelerin tiretiminde kullanilan polikarbonattin monomeridir. Bu



kimyasal ayn1 zamanda gidayla temas eden metal yiizeylerin kaplanmasinda uygulanan
epoksi recinelerin iiretiminde de kullanilmaktadir. Gidayla temas eden malzemeler,
esyalar veya cihazlar, ¢esitli islevleri nedeniyle gida endiistrisinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ozellikle ambalaj, gidanin korunmasindan, kalite ve giivenligin
saglanmasindan, kimyasal, fiziksel ve mikrobiyolojik bozulmadan sorumlu faktorlere
kars1 bariyer gorevi gormesinden dolayr ¢ok Onemlidir (Vilarinho ve ark., 2019).
Paketlenmis gidalarin, basta gelismis lilkeler olmak iizere toplumlarin beslenmesindeki
onemi arttikca, gida-ambalaj etkilesimlerinden kaynaklanan toksikolojik kaygilar da
artmistir (Bernardo ve ark., 2015). Monomerler, katki maddeleri, boyalar, miirekkepler,
vernikler ve digerlerinin yan1 sira plastik bilesenlerin gidalara migrasyonu (Bernardo ve
ark., 2015), gidanin organoleptik 6zelliklerini etkileyebilir ve seviyelerinin toksikolojik
degerleri veya mevzuatta belirtilen limitleri agsmas1 durumunda saglik iizerinde zararh
etkiler yaratabilir (Fasano ve ark., 2012). Gidalarin ambalajlanmasinda BPA igerikli
plastiklerin kullanilmasi sonucu ambalaj materyalindeki BPA ile gida maddesi arasinda
kiitle transferi bagka bir ifade ile gidaya BPA migrasyonu gerceklesebilmektedir. BPA,
2017 yilinda Avrupa Birligi tarafindan endise kaynagi en yiiksek, maddeler listesine
almmigstir. Ciinkii BPA, endokrin sistemini etkilemektedir. BPA'nin 6strojenik aktivitesi
ilk kez 1993'te rapor edilmistir (Krishnan ve ark., 1993). Yapilan in vitro ¢alismalarda
BPA’nin genomik ve genomik olmayan Ostrojen yanit mekanizmalarina aracilik ettigi
yani yalanci Ostrojen olarak davrandigi ve ¢ok diisiik konsantrasyonlarda (0,23 ng/L) dahi
hiicresel fonksiyonun bozulmasina neden oldugu belirlenmistir (Wetherill ve ark., 2002;
Akingbemi ve ark., 2004; Zoeller ve ark., 2005;). BPA'nin tiroid hormonunun etkisini
bozma, insan prostat kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasina neden olma ve trilyon basina ¢ok
diisik dozlarda testosteron sentezini bloke etme yetenegine sahip oldugu
distiniilmektedir (Vilarinho ve ark., 2019). Bu nedenle, 6zellikle bebekler ve kiigiik
cocuklar gibi hassas gruplari hedef alan risk yonetimi gibi yontemlerle, insanlarin bu
bilesiklere maruz kalmasina siirlamalar getirilmesi kaginilmaz hale gelmistir. Cesitli
endiistriyel uygulamalarda da BPA’ya alternatif olarak kullanilan bisfenol S (BPS),
bisfenol F (BPF), bisfenol AP (BPAP) ve bisfenol AF (BPAF) gibi BPA ailesine ait diger
bifenoller de potansiyel toksisiteye sahip olup, Ostrojenik aktivite sergilemektedir. Ayrica
cogunun biyolojik bozunmaya karst BPA ile kiyaslandiginda daha yiiksek direng
gosterdigi bildirilmistir (Feng ve ark., 2016).



2.2.1. BPA'min Ozellikleri

Ik kez 1891 yilinda Rus kimyager Aleksandr Dianin tarafindan sentezlenen BPA (2, 2-
bis (4-hidroksifenil) 2 mol fenil ve 1 mol asetondan olusmaktadir. Organik bir bilesik
olan BPA metil kopriistintin iki fenil halkay1 birlestirmesinden olugmaktadir. BPA, oda
sicakliginda kat1 olup beyaz kristal sekle sahiptir. Ayrica hafif bir fenolik kokuya sahiptir
(Tan ve ark., 2022). Molekiil formiilii C15H160;’dir. Dimetilsiilfoksit, aseton ve etanol
gibi solventlerde iyi ¢6ziiniir. BPA’nin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine ait bilgiler

Tablo 2.1°de gosterilmektedir.

Tablo 2.1. Bisfenol A’nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Tan ve ark., 2022)

Parametre Deger
Kimyasal Formiili C15H1605; (CH3),C(CgH,OH),
Molekiiler Agirhig 228.291 G/Mol
Erime Noktasi 152-153°C
Kaynama Noktasi 360.5°C (760 Mmhg)
'Yanma Noktasi 212°C (Agik Kaplarda)
Y ogunluk 1.195 G/Cm® (25°C)
Suda Coztiniirlik 300 Mg/L (25°C)
Buhar Basinct 5.3x10-6 Pa

CH;
Kimyasal Yapist CHs

2.2.2. BPA’nin Kullanim Alanlar1

BPA, doymamis polyester, polisiilfon ve epoksi regineleri ile polikarbonatlarin
tiretiminde kullanilan maddelerden biridir. Diinyadan iiretilen BPA'nin %25' epoksi
recine Uretiminde %70'1 polikarbonat plastiklerin iiretiminde kullanilmaktadir (Er ve
Sarimehmetoglu, 2011). BPA gidalarin muhafaza edildigi plastik kaplar, konserve
kutularinin i¢ yiizeyi, dis dolgular, kisisel bakim f{iriinleri, yiyecek saklama kaplari,
plastik su kaplar1 vb. yer almaktadir (Otlu ve Tiirk6éz, 2016; Er ve Sarimehmetoglu,
2011). BPA’nin, diinyadaki tiretimi yillik 2-3 milyon tondur. Bir polikarbonat olan BPA,

is giivenlik kasklari, kursungecirmez camlar, iirlin saklama kaplari, otomotiv sektor,
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PVC pencerelerde kullanilmaktadir. Ayrica sarap gibi sivi depo kaplarinda, siit tozu ve
salamura ambalajlarinin i¢ ylizeyinde, elektronik aletlerde, su borularinda ve termal

kagitlarda da kullanilmaktadir (Kenan, 2019).

2.2.3. BPA’nin Saghk Uzerine Etkileri

BPA, viicuttaki hormonlarin diizenli isleyisini bozma kabiliyeti nedeniyle endokrin
bozucu olarak kabul edilmektedir. BPA, hormonlara miidahale ederek iireme
bozukluklari, gelisimsel sorunlar ve metabolik bozukluklar dahil olmak tizere bir dizi
saglik sorununa neden olma potansiyeline sahiptir. Agiz yoluyla ve solunum yolu yoluyla
viicuda alinan bu madde, hormonal sistemdeki bircok reseptorle etkilesime girerek
endokrin sistemde ciddi hasarlara neden olur. BPA'nin endokrin bozucu etkisinin
yaninda, Ostrojen aktivitesinde degisiklikler, merkezi sinir sisteminde farkliliklar,
bagisikliklik sisteminin zayiflatilmasi, androjen sisteminde degisimler, tiroit hormonunda
bozukluklara neden olabilmektedir. BPA’ya maruziyet en fazla oral daha sonra deri ve
solunum yolla gerceklesmektedir. Viicuda gecen BPA karaciger tarafindan emilerek
major ve minor metabolitlere doniismektedir. BPA, lipofilik bir yapida oldugundan yag
bakimindan zengin olan dokularda birikecegi diistiniilmektedir. BPA, viicuttaki yagda,
anne slitiinde, kanda, plasentada, amniyotik sivida, fetuste, idrar ve tiikiiriikte
saptanmigtir. Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan 2010 yilinda yayinlanan raporda
BPA’nin ozellikle anne karnindaki bebege ve ¢ocuklarda zararli etkileri olabilecegi

konusunda goriis bildirmisleridir (Kenan, 2019).

2.2.4. BPA ile Ilgili Yasal Diizenlemeler

BPA, diinyada ilk kez 2008 yilinda Kanada da ¢evre ve insan sagligi i¢in toksik madde
olarak belirlenmistir. 2011 yilinda Tiirkiye ve Avrupa, 2012 yilinda ABD de
biberonlarda kullanimi yasaklanmistir. 2015 de EFSA bisfenol A’nin etkileri iizerinde
kapsamli bir ¢alisma ve degerlendirme yapilmis ve yayinlamistir. Bu degerlendirmeye
gore tolere edilebilir giinliik BPA limit miktar1 50 pg/kg’dan 4 pg/kg viicut agirligi/giin
olarak belirlenmistir. 2016 yilinda EFSA’nin yaymladig1 verilere gore hayvanlar
lizerinde yapilan deneylerde BPA’nin bagisiklik sistemi iizerinde etkili oldugu
kanitlanmistir. Bu limit gegici olarak karara baglanmistir (Tan ve ark., 2022). Tiirk Gida
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Kodeksi BPA’nin salinimi gidayla temas eden ambalajlardan 0,6 mg/kg olarak
belirlemistir (Kenan, 2019).

2.2.5. BPA’nmin Gidalar ile Tliskisi

Gida {iretiminde, gidalarin ambalajlanmasinda BPA igerikli plastikler kullanilmaktadir
Gida ambalaj materyalinden gidaya BPA gibi pek ¢cok madde migrasyonla gegmektedir.
Bu gecis ambalaj ile gidanin temas siiresi, temas ettigi yiizey alani, migrant ¢esidi ve
konsantrasyonu, gida maddesinin bulundugu form (sivi, kati, yagl, asitli), ambalaj
materyalinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, ortamin sicakligi gibi faktorlere bagli olarak
degismektedir. BPA iceren ambalajlar yiiksek sicakliga maruz kaldiginda (mikrodalgada
pisirme gibi) ambalajdan gidaya BPA'min migrasyonu daha yogun ve daha hizlh
gerceklesmektedir. Ayrica ambalajlanan gida {iriiniiniin igerigi de migrasyonda etkilidir
(Andujar ve ark., 2019). Aym1 zamanda BPA'nin depolama siiresinden etkilendigi ve
depolama siiresi boyunca gida da biriktigi belirtilmistir. Tarim ve Ticaret Enstitiisii gida
ve saglik programinda gidanin plastik kaplarda 1sitilmasi, yagli ve asitli gidalarin ambalaj
ile temasi, sicak gidalarin plastik kaplara konulmasi, ¢izilmis eski plastik ambalajlarin
kullanimi ve deterjanlarin BPA geg¢isini arttirdign  belirtilmektedir. Ayrica yapilan
caligmalarla BPA geg¢isinin biiylik kisminin konserve kutularda oldugu, hasarli kutularda
muhafaza edilen gidalarin depolamanmasi sirasinda BPA geg¢isi diizeyinin daha fazla
oldugu ortaya konmustur (Er ve Sarimehmetoglu, 2011). Tirk Gida Kodeksinde
BPA'nin ambalajdan gidaya gegis sinir1 0,6 mg/kg olarak belirlenmistir (Iyigiindogdu ve
ark., 2020).

BPA'nin her yerde bulunmasindan kaynakli olarak kontrol altina alinmasi1 zorlagmakla
birlikte BPA'ya maruz kalmamis niifus yoktur. Plastik maddelerin gida ile temas etmesi
sonucunda kimyasal maddeler gidaya gecebilmektedir. BPA gibi kimyasal maddeler
iceren malzemeler ile gida arasindaki temas raf Omriinliin bitmesinden Once sona
erdirilmelidir. Ambalajlar gidadan uzaklastirilip gida tiiketilmelidir. BPA rahat bir sekilde
metabolize oldugu i¢in viicutta emilimi olmakta, dokularda birikebilmektedir. Boyle bir
durumda BPA'ya maruz kalma gelecek i¢in biiyiik bir tehlikedir. BPA'nin insanlar
tizerindeki etkilerini net olarak belirlemek zordur. Ciinkil insanlar ¢ok sayida endokrin

bozucuya maruz kalabilmektedir. Daha dogru sonuglar i¢in biyo izlemeler tasarlanirken
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cesitli onlemler alinmalidir. Epidemolojik sonuglar i¢in kampanya ve protokollere 6nem
verilmelidir. Bu durumda dikkat edilmesi gereken hususlar; BPA disinda
kontaminasyonun onlenmesi gerekmektedir. Ornekleme, analiz ve serbest o&lgiim
sirasinda Ornekleme, 6rnek islem, prosediir, saklama kosullar1 da biyo izlemeye dahil
edilmelidir. Olas1 kontaminasyonu Onlemek i¢in laboratuvar ve ek alan gereklidir. BPA
etkilerinin dogru sekilde ortaya konmasi i¢in deneysel prosediirlere giivenmek 6nemlidir
(Geens, 2012). Son diizenlemelerle ile gida paketleme sirketleri BPA igeren materyalleri
ortadan kaldirmak igin alternatif maddeler arastirmaktadirlar. Uriinlerde BPA icermeyen
etiketli irlinlerin satis1 artmaktadir. Bununla birlikte BPA analoglarinin kullanimi
giderek artmaktadir. BPA analoglar1 yap1 olarak temel bisfenol yapisi olan kisa bir
karbon ve bir kimyasal zincirle ayrilan iki benzen halkasindan olusur. BPA analoglarinin
hormonal etkileri iizerine sinirli ¢alismalar bulunmaktadir. Ayrica yapilan smirh
caligmalarda bazi BPA ikamelerinin BPA'ya gore daha fazla Ostrojenik etkiye sahip
oldugu ortaya konmustur. Kuruluslar tarafindan diizenleyici 6nlemler olarak, kimyasal
tehlikelerden biri yerine bir diger kimyasal tehlike kullanilarak ¢6ziim bulunmaya
calisilmaktadir. Bu analoglarin bir kismi BPA'ya gore diisikk konsantrasyonlarda
etkilemekteyken bir kism1 BPA'ya gore daha yiiksek konsantrasyonlarda sagligi olumsuz

etkilemektedir (Almeida ve ark., 2018).

BPA'nin yapisinda bulunan ester baglarini hidrolizini arttiran temel faktorler 1s1, sicaklik,
asitlik gibi ¢evresel faktorlerdir. Bu faktorler BPA'y1 polikarbonat ve epoksi reginelerine
parcalar. BPA salinimi diisiik polikarbonatlarda pH cozeltilerinde sik goriiliirken, epoksi
recinelerinde yiiksek sicaklikta artar. Konserve gidalardan olan balik, et, sebzeler ve siit
iriinleri, bebek mamasi BPA igerebilir. Ayrica gida disinda kapali alanlarda solunan toz,
termal kagit, dis dolgularindan kaynakli olarak insanlar maruz kalabilmektedir. BPA
endokrin bozucu etkisi nedeniyle obezite, meme kanseri, diyabet, bobrek hastaliklari,
kronik solunum hastaliklari, kardiyovasikiiler hastaliklar, davranis bozukluklari, tiroid
hormonu rahatsizliklari, lireme bozukluklar1 ortaya cikabilmektedir. Ayrica BPA
genotoksik ve mutajenik potansiyele sahiptir. Saglik {lizerindeki zehirleyici etkilerinden
kaynakli olarak BPA'nin alternatifleri artmistir. BPA'min yerine BPS, BPF, BPAF ve
BPZ kullanilmaktadir. Ancak BPA analoglar1 da bisfenol ailesinden oldugundan benzer
toksik etkilere sahiptir veya canli organizmalar i¢in daha riskli olabilecekleri

diisiiniilmektedir (Iyigiindogdu ve ark., 2020).
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2.3. Sivi Kromotografisi (LC)

S1v1 kromatografisi (LC), kat1 faz ve siv1 faz arasinda fiziksel bir ayirma teknigidir. Bir
numune, hareketli faz ve sabit faz arasinda dagitilarak bolme, adsorpsiyon veya diger

etkilesimler yoluyla igcerdigi analitlerine ayrilir (Dong, 2019).

Standart solsyonlannin veya
kolona enjekte
edimesini saglar ()

Belirlenen akig hizinda mobil
fazin kolona transferini saglar (a)

Enjekte edilen kangimda yer alan her
— bir bilegenin ayriimasin: saglar

J

Mobi faz igerisinde
¢oz0imis gaz
Kolon 1

kabarciklaninin
nideriimesini sadlar (h) Enjektdr
I e
2 =
Degazer M = HPLC Viali “
Mobil Faz é Unitesi Solvent Transfer ® Kolon Finni ! Veri Toplama ve

Dedektdr

Pompasi | Igleme Bigisayan

Kolonu istenilen sicaklikta sabit ]
Enjekte edilecek omeklerin tutmaya yarayan finn (d) il
konuidudu numune kaplari

Tagtyic/Hareketh faz olarak

kullanitan organik solvent/su veya Kolondan ayrilan maddelerin tanimlandigi
tampon gdzelti karigimlarn ve miktarlandigs kisim (e)

I

Dedektdrden alinan sinyalierin proses edildigi ve
kromatogram olarak sunuldugu ekran (f)

Sekil 2.1. LC sisteminin gsematik gosterimi. (https:/labakademi.com.tr/yuksek-performansli-sivi-
kromatografisi-hplc-nedir)

LC sistemi (Sekil 2.1) pompa, enjektdr, kolon, dedektdr, veri kaydedici ve atiktan
meydana gelmektedir. HPLC sisteminde sabit faz ile mobil faz arasinda analiz edinilen
bilesenlerin gd¢ etme hizlarinin birbirinden farkli olmasi esasina dayanmaktadir.
Kolondan ayrilan akigkanin toplamina “effluent”, mobil faz kismina “eluent” ve ayrilmis
bilesen kismina da “eluat” denilmektedir. Sivi kromatografisi 1900'lerin basinda, "klasik
kolon kromatografisi" olarak meydana ¢ikmistir (Snyder ve Kirkland, 1979). 1941°de
Martin ve Synge tarafindan zamanla sivi kromatografisi (LC) metodu gelistirilmis ve
yapilan calismalarda sivi-sivi kromatografisine ve kromatografinin teorik modeline ek
olarak, LC'nin "hareketli faz i¢inde ¢ok kii¢iik bilesenlerin kolon boyunca yiiksek basing

fark1" olusturmasi ongoriilmiistiir (Ettre, 1971). LC sisteminde yliksek basin¢li pompalar



14

gerektiren kiiciik partikiillii kolonlarin tercih edilmesiyle yiiksek performansa
doniigmiistiir. Zamanla tiim LC iiniteleri dahil kolonlarin, pompalarin ve dedektdrlerin
ticarilestirilmesi, kullanimi kolaylastirip kullanicilar tarafindan uygulamada kolaylik
saglamistir (Neal, 1995). Gaz kromatografi (GC)’de, ugucu olmayan ve farkli 6zellikteki

bilesenlerin analiz edilememesi s1vi kromatografisine olan ilgiyi arttirmistir (Neal, 1995).

HPLC genelllikle ugucu olmayan organik bilesiklerin analizinde kullanilmaktadir.
Aminoasit, protein, niikleik asit, hidrokarbon fenol bilesikler, pestisit gibi bilesenler
HPLC de hassasiyetle analiz edilmistir (Sestak ve ark., 2015). LC i¢in terminoloji kolon
i¢ capma (i.d.) veya analiz boyunca uygulanan akis hizina dayanmaktadir (Vasconcelos
Soares Maciel ve ark., 2020). I¢ capina gore cesitli kolon tiplerinin isimleri ve bunlarla

iligkili karakteristikler Tablo 2.1°de gosterilmektedir.

Tablo 2.2. Sivi kromotografi sitemlerine gore kolon tipi ve akig hizlar1 (Vasconcelos Soares Maciel ve ark.,
2020)

Kolon i¢ Capa (i.d.) (mm) Akis Hizi (mL min-1) Isimlendirme
4,6-3,2 2,0-0,5 HPLC
3,2-15 0,5-0,1 Microbore LC
1,5-0,5 0,1-0,01 Micro LC
0,5-0,15 0,01-0,001 Kapiler-LC
0,15-0,01 0,001-0,0001 Nano-LC
0,05-0,005 <0,0001 Open-Tubular LC

Tablo 2.1 de kromatografik teknikte kullanilan kolonlarin i¢ ¢apt ve akis hizlar
arasindaki farklar gosterilmistir. Nano-LC’de kolon i¢ ¢cap1t 10-150 um ve akis hizi ise
1000-50 nL/dk olup bu deger araliginda ¢alisma kosullar1 olusturulmaktir. Kolon i¢ ¢ap1

ve akis hizinin diisiik olmas yiiksek basinglt sitemlerin kullanilmasini zorunlu kilmistir.

2.4. Nano-LC

Minyatiirlestirilmis LC teknolojisine dayali analitik metodotlarin tarihi 20. yilizyilin ikinci
yarisina kadar uzanmakta olup bu metodlar 21.yiizyilda da yapilan calismalarla
yayginlagsmistir (Foley, 1996). Nano-LC genel anlamda yiiksek hassasiyet gerektiren, bir

karistmda ¢ok diisiik miktarda bulunan bilesenlerin analizinde kullanilan modern
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kromatografi sistemi olarak tanimlanir (Sestak ve ark., 2015). Nano-LC kromotografi
teknigi kolon i¢ cap (i.d.) ve/veya hareketli faz akis hizina gore adlandirilmaktadir. Nano
terimi uygulanan nano hacimden kaynaklanmakta olup bu durum giiniimiizde ise daha
cok ayirma i¢in kullanilan kolonun i¢ ¢apmin 10-200 pm araliginda olmasi ile

aciklanmaktadir (Aydogan ve ark., 2020).

Sekil 2.2. Tez ¢alismas1 kapsaminda kullanilan Nano-LC sistemi

Gida, ilag, cevre analizlerinde olmak tizere pek ¢ok alanda uygulanmaktadir (Aydogan,
2019; Roberg-Larsen ve ark., 2021). Nano LC, klasik HPLC sisteminin gelistirilmis hali
olarak karsimiza ¢ikmaktadir ve klasik HPLC sistemine gore diisitk numune gereksinimi,
kisa analiz siiresi, az miktarda reaktif kullanimi, MS ile uyumlu olup yiiksek hassasiyet
sunmasi, partikiil ¢apinin ve kolon uzunlugunun azaltilmasi, hizli analizlere olanak

saglamasi gibi baz1 avantajlar sunmaktadir (Aydogan, 2019) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Nano-LC sisteminin avantajlari

Bu sistemde bir¢ok karmagsik yapida bilesen etkin olarak analiz edilmesi ve molekiiler

omik c¢alismalarinda kullanilmaktadir (Asensio-Ramos ve ark., 2017).

2.4.1. Nano-LC Kolon Tiirleri

Kromatografik analizlerde kolonun uzunlugu, i¢ capt ve sabit faz tiirii analizin
performansinmi etkilemektedir. Kiiclik i¢ ¢apa sahip kolon se¢imi herhangi bir analitik
ayirmanin performansi i¢in onemlidir. Nano-LC sisteminde ayrim 10 ila 150 um
arasinda i¢ ¢apli nano kolonda yapilir. Kolonlarda genel anlamda sabit faz olarak silika
kullanilmakta olup diger kullanilan sabit fazlar ise organik polimer, zirkonya, titanyum
oksit, alliminyum oksit ve gozenekli grafitlestirilmis karbondur. Diger kromatografi
tiirlerinde oldugu gibi, kolonlarindaki fonksiyonel grup genel anlamda C18, C8 ve C4
gibi ters faz olup amino ve amid gibi HILIC fonksiyonel gruplarina sahip kolonlar da
ticari olarak satilmaktadir. Enantiyomerik ayirmalarda ise kiral bilesiklerin ayirimi igin
polisakkarit ve onun tiirevi bazli CSP (kiral sabit faz), polimer bazli CSP ve silika bazli
CSP kolonlar kullanilmaktadir (Hernandez-Borges ve ark., 2007; Sestak ve ark., 2015b,
Wilson ve ark., 2019).
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Kolonun i¢ ¢apinin azalmasina bagl olarak analizinde ayristirilan bilesiklerin kolondaki

konsantrasyonu yiikselir ve elektrosprey iyonizasyon (ESI-MS) kiitle spektrometresi gibi

diisiik konsantrasyona duyarli dedektorlerle beraber kullanildiginda yiiksek hassasiyet

elde edilir (Wilson ve ark., 2019). Literatiirde Nano-LC sisteminde omik, gida giivenligi

ve kalitesi gibi farkli aragtirma alanlart ile ilgili bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Aydogan ve

ark., 2021; Seker ve ark., 2022). Yapilan galismalar nano-LC kolonlarin gelistirilmesine

odaklanan c¢alismalar1 tesvik etmekte olup kolon teknojisine ilgiyi zamanla artirmistir

(Wilson ve ark. 2019; Aydogan ve ark., 2020).

Tablo 2 3. Nano-sivi kromatografisinde kullanilan analitik kolon tipleri (Vasconcelos Soares Maciel ve

ark., 2020)

Kolon Tiirleri

Sabit Fazlar

Uygulamalar

Avantajlar

Partikiill  Dolgulu | Alkil bagh (C8, CI18), | Gida, ¢evre, ve ilag | Birden fazla sabit fazin farkli
Kolonlar Fenil-heksil, Siyano | analizi seciciligi mevcuttur.
Amino diol
Monolitik Kolonlar | Organik polimer | Biyoanaliz icin | Yiksek gecirgenlik, hizli kiitle
monolitler Silika bazli | kiral ayirmalar, | transferi, diisiik ayirma siiresi,
monolitler Hibrit | afinite ayarlanabilir 6zellikler ve kolay
monolitler kromatografisi ve | iretim
biyomolekiiller
Acik Tubiiler | WCOT: fiziksel olarak | Yetersiznumuneler | LC-EI-MS i¢in daha uygun olan
Kolonlar adsorbe edilmis polimerik | i¢in: adli tip, tip, | yiiksek kromatografik verimlilik,

fazlar ve nanopartikiiller;
PLOT: kimyasal
olarak bagli polimerik

fazlar.

biyotip

optimum gecirgenlik ve diigiik

kars1 basing oranlari

Tablo 2.3’de 6zetlendigi gibi Nano-LC kolonlart monolitik kolonlar (polimer monolit,

silika monolit, hibrit monolit ), agik tubiiler (duvar kaplamali kolon, PLOT kolon ) ve

dolgulu kolon olarak 3 gruba ayrilmaktadir (Aydogan, 2019b).
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Open Tubular Kolon Partikiil dolgulu kolon Monolitik Kolon

Sekil 2.4. Analitik nano kolon tiirleri soldan saga a) Ac¢ik tubular, b) Partiikiil dolgulu ve c¢) Monolitik
kolonlar

Monolitik ve partikiil dolgulu kolonlarin igerisine dolgu yapilir ancak acik tubiiler
kolonlar da ise kolon i¢ duvari kaplanip orta kisimda agiklik kalacak sekilde yapilir.
Monolitik kolonlarin goriiniimii dallanmig ags1 bir yapi seklindedir (Sekil 2.4).

2.5. Monolitik Kolonlar

Monolitler, sadece bir yapidan olusan ve homojen yapiya sahip tek parcadan olusan
network yapilardir (Arrua ve ark., 2012). Svec ve Frechet tarafindan 1900’larin
baglarinda partikiil dolgulu kolonlara alternatif olarak polimer monolitik sabit faz
onermislerdir (Svec ve Frechet, 1992). Bu kolonlarin partikiil dolgulu kolonlardan daha
yiiksek gecirgenlige sahip oldugu ve analiz yapildig: siirecte daha diisiik analitin kiitle
transfer direncine sahiptir (Ladisch ve Zhang, 2016). Son yapilan ¢alismalarda monolitik
kolonlar kolay hazirlama, yliksek akis hizinda hizli ayirma, yiiksek gegirgenlik, kiigiik
molekiillerin ve makro molekiillerin ayrilmasi gibi bir¢ok avantaj saglamaktadir (Liu ve

ark., 2013).

Monolitik kolonlar, yapisindaki bilesimlerine gore ii¢ ana gruba ayrilmakta olup bunlar;
organik polimer bazli, inorganik silika bazli ve organik-silika hibrit monolitlerdir
(Aydogan ve ark., 2020). Hidrofobik, hidrofilik, iyonize olabilen zwitteriyonik
monomerlerin  kullanimiyla monolitik kolonlarin  hazirlama teknigini ¢esitlilik
gostermektedir (Svec, 2004a). Monolitik kolonlar farkli numuneler i¢in 6n kolon (trap

kolon) ayrica molekiillerin ayrilmasi i¢in analitik kolon olarak kullanilabilmektedir.
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Monolitik polimerlerler monomerlerin porojenik karisim ve polimerizasyon reaksiyonunu
baslatan bir radikal baslatici iceren homojen bir polimerizasyon karisiminini yalnizca bir
basamakta hazirlanir (Arrua ve ark., 2012). Yapisindaki fonksiyonel monomerlerin
cesitliligi nedeniyle polimer bazli monolit kolon; ters fazli sivi kromatografisi (RPLC),
hidrofobik etkilesim kromotografisi (HIC), hidrofilik etkilesim kromatografisi (HILIC)
ve iyon degisim kromatografisi (IEC) gibi bir¢ok kromatografik tekniklerde yapilan
calismalarda kullanilmistir (Talebi ve ark., 2013). Polimer monolit nano kolonlar omiks
uygulamalarinda, gida giivenligi ve kalitesi biyoanalitik kimya gibi alanlarda yapilan
caligmalar mevcut olup protein analizinde (Aydogan, 2016; Aydogan ve ark., 2021), iyon
analizinde (Aydogan ve ark., 2015), proteomik c¢alismalarinda (Yi ve ark., 2017) mikro-
nano Ol¢ekli kromatografi ¢alismalarinda (Vasconcelos ve ark., 2020) analitik kolon
olarak tercih edilmistir. Polimerbazli monolitler metakrilatbazli strienbazli
akrilamidbazli olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir. Monolitik kolon iiretiminde farkli
islemler kimyasal maddeler ve deneysel yontemler denenmistir. YOntemde bir baslatict
reaktif ve bir ¢apraz baglayicinin ilavesiyle sivi bir ¢ozelti hazirlanip kolona enjekte edilir
polimerizesyon reaksiyonuyla aktiflestirilme islemi gergeklestirilir (Lima ve ark., 2023).
Polimer monolit ile nano kolonun duvar1 arasinda kovalent bag olmasi i¢in silanizasyon
islemi yapilmaktadir. Yiiksek basinca direngli, mekanik olarak stabil polimer monolit
kolonlar hazirlamak amaciyla polimerin i¢ ylizeye kovalent olarak baglanmasi
gerekmektedir. Bu islem polimerizasyon asamasindan 6nce bir 6n hazirlama islemidir.
Polimer monolit kolon elde edebilmek icin gozenek olusturucu c¢oziiciiler ve termal
radikal baslatici igceren organik polimer igeren karisim kolona enjekte edilir. Monolit
yapiminda polimerizasyon reaksiyonun siliresi ve sicakli§i parojen solvent se¢imi ve
karisimdaki monomer/parojen solvent oranit monolit yapinin elde edilmesinde 6nemli rol

oynar (Ghanem ve ark., 2022).

Organik polimer monolitik kolonlarda mezo ve makro gézenekler olmak tizere iki farkli
gozenek tiirii vardir. Mezo gozenekler (2 - 50 nm), hareketli mobil faz ile dolu olup
analitin aktif adsorpsiyon bolgelerine erismesini saglar. Makro gozenekler, geri basinci
onemli diizeyde artirmadan daha fazla mobil faz akisin1 saglar. Mezo gozenekler ylizey
alanina, makro gozenekler ise esas olarak gozeneklilige yarar saglamistir (Svec, 2004b).
Iyi bir monolitik kolon, genis bir yiizey alan1 sergileyen alikkonma igin yiiksek bir akis ve

diistik bir geri basing saglayan kolondur.
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3. KAYNAK OZETLERI

Tiim diinyada tiiketilen saglikli ve dogal bir iiriin olan bal, ambalajindan ve diger gida ile
temas eden materyallerden gegcen BPA gibi bilesikler nedeniyle kirletici maddeler
icerebilir. Balin BPA ile kontaminasyonunda ana etken ambalaj materyali iken, bal
arillarinin kovana yakin bitkiler, hava, toprak ve su ile etkilesime girmesi nedeniyle bali
BPA ile kirletmeleri miimkiindiir. Bu nedenle, eger bu matrisler BPA ile kontamine
olursa, bu bilesikler bal arilarina aktarilabilir ve sonugta bal da dahil olmak {izere diger
kovan iiriinleri de BPA ile kirlenebilmektedir (Al Naggar ve ark., 2021). BPA'nin yiiksek
toksisitesi ve endokrin bozucu olarak insan sagligina yonelik potansiyel tehdidi dikkate
alindiginda gida orneklerinde oldugu gibi balda da BPA'nin belirlenmesi oldukca
onemlidir. Baldaki BP’y1 belirlemek amaciyla yaygin olarak yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) veya gaz kromatografisi (GC) gibi kromatografik teknikler
kullanilmaktadir (Martin-Gémez ve ark., 2024a). BPA’nin kaynaama noktasinin yiiksek
olmast (>200 °C), ucuculugunun diisiik olmasi nedeniyle BPA’nin GC ile analizi,
kromatografik ayirma oOncesinde alkilasyon, sililasyon veya asilasyonu igeren bazi
tirevlendirme adimlarimi gerektirir. Bu ek adimlar analiz siiresinin uzamasina, yontemin
tekrarlanabilirliginin  azalmasina ve kontaminasyon riskinin artmasina neden

olabilmektedir (Lestido-Cardama ve ark., 2021).

Balda BPA analizi, ilk kez Inoue ve ark. (2003), tarafindan s1vi kromatografi (LC) teknigi
kullanilarak yapilmistir. Florometrik detektoriin kullanildigi LC sisteminde, 107 bal
ornegi analiz edilmis ve sadece birkag drnekte 2,0-33.3 ng/g arasinda degisen miktarlarda

BPA tespit edilmistir.

Herrero-Hernandez ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢alismada, baldaki BPA’y1 belirlemek
amaciyla diyot dizisi algilamali sivi kromatografisi (LC-DAD) ve elektrosprey
iyonizasyon-iyon tuzag kiitle spektrometresi (LC-IT-MS) tekniklerini kullanmustir. Tian
ve ark. (2018) ise, bal orneklerinde bisfenol A'min hizli ekstraksiyonu ve tespiti i¢in
kolinyum propanoat ve fosfat ¢ozeltisine dayanan sulu bifazik bir sistem gelistirmistir.

Kolinyum propanoat (iyonik sivi) ve fosfat ¢ozeltileri iceren sulu bifazik sistemlerin faz
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diyagramlar1 incelenmis ve fosfat ¢ozeltilerinin pH degerlerinin artmasiyla sulu bifazik
sistemlerin bifazik bdlgelerinin azaldigr goriilmiistiir. Sulu bifazik sistem kullanilarak
baldan BPA ekstraksiyonu yapilmistir ve HPLC ile ekstraktlar analiz edilmistir.
Yontemin etkinligini belirlemek amaciyla 0,01, 0,05 ve 0,10 mg/kg seviyelerinde BPA
bulasis1 yapilan bal drneklerinden analitin geri kazanimi %78-112 araliinda ve bagil
standart sapmalar ise %5,5-10,2 araliginda saptanmistir. Gelistirilen yontemin nispeten
basit ve giivenilir oldugu ve farkli bal numunelerinde 0,01 mg/kg kadar diisiik seviyelerde
BPA'y1 belirleyebildigi belirtilmistir. Yontemin, gercek numunelerde BPA'min rutin

analizi i¢in kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Potorti ve ark. (2023), baldaki BPA’nin diger BPA tiirevlerinin belirlenmesi amaciyla
Micro-QuEChERS teknigine ve tandem kiitle spektrometrisine (UHPLC-MS/MS) bagli
ultra yliksek performansli sivi kromatografisine dayali bir yontem gelistirmistir.
Gelistirdikleri yontem ile 25 adet bal 6rneginin altisinda 4,64+0,07 ile 16,50+0,18 pg/L

arasinda degisen miktarlarda BPA tespit etmislerdir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Alet ve Ekipmanlar

Monolit karakterizasyonunda ve o6rnek analizlerinde dedektor (Thermo Scientific Dionex
Ultimate 3000 series-VWD-3400 RS), otosampler (Thermo Scientific Dionex Ultimate
3000 series- WPS-3400 RS), pompa (Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 series-
NCP-3200 RS) boliimlerinden olusan proFlow nano LC (Thermo Scientific Dionex
Ultimate 3000 series- NCS, 3500 RS) cihazi kullanilmistir.

Calismada kullanilan diger ekipmanlar ise ultra saf su cihazi (Direct-QR-3) Millipore
corporation (Billerica, MA, ABD), 100 um i¢ ¢ap ve 360 um dis g¢apa sahip TSP050375
fused kapiler kolon (Lot: BUHTO02A, BGB Analitik), yiiksek saflikta aritilmis su i¢in LC-
pak® (No: LCPAKO000), taramali elektron mikroskobu (SEM, Zeiss, Evo-50), karistirict
(WN-2800 ), hassas terazi (HR250AZ (252 g/ 0,1 mg), su banyosu (WF-SB11),
ultrasonik su banyosu (WUC-DO6H, Wisd, Daihan Scientific (South Korea), santriifiij
HERMLE (Z327K), 15 ml falkon santrifiij tiip (Lot:18229) (Biomedical, China ), siringa
filtre (0,20 pum) (Lot:02821008) Corning NY 14831 (Almanya ), otomatik pipet,

eppendorf, cam deney tiipii (14 ml), cam baget, viyal, cutter, septum kullanilmistir.

4.2. Kimyasal ve Sarf Malzemeler

Bu tez ¢alismasinda kimyasal olarak asetonitril (ACN% 99 LC-MS Grade, ISOLAB,
Almanya), trifluoroasetik asit (>%99,9, Sigma-aldrich, USA), lauryl alcohol (>%98,
Sigma-Aldrich, Lot:STBJ6349, Almanya), cyclohexanol (>%99,9, Merck,
Lot:S7764528916, Almanya), divinilbenzene (>%80, Sigma-aldrich, Lot:STBJ7114,
USA), 2,2’-Azobisisobutyronitrile (>%98, Sigma-Aldrich, USA), metanol (>%99,9 LC-
MS Grade, Lot:STBK4893, Fransa), 3-Trimetoksilil propil metakrilat (>%98, sigma-
aldrich, Lot:MKCM?9505, Cin), Sodyum hidroksit pellets (>%98,7, Biotech Co. Ltd.),
Aseton (>%99.8, Carlo erba, Lot: V2H049222H, Fransa), metilbenzen (>%99,Merck,
K46934123533, Almanya), etilenbenzen (>%99,5 Sigma-aldrich, Lot:BCCC565, Cin),
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propilbenzen (>%98, Sigma-aldrich, Lot:MKCM4174, Cin), biitilbenzen (>%99, Sigma-
aldrich, Lot:09804AE, USA), pentilbenzen (%99,5, Sigma-aldrich, Lot:BCCD4697,
Isvigre), urasil (>%99, Sigma-aldrich, Lot:WXBD6705V, Cin), bisfenol A (>%99,
Sigma-aldrich, Lot:MKCD7508, Tayvan), 2-naftalen metil metakrilat (NMM) (%84),
CH.CI, (Diklorometan), trietilamin (Et;N ), sodyum bikarbonat (NaHCO,), Sodyum siilfat
(Na,S0,) kullanilmustir.

4.3. Deneysel Yontem

4.3.1. Monomer Sentezi

NMM sentezi literatiire gére yapilmistir (Zhang ve ark. 2014). Sentez asamalar1 asagida

anlatilmistir.

Sentez 50 mL lik balon joje igerisinde 2-naftalen kuru CH,Cl, (Diklorometan)
igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve 1.5 mL trietilamin (Et3N) eklenmistir.

Reaksiyon 0°C'de 24 saat buz banyosunda gergeklestirilmistir.

10 ml CH,CI; igindeki metakriloil kloriir 30 dakika boyunca damla damla huniye
eklenmistir.

Reaksiyon karisimi gece boyunca karistirilarak oda sicakliginda yapilmistir.
Reaksiyon karisimi 30 mL sulu sodyum bikarbonat (NaHCOs), su ve tuzlu su ile
yikanmustir.

Sodyum siilfat (Nap;S04) ortaminda kurutulmus, filtrelenmis ve solvent vakumla
buharlagtirilmistir.

CH,Cly/hekzan (%25 ) kolon kromatografisi teknigi ile tekrar saflastiriimis ve NMM

elde edilmistir.

4.3.2. Kolon Silanizasyonu

Silanizasyon islemi kapiler kolonun polimerizasyon asamasindan dnce bir 6n hazirlama

islemi olup kolonun i¢ duvarindaki hidrolize olmus silanol gruplarinin yogunlastirilmasi

saglayan yontemdir. Kapiler kolonun i¢ ylizeyindeki siloksan gruplari, polimerizasyon

icin baglayic1 gorevi goren silanol gruplarinin yogunlugunu artirmak i¢in yapilan bir 6n

islemdir. Silanizasyon isleminde yiiksek basinca dayanikli ve stabil kolon hazirlayip,
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polimerin kolonun i¢ kismina kovalent baglanmasi saglanir (Aydogan ve ark., 2013).

Silanizasyon islemi Aydogan, (2016)’ya gore yapilmistir. Silanizasyon islemi ve

silanizasyon sonrasi kolonun dolum icin hazirlanmas1 asamalar1 asagida anlatilmistir.

Sekil 4.1°de kolonun silanizasyon asamalar1 gosterilmektedir.

Silanlama isleminden 6nce kullanilan ¢ozeltiler hazirlanmistir. 0,5 M NaOH ve
TMSPM, MeOH ile %50-50 oraninda karistirilarak hazirlanmistir. Silanizasyon
islemi i¢in 1 mL’lik siringalar kullanilmistir. Her farkli yikama asamasi igin
farkli siringalar kullanilmastir.

Silanlama yapilmak iizere oncelikle 50 cm uzunlugunda fused-kapiler kolon,
kesici kullanilarak kesilmistir.

Kesilen kolon 15 dk boyunca 0,5 M NaOH ardindan 15 dk siireyle deiyonize su
kullanilarak yikanmistir.

Sonraki adimda ise sirasiyla kolondan 15 dk MeOH ve 9%50-50 oraninda
hazirlanan TMSPM/MeOH karisimi kolondan gegirilip kolonun her iki ucu
septum ile kapitilarak 6nceden ayarlanmig 35°C’deki su banyosunda 18-20 saat
bekletilmistir.

Ayarlanan siire sonunda su banyosundan ¢ikarilan kolon 15 dk boyunca metanol
ile yikanmigtir. Bu asamadaki amac¢ kapilerin i¢ duvarina baglanamayan
yapilarin kolondan uzaklastirilmasini saglamaktir.

Kolonu kurutmak i¢in 15 dk aseton ile yrkama islemi yapilmustir. islem sonunda

kolonlarin tamamen kurumasi ig¢in kolonlar, 55 °C’deki etiivde 24 saat

bekletilmistir.

Sekil 4.1. Kolon silanizasyonu islem basamaklari
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4.3.3. Monolitik Kolon Sentezi

Monolitik kolonun sentezi asagida anlatilmustir.

Monolitik kolonun hazirlanmasinda, daha 6nce silanlama islemi yapilmig 100 pm ig
capli 30 cm uzunlugunda fused-silika kapiler kolon kullanilmistir.

Polimer soliisyonu igin, %24,3 (v/v) DVB, %37,85 (v/v) siklohegzanol, %37,85 (v/v)
1-dodecanol, 45 mg NMM, 2,5 mg AIBN epandorf icerisinde hazirlanmastir.
Ependorf icerisindeki karistmi homojen etmek i¢cin 5 dk boyunca ultrasonik su
banyosunda bekletilmistir. Daha sonra vortekslenerek polimerizasyon karisimi kolona
dolus icin hazir hale getirilmistir.

Polimerizasyon karisimi 0,5 mL'lik siringa yardimiyla silanlanmis i¢ ¢ap1 100 um’lik
kolona enjekte edilerek dolum islemi yapilmistir (Sekil 3.2).

Dolum islemi sonrasi kolonun her iki ucuna septum kapatilarak polimerizasyon igin
onceden ayarlanmis 75°C’deki su banyosunda 4 saat bekletilmistir.
Polimerizasyondan sonra kolondaki, reaksiyona girmemis polimerleri uzaklagtirmak
amaciyla 1,2 pl akis hizinda 1 saat boyunca mobil faz A (90:10, ACN:H,0), mobil
faz B (10:90, ACN:H0) ile yikama islemi yapilmistir.

Sekil 4.2. 100 um i¢ ¢apli 30 cm NMM monolitik kolon sentez agamalart



26

4.3.4. AlKkil Bezen Cozeltilerininin Hazirlanmasi

Alkil benzen (ABs) c¢ozeltisi igin 8 ml ACN igerisine % 16,6 etilenbenzen, % 16,6
propilbenzen,%16,6 metilbenzen, %22,22 biitinilbenzen, % 28 pentinilbenzen eklenmis
ve vortekste karigtirllmigtir. Karisima 1 mg urasil eklenerek vortekslendikten sonra 2 ml
ultra saf su eklenerek ultrasonik su banyosunda 5 dk karistirilmistir. Hazirlanan tiim

numuneler analiz yapilana kadar + 4°C de muhafaza edilmistir.
4.3.5. BPA Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi
BPA tayini i¢in farkli %50-50 ACN/H,0 ¢ozeltisi igerisinde farkli konsantrasyonlarda

(100, 20, 2, 0,2 ve 0,002 ppm) BPA soliisyonlari hazirlanmigtir. Hazirlanan tim

numuneler analiz yapilana kadar + 4°C de muhafaza edilmistir.

- ,
N

PRy &3

PN WD

Sekil 4.3. Numune hazirlama islemine ait resimler

4.3.6. Bal Orneklerinin Analize Hazirlanmasi

Bingo1’deki yerel marketlerden temin edilen, ¢igek ve salg1 balindan olusan toplam 13 bal
Ornegi analiz edilmistir. Analizi yapilan bal 6rnekleri Sekil 4.4’de gosterilmistir.  Bal
orneklerinden BPA ekstraksiyonunda Massous ve ark. (2023)’larin ¢aligsmalar1 referans
alinmig olup bazi degisiklikler yapilmistir. Bal orneklerinden BPA ekstraksiyonu
asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.

e 10 mI’lik cam deney tiipiine, cam baged kullanilarak, 5 g bal numunesi tartilmistir.

e Uzerine 5 ml deiyonize su eklenmis ve karisim bal tamamen c¢oziinene kadar

vortekslenmistir.
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e Hazirlanan ¢6zeltinin tizerine 5 mL ACN eklenmistir.

e Ultrasonik su banyosunda 2 dk bekletilmistir.

e Daha sonra hazirlanan karisim 15 mL’lik falkon santrifiij tiiplerine alinarak 4000
rpm’de 15 dk santrifiijlenmistir.

e Santrifiijden alinan 6rnegin sivi kismi hemen 5 mL’lik siringa yardimiyla 0,20 pm
gbzenek capina sahip filtreden gecirilerek cam deney tiipiine alinmistir. Bu islem tiim

bal 6rneklerinde uygulanmistir.

e Hazirlanan tiim numuneler analize kadar + 4°C de muhafaza edilmistir.

Sekil 4.4. Analiz edilen bal ornekleri

4.3.7. Kromatografik Kosullar

Kromatografik analizler, Nano-LC NCS-3500 RS ProFlow-(Thermo Scientific Dionex
Ultimate 3000 series) sisteminde yapilmistir. Kolon olarak NNM igerikli hidrofobik
ozellikte monolitik kolon (i.d. 100 um, 30 cm,) kullanilmistir. Kolon sicakligi 28°C’de
sabit tutulmustur. UV/Vis dedektorde 200-214 nm dalga boylarinda c¢alisilmistir.
Enjeksiyon hacmi 0,02 ul, mobil faz akis1 1 ul (mobil faz A/mobil faz B, 80/20) olarak
ayarlanmistir ve analiz 15 dakika siirmiistiir. Analizde kullanilan mobil fazlar:

Mobil Faz A: %90 ACN, %10 H,0, %0,1 TFA

Mobil Faz B: %10 ACN, %90 H,0, %0,1 TFA
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Naftalen Metil Metakrilatin (NMM) Karakterizasyonu

Hedef naftalen metil metakrilatin (NMM) sentezi, Houck ve ark. (2019)’dan farkli olarak
Kotteritzsch ve ark. (2018)’e gore, gerceklestirilmistir. Naftalen-2-ilmetanol (1, 1,00 g,
6,32 mmol), kuru CH,Cl, (50 mL) igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir ve ardindan ¢6zeltiye
trietilamin (Et3N) (1,32 mL) ilave edilmistir. Reaksiyon 0°C'de sabit tutulurken CH,CI,
(10 mL) i¢indeki metakriloil kloriir (2, MC, 0,78 mL) yaklasik 30 dakika, damla damla
ilave edilmistir. Karisim, gece boyunca yavas yavas oda sicakligina isitilarak
karistirilmistir. Reaksiyonun bitip bitmedigi, ince tabaka kromatografisi (TLC) ile
kontrol edildikten sonra reaksiyon karigimi, 30 mL sulu sodyum bikarbonat (NaHCO0s), su
ve son olarak tuzlu suyla yikanmistir. Daha sonra organik katman, sodyum siilfat
(NayS0,) tizerinde kurutulmustur, siiziilmiistiir ve solvent, vakumla buharlagtirilmistir.
Ham {riin, EtOAc/heksan (%20) ile flas kolon kromatografisi yoluyla daha da
saflastirilmistir ve hedef naftalen metil metakrilat (NMM, 1,12 g, %78), tam beyaz
olmayan bir kat1 halinde elde edilmistir. Sekil 5.1’de naftalen metil metakrilatin sentezi
gosterilmistir. 1H-NMR (400 MHz, CDCI13): & 7,84-7,87 (m, 4H, =CH), 7.49-7.52 (m,
3H, =CH), 6,21 (m, 1H, C=CH), 5,61 (m, 1H, C=CH), 5,37 (s, 2H, CH2), 2,01 (m, 3H,
CH3), APT 13C-NMR (100 MHz, CDCI3): & 18,67 (CH3), 66,84 (CH2), 126,07 (CH),
126,22 (=CH,), 126,49 (=CH), 126,55 (=CH), 127,45 (=CH), 127.96 (=CH), 128,23
(=CH), 128,61 (=CH), 133,31 (C), 133,41 (C), 133,74 (C), 136,45 (C), 167,54 (C).
Verilerin literatiirle uyumlu oldugu tespit edilmistir (Houck ve ark., 2019).

™ - ‘”J\f
EtsN, CH,Cl,

(1) from 0°C to rt {3, NMC)

Sekil 5.1. Naftalen metil metakrilat (NMM) sentezi
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5.2. Monolitik Kolonun Karakterizasyonu

Bu c¢alisma kapsaminda, baldaki BPA’nin Nano-LC sisteminde belirlenmesi amaciyla
NMM bazl hidrofobik 6zellikte monolitik nano-kolon sentezlenmistir. Hazirlanan kolon
literatiirde yer alan polimer monolit kolon hazirlama esasina goére olusturulmus ve

optimize edilmistir.

Nano-LC sisteminde, monolitik kolonlarin ayirma verimliliginin yiiksek olmasi, analizin
hassasiyeti ve giivenirliligi i¢in ¢ok onemlidir (Aydogan, 2019). Yeni bir monolitin
hazirlanmasinda monomer kimyasi, ¢apraz baglanma icerigi ve porojenik icerigin se¢imi
gibi temel degiskenlerin optimizasyonu gerekmektedir. S6z konusu bu parametreler
monolitik kolonlarin fiziksel ve kimyasal bilesimi ile ilgilidir. Bu ¢alismada, 100 um i¢
capli, 30 cm uzunlugunda NMM ig¢eren monolitik kolon hazirlamak i¢in farkli oranlarda
monomer ve porojen igeren, polimer karisimi hazirlanmistir.  Porojen sistemi olarak
Cyclohexanol %37,85 (v:v), 1-Dodecanol %37,85 (v:v) kullanilmistir. NMM bu porojen
sisteminde homojen bir sekilde ¢ozlinmiis ve hazirlanan polimer soliisyonu daha once
silanlanmis bos kolonun i¢ine doldurulmustur. Polimerlesmenin ger¢eklesmesi igin
dolum yapilan kolon 75°C’de 4 saat su banyosunda bekletilmistir. Hazirlanan NMM
icerikli monolitik kolonun akistan 6nce ve akistan sonra optik mikroskopta polimer
yapisinin  goriintiileri  alinmistir  ve  goriintiilerde  polimerlesmenin  iyi  oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2. NMM igerikli monolitik kolonun akigtan 6nce (a) ve akistan sonra (b) mikroskop goriintiileri

NMM monolitik kolonun mekanik stabilitesi, nano-LC sisteminde 9%90/10 (v/v)
ACN/H,0O mobil fazi ile farkli akislarda kolon geri basincinin (AP) Olgiilmesi ile
degerlendirilmistir (Sekil 5.3). Kolonun akis hizinin arttirilmasi ile geri basing artmaistir.
Bu artisin dogrusal olarak gerceklestigi gozlemlenmistir. Akis hiz1 ve kolon geri basinci

arasindaki iligkiyi gosteren R? degeri 0,9993 olarak tespit edilmistir.

y=48,429x + 0,2667
R?=0,9993

&Pibar)

Flow Rate {pL/min)

Sekil 5.3. NMM monolitik kolonun geri basincina karsi akis hizinin kalibrasyon grafigi. (Kromotografik
kosullar mobil faz: % 90 ACN, %10 H,O (v/v ), injeksiyon hacmi 0,02 pl, dalga boyu 200 nm, kolon ig
¢ap1 100um, kolon uzunlugu 30 cm)
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Kolonun morfolojik yapisin1 degerlendirmek i¢in SEM analizi yapilmistir. SEM analiz
sonucunda kolonda iyi bir homojenizasyon gozlenmistir. Sekil 5.4’de NMM monolitik
kolonunun iki farkli biiyiitme seviyesindeki SEM goriintiilerini gosterilmistir. Sekil 5.4
A'da gosterildigi gibi, polimer kolon yiizeyi iizerinde siki bir sekilde kaplanirken, 100
nm'den kii¢iik nano kiirecikler elde edilmistir (Sekil 5.4 B). Monolitlerin gozenek yapisi
ayirma performansint etkilerken, mezo gozeneklerin eksikligi numunenin asir1

yiiklenmesine neden olmaktadir.

SEM goriintiilerinde gosterildigi gibi birbirine baglh makro gdzenekler, proteinler gibi

hem kiigiik hem de biiylik molekiiller i¢in hizli kiitle transferine izin verebilmektedir.

Sekil 5.4. NMM monolitik kolonun A (5000x ) ve B (10000x) biiyiitmeli SEM gériintiileri

Kolonunun, hidrofobik etkilesim davranmiginin  degerlendirilmesinde, metilbenzen,
etilbenzen, propilbenzen, butilbenzen ve pentilbenzen gibi polar olmayan alkil benzen
tiurevleri (ABs) ile urasil kullanilmigtir. ABs analizi nano-LC sisteminde NMM monolit
kolon kullanilarak yapilmistir. Bu ayirimda kromatografik kosullar, %90/10 ACN/H,0
(v/v ), akis hizt 800 nL/dk, injeksiyon hacmi 0,02 pl, dalga boyu 200 nm seklinde
olusturulmustur (Sekil 5.5). ABs’ler yiiksek ACN (%90) icerikli hareketli faz
kullanilddiginda iyi ayrim gostermistir. Bu bilgiler dogrultusunda NMM monolit
kolonun hidrofobisitesinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Kromatografik ayirimda pik
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siralamasi  toluen, etilbenzen, propilenzen, butilbenzen ve pentilbenzen seklinde

gozlemlenmistir (Sekil 5.5).

y JrevInsy R Y _YI0_ 1 TTVLLW T

mi

W N 5 .

160

160

/]

100

min

Sekil 5.5. NMM monolit kolonunda alkilbenzen kromatogrami ayrimi. Kromotografik kosullar mobil faz %
90/10 ACN/H,0 (v/v ), akis liz1 800 nL/dk, injeksiyon hacmi 0,02 ul, dalga boyu 200 nm, kolon i¢ ¢ap1
100um, kolon uzunlugu 30 cm. Pik siralamasi 1) urasil, 2) metilbenzen, 3) etilbenzen, 4) propilbenzen, 5)
butilbenzen ve 6) pentilbenzen

5.3. Nano-LC Sisteminde BPA Tayini i¢cin Metod Gelistirilmesi

NMM igerikli monolitik kolon kullanilarak, BPA’nin nano-LC sisteminde analizi
yapilmistir. Oncelikle kromatografik kosullar1 optimize edilmistir. Burada opmizasyon
caligmalar1  Ozellikle BPA’min  hidrofobik karakteri dikkate alinarak ters-faz
kromatografik kosullarda yapilmistir. ProFlow nano-LC sisteminde NMM monoliti

kullanilarak blank soliisyon ve BPA igeren soliisyon sisteme verilmistir ve en etkin
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sonuglar 1000 nL/dk akista elde edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda BPA ¢ozeltileri
hazirlanmistir nano-LC de analiz edilmistir (Sekil 5.6). Analiz UV-VIS dedektorde 200
nm dalga boyunda, 0,02 pL injeksiyon hacminde, 1000 nL/dk akista 15 dakikada
yapilmistir. NMM igerikli monolitik kolonda BPA ayriminin iyi oldugu gézlemlenmistir.
Blank soliisyonda pik gozlenmezken 100 ppm konsantrasyonundaki BPA ¢ozeltisine ait
belirgin kromatogram elde edilmistir (Sekil 5.6).

Sekil 5.6. BPA blank ve 100 ppm BPA kromatogrami. Kromotografik kosullar: mobil faz A %50/50
ACN/H,0 (v/v ), mobil faz B %85/15 ACN/H, O (v/v ), akis hizt 1000 nL/dk, injeksiyon hacmi 0,02 pl,
dalga boyu 200 nm

5.4. Baldan BPA Tayini

Ekstrakte edilen bal 6rneklerinde BPA analizi UV dedektoriine bagli ProFlow-nano-LC-
UV sisteminde yapilmisti.  NMM monolitik kolonun (100 pm i.d. x 30 cm’lik)
kullanildig1 analizler, 0,02 pl injeksiyon hacminde ve 200 nm dalga boyunda, %78/22
ACN/H,0 mobil faz oraninda 1000 nL/dk akis hizinda 15 dakikada tamamlanmustir.
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Hazirlanan monolitik kolon kullanilarak, nano-LC yontemi ile BPA’nin, gozlenebilme
siirmni (LOD) ve alt tayin sinirin1 (LOQ) belirlemek amaciyla, blank numunelerine 0,02-
5000 pg/kg konsantrasyonlarinda BPA eklenmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla
0,02ug/L ve 0,58 pg/L saptanmustir. Yiizde bagil standart sapma (%RSD) degeri ise, giin
ici ve glinler arasi tekrarlanabilirlik degerlerinde sirasiyla 2,1 ve 1,8 olarak belirlenmistir

(Tablo 5.1).

Tablo 5.1. Nano-LC sisteminde Bisfenol A (BPA) tayin parametreleri

Analit LOD LOQ R? Precision (RSD %o)®
ng/L ne/L Inter day Intra day
BPA 0,02 0,58 0,9990 18 2,1

LOD: gozlenebilme sinir1, LOQ: alt tayin sinir1, a) RSD: Bagil standart sapma (n=5).

Potorti ve ark. (2023), baldaki BPA ve tiirevlerini belirlemek amaciyla UHPLC-MS/MS
sisteminde analiz yapmislardir. Blank 6rneklerde BPA icin LOD ve LOQ degerlerini
sirastyla 0,45 ve 1,5 tespit etmislerdir.

Ding ve ark. (2024), kat1 faz ekstraksiyon-HPLC-DAD sisteminde baldaki dstrojenleri
analiz etmislerdir. Calismalarinda BPA i¢in LOD ve LOQ degerlerini sirasiyla 0,005
pg/g ve 0,0165 pg/g bulmustur. Yiizde bagil standart sapma (%RSD) degerini ise, giin i¢i

ve giinler arasi tekrarlanabilirlik degerlerinde sirasiyla 4,1 ve 5,0 olarak saptamislardir.

Tu ve ark. (2024), bal mumunda BPA belirlemek amaciyla HPLC-floresan deteksiyon
sisteminde analiz yapmislardir. Arastirmalarinda, BPA i¢in LOD ve LOQ degerlerini
sirastyla 10 pg/g ve 30 pg/g belirlemiglerdir. Yiizde bagil standart sapma (%RSD)
degerini ise, giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik degerlerinde sirasiyla 3,45 ve 5,19

belirlemislerdir.

Calismamizda NMM monolitik kolon kullanilarak ekstrakte edilen 13 bal 6rneginin
besinde 2,5+0,27 pg/L -12,47+0,84 png/L arasinda degisen konsantrasyonlarda BPA
tespit edilmistir (Tablo 5.2). Sekil 5.7°de BPA tespit edilen bal oOrneklerine ait

kromatogramlar gdsterilmektedir.
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Tablo 5.2. Bal 6rneklerine ait BPA analiz sonucu

Bal |Al| A2 |[B1|B2| B3 B4 K S BO [SI [CT [MT [BT
BPA
(ng/Ly| - P7041 | - | - |2.580.27 | 4242081 16,320,65 |12,470,84

(-)detekte edilmedi.

B3-1000nL/min (20:80)
B4-1000nLimin (20:80)
A2-1000nL/min (20:80)
K-1000nL/min (20:80)

Sekil 5.7. A2,B3, B4, K ve S bal érneklerine ait BPA kromatogrami. Kromotografik kosullar: mobil faz A
%50/50 ACN/H,O (v/v ), mobil faz B %85/15 ACN/H,0 (v/v ), akis hiz1 1000 nL/dk, injeksiyon hacmi
0,02 pl, dalga boyu 200 nm

Toplam 13 bal 6rneginin 2 tanesi (S ve SI kodlu 6rnekler) salgi bali diger érnekler ise
cicek balidir. Salg: ballarinda S kodlu drnekte plastik Si kodlu 6rnek ise cam ambalajda
paketlenmistir. Plastik ambalajda muhafaza edilen S kodlu ornekte 12,47+0,84 ng/L
konsantrasyonunda BPA tespit edilmistir. Cam ambalajda satisa sunulan SI kodlu salg
balinda ise BPA tespit edilmemistir. Cicek ballarindan BT, MT petek bali teneke, CT
petek bali plastik, A1, B4, BO siizme ¢icek ballar1 cam, A2, B1, B2, B3 ve K siizme
cicek bali 6rnekleri ise plastik ambalajda paketlenmistir. Cicek ballarindan A2, B3, B4 ve
K kodlu orneklerde sirastyla 5,7+0,4 pg/L, 2,5+0,27 pg/L, 4,24+0,81 ng/L ve 6,3+£0,65
ng/L konsantrasyonlarinda BPA saptanmistir. Cicek ballarinda en yiiksek BPA cam
kavanozda ambalajlanmis K kodlu siizme bal 6rneginde en diisligii ise yine cam

kavanozda muhafaza edilen B3 kodlu siizme bal Orneginde saptanmistir. Plastik
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ambalajda muhafaza edilen ballardan salgi balinda tespit edilen BPA miktarinin ¢igek
balinda tespit edilen miktardan daha fazla oldugu belirlenmistir. BPA ile kirlenmenin en
fazla plastik ambalajda paketlenen salgi balinda oldugu tespit edilmistir. Petek ballarda
BPA belirlenmemistir. Bu sonuglar dogrultusunda balin muhafaza edildigi ambalaj

tiiriiniin BPA bulasisini etkiledigi gézlemlenmistir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, dogallig1 ve saflig1 ile bilinen bal 6rneklerinde de BPA
tespit edilmistir (Inoue ve ark., 2003; Cesen ve ark., 2016). Balda BPA nin tespitine
yonelik ilk ¢aligma Inoue ve ark., (2003) tarafindan yapilmis olup plastik kap igeren bal
orneklerinde BPA yiizdesini (%16,4) cam kap igeren orneklere (%14,5) gore daha fazla
tespit etmislerdir. Baska bir ¢alismada ise Cesen ve ark., (2016), analiz ettikleri 36 bal
orneginde 0,364 ile 107 ng/g arasinda BPA saptamislardir. Balin plastik ambalajlarda
muhafaza edilmesi, yine son yillarda sicak yaz mevsimlerinde balmumunun erimesi
sonucu mahsul kaybr riskini azaltmak i¢in plastik peteklerin kullaniminin yayginlagsmasi
gibi c¢esitli nedenlerden dolay1r bal orneklerine BPA bulasi olmaktadir. Bu nedenle,
BPA'min kaplardan yani ambalaj materyallerinden veya plastik peteklerden, bal
orneklerine migrasyonu goéz oniline alindiginda, bal numunelerindeki BPA'nin insan

sagligina yonelik potansiyel tehdidi g6z ard1 edilmemelidir (Notardonato ve ark., 2020b).

HPLC-MS (Maragou ve ark., 2006), GC-MS (Dirtu ve ark., 2018), HPLC-FL(Cao ce
ark., 2011) ve HPLC-UV (Cesen ve ark., 2016) sistemlerini kullanarak balda BPA analizi
yapmiglardir. Tiaan ve ark. (2018), balda 0.003-0.01 mg/kg araliginda BPA tespit
etmiglerdir (Tiaan ve ark., 2018). Potorti ve ark. (2023) ise UHPLC-MS/MS sistemini
kullanarak bal 6rneklerinde 16,50-4,64 pg/L araliginda BPA saptamiglardir.
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. SONUCLAR VE ONERILER

e Bu c¢alismada BPA nano-LC sisteminde NMM monolitik kolon kullanilarak
metod gelistirilmis ve bal numunelerinde uygulamasi yapilmistir.

e NMM monolitik kolonun i¢ ¢ap1 100 pm ve 30 cm uzunlugundadir.

e Monolit igerisinde polimerlesinin izlenmesi i¢in akis oncesi ve akis sonrasi optik
mikroskop goriintiileri ve kolonun morfolojik yapisini degerlendirmek i¢in SEM
analizi goriintiileri incelenmistir.

e SEM analiz sonucunda kolondaki monolitin yapinin homojen dagilim gosterdigi
belirlenmistir.

e Nano-LC sisteminde NMM monolitik kolonun geri basincina karsi akis hizinin
kalibrasyonu i¢in mobil faz: % 80 ACN, %20 H,O (v/v ), injeksiyon hacmi 0,02
pl, dalga boyu 200 nm de farkl akislarda kolon geri basincinin (AP) 6l¢iilmesi ile
degerlendirilmistir. Akis hiz1 ve kolon geri basinci arasindaki iliskiyi ifade eden
R? degeri 0,9993 olarak bulunmustur.

e Hidrofobik kolonunun etkilesme davramisinin degerlendirilmesinde alkil
benzenlerin kromatogramina bakilmistir. Alkil benzenler NMM monolit kolonda
kromatografik ayrimi % 90 ACN, % 10 H,O (v/v ), akis hiz1 1000 nL/dkK,
injeksiyon hacmi 0,02 pl, dalga boyu 200 nm de yapilmig ve pik siralamasi 1)
urasil, 2) metilbenzen, 3) etilbenzen, 4) propilbenzen, 5) butilbenzen ve 6)
pentilbenzen olarak belirlenmistir.

e NMM monolitik kolon kullanilarak, BPA‘in nano-LC sisteminde analizi
yapilmistir. BPA standartindan hazirlanan farkli  konsantrasyonlardaki
cozeltilerin nano-LC de analizi yapilmistir. Blank soliisyonda herhangi bir pik
gozlenlenmezken 100 ppm konsantrasyonundaki BPA c¢ozeltisinde ait pik etkin
olarak kromatogramda gézlemlenmistir.

e Ikisi siizme salg1 bal, ii¢ii petek bal, sekizi siizme ¢icek bal olmak iizere toplamda
13 bal 6rneginde BPA analizi yapilmistir. Bal 6rneklerinden biri siizme salgi, biri
petek ve besi siizme c¢igek bali olmak iizere 7 bal plastik ambalajda satisa

sunulmustu. Plastik ambalajda satisa sunulan bu bal 6rneklerinde petek olaninda
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BPA tespit edilmemistir. En yliksek BPA miktar1 ise salgt balinda (12,47+0,84
pug/L) tespit edilmistir.

e Cam ambalajda muhaza edilen 3 bal Orneginden sadece bir tanesinde BPA
(4,24+0,81 pg/L) belirlenmistir.

e Teneke kutularda muhafaza edilen petek ballarda ise BPA belirlenmemistir.

e Plastik ambalajlarda muhafaza edilen bal 6rneklerinde BPA bulasma riskinin
diger ambalaj materyallerine (cam ve teneke kutu) gore daha fazla oldugu tespit
edilmistir.

NMM igerikli monolitik kolon ile Nano-LC sisteminde, baldaki BPA bulasis1 hassas,
hizl1 ve giivenilir bir sekilde tespit edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda gelistirilen NMM
kolon ile hidrofobik 6zellikteki farkli gida bilesenlerinin, gida kirleticilerinin vb. Nano-

LC sisteminde analizi yapilabilir.
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