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OZET

Anahtar kelimeler: Balik, ICP-OES, agir metaller, 6rnek hazirlama.

Bu ¢alismada Sapanca golii ve derelerinden 15 farkli tiirde toplamda 20 balikta Cu,
Fe ve Zn agir elementlerinin miktarlar tespit edilmistir. Numuneler temin edildikten
sonra uygun hale getirilerek ters kral suyu ile mikrodalga cihazinda ¢6ziintirlestirme
islemi uygulanmistir.

Numunelerde ICP-OES ile agir metal analizi yapilmis ve Cu, Fe ve Zn miktarlar1 da
tespit edilmistir. Sonuglara gore balik orneklerin de Cu konsantrasyonu 2,60-5,31
ng/g, Fe konsantrasyonu 10,25-54,36 nug/g ve Cinko konsantrasyonu 13,66-47,11
ug/g araliginda oldugu goézlemlenmistir. Ayrica yontemin dogrulugunu belirlemek
icin ayni islemler standart referans madde DORM-3 referans maddeye de (Fish
Protein Certified Reference Material for Trace Metals) uygulanmistir.

Sonug olarak analizi yapilan balik 6rneklerinin icerdikleri agir metal miktarlarinin
Tiirk Gida Kodeksi (TFC), Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan saglanan limit degerlerin altinda oldugu ve dolayistyla tiikeminin
saglik acisindan bir tehdit olusturmadigi belirlenmistir.

Vii



DETERMINATION OF SOME HEAVY METALS WITH ICP-OES IN
EDIBLE PARTS OF FISH LIVING IN SAPANCA LAKE AND
STREAMS

SUMMARY

Keywords: Fish, ICP-OES, heavy metals, sample preperation.

In this study Cu, Fe and Zn heavy metals amounts were determined over the 15
different species 20 fish in total that were collected by Sapanca Lake, Sakarya River
and Western Blacksea (Karasu). After samples were provided, microwave process
was applied with reverse aqua regia following the preparation.

Heavy metal analysis was conducted with ICP-OES device on the samples and Cu,
Fe and Zn amounts were determined. According to the results, in fish samples it was
observed that the Cu concentration 2.60-5.31 ug/g, Fe concentration 10.25-54.36
ug/g and Zn concentration 13.66-47.11 ng/g. Also verification was provided with
DORM-3 standard reference material (Fish Protein Certified Reference Material for
Trace Materials).

As the result, obtained results for the heavy metal amounts of the samples were
found below the limit values of Turkish Food Codex (TFC), Food and Agriculture
Organization (FAO) and World Health Organization (WHO) and by the way the
consumptions did not result threaten the health.
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BOLUM 1. GIRIS

Dogay1, dogal dengeyi, canli sagligini tehdit eden en 6nemli etkenlerden biri gevre
kirliligidir. Cevre sorunlart onlemleri alinmadig1 taktirde her gegen giin artarak
karsimiza ¢ikmakta, dogay1 ve dogal dengeyi bozmaktadir (Vural, 1993, Kalay, M.
ve ark. 2003, Erdogdu, E. ve Erbilir, F. 2007).

Cevre kirliligi; hava, toprak ve su kirliligini kapsayan ciddi bir durumdur. Havada ve
toprakta bulunan Kirlilik, sonun da su ortamina ulasir ve su kirliligine yol agcar.
Ciinkii, havaya ve topraga salinan kirleticiler bulunduklar1 ortamda sabit kalmayip
sel, yagmur gibi yollarla yer istli ve yer alt1 sularina karisarak dogal kaynaklarin

kirlenmesine yol agar (Kaptan, H. 2014).

Su kirliliginin en 6nemli nedenlerinden endiistriyel ve kentsel atik sular1 ¢evrede
yerlesim veya sanayi tesislerinin olmasi i¢ su siSteminin (golet, gol, baraj, dere vb)
kalitesini 6nemli 6lgiide etkiler. Bu kirleticilerden 6zellikle endiistriyel atiklar iginde
bulunan agir metaller sucul canlhilarda toksik etki meydana getirirler (Yavuz, H.

Filazi, A. 1995, Kocatas, A. 1996, Karadede, 1997 ve Canpolat, 2001).

Ekosistemde dengede olan madde ve enerji dongiisii vardir. Ekosistemdeki canlilar
birbirlerine besin zinciri ile baghdir. Canlilar aldiklari besinlerin bir kismini
depolayip enerji i¢in kullanirken bir kismini da besin zincirinin {ist halkasinda
bulunan canliya aktarirlar. Ekosistemde canlilar arasindaki dengeyi bozan en 6nemli
Kirleticilerden biri de metallardir. Agir metaller besin zincirinin iist seviyelerine
dogru giderek artan miktarda taginarak canlilara zarar verirler. Bu yiizden kirleticiler
arasinda agir metaller biiyiik 6l¢iide ekolojik 6neme sahiptir (Vural, 1993, Webb, D.
Gagnon, M.M 2002, Kalay ve ark. 2003, Tiirkoglu, 2008).



Normal sartlarda agir metallerin dogadaki oran1 dugiiktiir. Agir metallerin
konsatrasyonu dogal ortamlarda artiginda giimiis, civa, bakir, kadmiyum ve kursun
gibi  metaller organizmalar {izerinde toksik etki yaratirlar. Modern tarim
uygulamalar1 ve endiistriyel isletmelerinin niifiis artis1 ile birlikte hizla artmasi
sonucu sucul ortamlarda fazla oranda agir metal birikimine sebep olmustur (Balkis
ve Algan, 2005, Tiizen ve Soylak 2007, Giindogdu ve Erdem 2008, Kalay ve ark.
2008).

Onemli bir protein kaynagi olarak tiiketilen baliklar cevre kirliliginin artmasiyla
meydana gelen agir metal birikimi ile baliklarda toksik etki meydana getirir ve

bununla birlikte insan sagligin1 da olumsuz yonde etkiler (Ikem A, Egiebor 2005).

Bu tez calismasinda Sapanca GoOlii, Sakarya deresi ve Bati karadenizden (Karasu)
temin edilen 15 farkli tiirde toplamda 20 balikta baz1 agir metallerin derigimleri (Cu,
Fe ve Zn) ICP-OES cihazi ile tayin edildi.

Arastirma sonucu elde edilen veriler literatiirdeki caligmalarla birlikte Tirk Gida
Kodeksi (TFC), Gida ve Tarmm Orgiiti (FAO), Diinya Saglik Orgiiti (WHO)

standartlar ile karsilastirilarak degerlendirildi.



BOLUM 2. AGIR METALLER

2.1. Agir Metallerin Tanim ve Ozellikleri

Agir metal yogunlugu 5 g cm™ ten yiiksek ve diisiik konsantrasyonlarda olsa bile

toksik olan metal anlamina gelmektedir (Masters 1991).

Yerkabugunda farkli konsantrasyonlarda metaller ve bilesikleri bulunabilirler
(Kamali, U. A. 1999). Kullanim yeri sayisiz olan metaller biyolojik olarak ii¢ grupta

toplanabilirler.

— Esansiyel elementler: Bu metaller canli yasami igin gereklidir.

— Gegis elementleri: Konsantrasyonlari diisiik oldugunda esansiyel, yiiksek
oldugunda toksik etki yapan elementler (demir, bakir, kobalt, manganez,
¢inko, molibden, krom) olarak adlandirilabilinir.

— Eser elementler: Metabolik aktivitede genel olarak gerekli olmayan, diisiik
derisimlerde de toksik etki yapabilen elementlerdir (kadmiyum, arsenik, civa,
kursun, kalay, selenyum, berilyum) (Clark, 1992). Agir metalin derisimi,
metal iyonun yapisina, ¢ozlniirliik degerine, kimyasal yapisina, kompleks
olusturma yetenegine, viicuda alinig sekli ve ¢evrede bulunma sikligina bagl
olarak organizma fiizerinde etkileri degisebilir (Arulkumar, 2017 Webb, D.
Gagnon, M.M 2002, Caner C. 2015).

2.2. Agir Metalllerin Sucul Canlilar Yéniinden Incelenmesi ve Insan Saghgina
Etkileri

Agir metaller; insanlarin bazi eylemleri sonucu dogal sularda eser miktarlarda

bulunanan agir metallerin konsantrasyonunun artmasina neden olabilir.



Sucul ortamdaki ekosistemde agir metaller 6nemli bir Kirlilik kaynagi olarak
gosterilebilir. Sucul ortamlarda inorganik kirliligin kaynagi ig¢in agir metalleri 6rnek
verebiliriz. Belirli konsantrasyonlar da canlilar i¢in agir metallerin bazilar1 gerekli
olup fazlaliginda ve eksikliginde tehlikeli olabilirler. Besin halkasinda alt
basamaktaki bireylerde biriken metaller, bir iist basamaktaki bireylere gecebildikleri
gibi, toksik etkilerini de ortaya cikarabilirler. Sucul ortam da bazi organizmalar agir
metalleri belli bir dereceye kadar biinyelerinde barindirirken bu durum bazi
organizmalar i¢in zehirli veya zararli olmasa bile besin zinciriyle insana ulastiginda,
insan saghgmi etkileyebilir. Belirli degerlerin {izerindeki derisimlerde de agir
metaller viicudumuzda nemli zararlar meydana getirebilirler (Aksun, 1986, Kargin,
1989, Windom, 1991, Agcasulu, 2007, Tirkoglu, 2008). Bunun nedenleri ise
metallerin viicuttaki metabolik reaksiyonlar da toksik etki gostermeleridir. Canlilarda
toksik etki gosteren elementlerin organizma fiizerinde ki yanitlar1 Sekil 2.1.’de

sematik olarak gosterilmistir.

Toksik Elementler

,,,,,,,,, |

l

Hiicre Metabolizmasina Girig

l

Biyokimyasal Fonksiyonlarda Bozukluklar

l

Fizyolojik fonksiyonlar da bozukluklar

Biyokimyasal

adaptasyon

Fizyolojik adaptasyon DNA kirilmasi mutasyon
Canlinin élami Timaér Olusumu

Canlinin 8limu

Sekil 2.1. Toksik elementlerin organizmadaki fizyolojik yollar1 ve biyolojik yanitlari (Esin Kayhan ark 2009).



2.3. Cahisilan Agir Metaller ve Ozellikleri

Agir metallerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri sucul ortamdaki birikim ve etkilerini
belirler. Bundan dolay1 agir metallerin 6zelliklerinin iyi bilinmesi gerekmektedir.
Canlilar geligimlerini, biyolojik islevlerini siirdiirebilmeleri i¢in eser miktarda Cu, Fe
ve Zn gibi eser elementlere gereksinim duymaktadirlar. Hg, Pb ve Cd gibi agir
metaller ise herhangi bir biyolojik islevleri olmadigi gibi, eser miktarda da toksik

etkili olduklar1 saptanmisitr (Johnson 1988, Tumantozlu, 2010).

2.3.1. Bakir

Tablo 2.1. Bakirin 6zellikleri (Dabbaghmanesh, M. ve ark, 2011).

Sembol Cu

Atom numarasi 29

Atom agirhigi 63,546 g/mol
Yogunlugu 8,9 g/lcm?
Grup numarasi 11

Periyot numarasi 4

Cevreye dogal olarak dagilmakla birlikte bakir olduk¢a yaygin bir metal olup canl
blinyesinde az miktarda bulundugunda biiylimeyi yavaslatirken fazla miktarda
bulundugunda ise canli biinyesinde toksik etkiye neden olur. Bazi balik tiirlerinde
bakir, tat alma hissinde normale gore azalmaya ve tiremede de biiyiik anlamda da
olumsuzluklara neden olabilir. Kisilerin saglikli sekilde fonksiyonlarmi devam
ettirmesi i¢in giinde 0,2—1,3 mg bakir almasi gerekirken bu oran bebeklerde giinliik
0,2-0,22 mg, ¢ocuklarda ise 0,34-0,44 mg’dir (Cicik, 2003, Tuncay, Y. 2007, Ugar,
A. ve Atamanalp, M. 2009, Kayhan ve ark 2009, Dabbaghmanesh, Salehi, Siadatan,
& Omrani, 2011).



2.3.2. Demir

Tablo 2.2. Demirin 6zellikleri (Dabbaghmanesh, M. ve ark, 2011).

Sembol Fe

Atom numarast 26

Atom agirlig 55,84 g/mol
Yogunlugu 7,86 g/cm?
Grup numarast 8

Periyot numarasi 4

Viicutta sentezlenemeyen demir viiciittaki Onemi agisindan bellirli miktarda
besinlerle alinmasi gereken minaraldir. Demir yiiksek miktarda alindigin da,
dokularin hasar gérmesine ve bununla birlikte birgok rahatsizliga neden olabilir.
Kollaidal demir miktar1 sucul ortamlarda fazla miktarda bulundugu zaman baliklarin
solunga¢ yiizeylerine birikerek Oliimle sonuglanabilir. Besin zinciri ile birlikte
dokularinda fazla miktarda demir birikmis olan baliklarin tiiketilmesi insan sagligini
olumsuz olarak etkileyebilir. Demir minaralinin eksigi ¢ocuklarda ve kadinlarda en
fazla goriilen rahatsizliklardan biridir. Yetiskin bir kadinin giinlik demir gereksinimi
ortalama 15 mg, yetiskin erkekte ise ortalama 8-10 mg olarak bildirilmektedir
(Baysal, A. 2004, Tekin ve Ozan, 2004, Tuncay, Y. 2007).

2.3.3. Cinko

Tablo 2.3. Cinkonun 6zellikleri (Dabbaghmanesh, M. ve ark, 2011).

Sembol Zn

Atom numarasi 30

Atom agirlhigt 65,37 g/mol
Yogunlugu 7,11 g/cm?
Grup numarasi 12

Periyot numarasi 4




Cinko; biyolojik olarak gerekli elementlerden biri olan ayn1 zamanda hiicrelerin
gelismesinde ve DNA'nin kendini eslemesinde etkili bir element olarak bilinir. Dogal
olarak ¢ok dnemli proteinlerin yapisina girer, enzimlerin aktif bolgelerinde gorev alir
(Stefanidou, 2006), sucul ortamlarda eser miktarlarda gozlemlenen ve dogal olarak
veya endiistriyel, tarimsal aktiviteler gibi temelde antropojenik nedenli durumlarla
birlikte giderek artan derisimlerde bulunur. Bunun bir sonucu olarak, baliklarin da
icinde bulundugu sucul organizmalar metallerin artan derisimlerinin etkisinde kalir
(Cicik, 2003). Yetiskinlerde ortalama 8-13 mg kadardir. Gebelikte ve sporcularda
c¢inko ihtiyaci daha fazla olmaktadir. Bununla birlikte giinde 50 mg’dan fazla ¢inko
almak cesitli yan etkilere neden olabilmektedir.



BOLUM 3. INDUKTIF ESLESMIS PLAZMA-OPTIiK EMISYON
SPEKTROSKOPISI (ICP-OES)

3.1. ICP-OES Cihazi

ICP-OES, bir¢ok elementin ayni anda nicel tayininde kullanilan analitik metotlardan
birisidir. Konsantrasyonu az miktarda olan analizlerde basarili yontem olup ¢alisma
prensibi yiliksek konsantrasyonda katyon ve buna es deger konsantrasyonlar da
elektron igeren plazmada, atom ve iyonlarin uyarilmasi ile yaydiklari emisyon

siddetinin belirlenmesidir (Kacar ve inal 2008).

on (% pnannnncs Foton emisyvonn
Ivonlagma ve wyarilma
Atom (7 nanannn Faton exsyoni

Avrigma ve uyarilma

Moleldil () )
Buharlasma
Tanecik >
Crozicimin neaklagmas
oy
Aeresol

Sizlezme

S1v I |

Sekil 3.1. Atomlagma ve uyarilmanin sematik gosterimi (Ugurlu, G 2006).

Plazma, katyon ve elektronlar iceren ve elektrik akimini ileten bir gaz karigimi olup
plazmay1 genellikle inert bir gaz olan argon olusturur.

Kullanilan argon gazinin temel amaci guruplandirirsak eger;

1. Plazmay1 olusturmak,

2. Numuneyi siiriiklemek,



3. Disaridan gegirilerek tiiplerin sogumasini saglamaktir diyebiliriz (Dasdemir

2008, Atakuru 2009).

Plarma

Emisyon bolgest

Hamma
£

Indiksiyen sargean 4.
/ I'
Y 1

;- i{ ..'\ Magnetik zlen
v |
! §
,‘

p \ Argon gazalm

i

Omex som

Sekil 3.2. Indiiktif eslesmis plazmanin yapis1 (Kacar ve Inal 2008).

Sivi numuneyi piskiirtmek i¢in birgok sislestirici kullanilir. Bunlar; ¢apraz akis,
konsantrik veya babington tipi sislestiricilerdir. Ornek genellikle akinti halinde
cihazin i¢ine tasimir. Cihazda numune sivi sislestirici olarak tanimlanan etkiyle
aeresole cevirilir. Bu asamadan sonra aerosol plazmaya tasinarak desolvatasyona,
buharlagsmaya, uyarilmaya ve iyonlasmaya ugrar. Daha sonra uyarilan atomlar ve
iyonlar kendi karakteristik 1simalarini yayinlayarak dalga boyu segici bir cihaz
tarafindan simiflandirilirlar. Saptanan 1s1ma elektronik sinyallere ¢evrilerek derisim

olarak bilgisayarda okunur.

Transfer Optik
Radyo frekans S
Ureticisi Spektrometre
ireticisi L
ccD
Argon gazl _r_4|——|:
(%f_ " Sprey Mikroiglemci ve
wn {RI PRI SHL i odas| devreler B

Bilgi iglemci

Sekil 3.3. ICP-OES cihazinin sematik gosterimi (E. Yumusakbas ve ark. 2015).
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3.2. ICP-OES Cihazinda Temel Girisimler

Analitik tekniklerin birgogu da girisim bulunur. Analiz i¢in tercih edilen cihazin, 0
analize i¢in gerekli olan donanima sahip olmasi gerekir. ICP-OES teknigine ait

birkag girisimi asagidaki sekilde siralayabiliriz.

Ortam girisimi: Ornekte bulunan kati miktar, drnegin fiziksel ozellikleri (yiizey
gerilimi ve viskozite) numune giris diizeninin devinimini fazladan ilgilendirir.
Standart olarak verilen ¢ozelti ile numune arasindaki farkliliklar sislestiriciye
gonderim hizi ile plazmaya tasinan maddenin tesirliginde farkli sonuglara neden
olabilir (Dasdemir 2008, Kelesoglu 2011).

Kimyasal girisimler: Yiiksek sicaklikta olan plazma (10000K), kimyasal baglarin
par¢alanmas1 molekiillerin atomlarina ayrilmasi gibi etkiler icin yeterli enerji saglar

ve kimyasal girisimlerin olusmasina engel olur (Dasdemir 2008, Kelesoglu 2011).

Fiziksel girisim: Ornegin transfer edilme hizi, tiiketimi, damlacik olusum islemleri
nedenlerinden meydana gelebilir. Ornegin transfer edilme hizi olduke¢a diisiik
oldugundan ICP {iizerinde ¢ok etkisi gozlemlenmeyebilir. ICP 6rnegin akis hizi
peristaltik pompalarla kontrol edildiginden fiziksel girisimler oldukg¢a aza indirgenir
(Dasdemir 2008, Kelesoglu 2011).

Zemin deger ya da spektral girisimler: Spektral girisimler, numunedeki herhangi bir
elementin analitin dalga boyuna yakin emisyon enerjisine sahip oldugu zaman olusur
ve dogru dalga boyu se¢imi, zemin deger diizeltilmesi ve girisim yapan elementin
uzaklastirilmasiyla en aza indirgenebilir. Zemin deger girisimleri; analitin dalga
boyunda uyarma kaynaginin, 151k yaymasindan kaynaklanir (Dasdemir 2008,
Kelesoglu 2011).

Iyonlasma girisimleri: Iyonlasma girisimleri, numune de analiz edilicek maddenin

disinda kalan tiirlerin elektron aligverisi yapmasi ve bundan dolay1 tayin edilecek
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tiirlerin atom ya da iyon konsantrasyonunun degismesinden kaynaklanir (Ugurlu, G.
2006).

3.2. ICP-OES Cihazinin Avantajlari ve Dezavantajlari

Enstriimantel cihazlarala kiyaslandiginda ICP’deki girisimler diger cihazlara gore
daha az olmasiyla birlikte duyarliliginin, dogrulugunun, kesinliginin yiiksek olmasi
ve disiik konsantrasyonlarda ¢alisma imkan1 saglamasi gibi avantajlar1 vardir (Kacar

ve Inal 2008).

ICP-OES cihazlarinda; ¢ozelti veya gaz olan numunelerin plazmaya akisinda
meydana gelen diizensizlikler, optik ve elektronik aksamlardaki diizensizliklere veya
sistemin kilitlenmesi gibi olumsuzluklara sebep olabilir. Ayrica argon gazinin kaliteli
olmas1 gerekir haricinde plazma olugumu gii¢ olur veya meydana gelmez kullanilan

de ¢ok 6nemlidir (Kacar ve Inal 2008).

Gozlenebilme sinirlari, diger atomik spektral islemlerden elde edilen verilerden daha
iyidir. Cogu elementin 10 ppb diizeyinde veya daha az diizeyde tayini
yapilabilmektedir (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Birgok atomik spektral yontem ile gdzlenebilme simirlarmin karsilastiriimasi (Kacar ve Inal 2008).

(Asagidaki derisimlerde tayin edilen elementlerin say1si)

Y ontem <1 ppb 1-10 ppb 11-10 ppb 10-500 ppb < 500 ppb

ICP 9 32 14 6 0
AES 4 12 19 6 19
AFS 4 14 16 4 6

FAAS 1 14 25 3 14




BOLUM 4. NUMUNLERI ANALIZE HAZIRLAMA

Kullanilacak tayin yontemine ve incelenmesi istenilen elemente goére numune
hazirlama yontemi secilir. Analizi yapilacak numuneler uygun olarak toplandiktan
sonra kurutulur ogiitme iglemi yapilir ve en son olarak da numaralandirilmis
polietilen siselerde saklanir. Gidalarin homojenlendirilmesi, organik maddeler

bozundurularak agir metallerin izole edilmesi ile saglanir (H. Yumusakbas 2013).

4.1. Numunelerinin Kurutulmasi

Analiz i¢in hazirlanan 6rneklerden diizgiin ve dogru sonuglar almak i¢cin numunelerin
mutlaka uygun sartlarda kurutulmasi gereklidir. Genel olarak kati 6rnekler 70-
105°C’de kurutulurken biyolojik oOrneklerin kurutulmasin da 100°C’nin {istiine
cikilmamalidir. Aksi halde orneklerdeki bazi bilesenlerin yapisinda bozulmalar
meydana gelebilir. Ornekler kurutulduktan sonra agzi kapakli polietilen kaplar da

saklanabilir (Yumusakcabas, H. 2013).

4.2. Eleme

Hazirlanan orneklerin elenmesi i¢in uygun boyutlarda elek kullanilir ve boylelikle de
daha kiiciik tanecik boyutunda numunenin homojenizasyonu da saglanmis olur (H.
Yumusakbas 2013).

4.3. Tartim Alma

Eleme isleminden sonra homojenligi saglanmis Ornekler, piriissiiz bir kagit ile

cozilinlirlestirme islemi yapilacak kaba dogrudan aktarilir.
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4.4, Numune Coziiniirlestirme Islemi

4.4.1. Mikrodalga yontemi

Elektromanyetik 1s1ma foton adi verilen ve enerji tasiyan tanecikler olarak
tanimlanabilir. Mikrodalga da elektromanyetik 1s1manin bir tiiriidiir. Elektromanyetik

1s1ma uzayda hizla hareket eden enerji tiiriidiir (Yumusakbas H. 2015).

Mikrodalgalar; iletken yiizeyde siddeti, yonli zamana bagli olarak degisen bir
elektromanyetik alaninin periyodik olarak degisime ugramasi sonucunda olusur. Bu
durumda devamli kuvvet etkisinde kalan molekiiller, alan degisimlerine ugrayarak
bulundugu ortamin yapisina bagl belirli yonelim hareketlerinde bulunurlar.

Mikrodalgalarin 6zelliklerini soyle siralayabiliriz:

— Elektromanyetik spektrumun iiyesidir.

— Elektromanyetik spektrumda 300-300.000 MHz arasindaki bolgeyi
olustururlar ve iyonlasmaya neden olmayan 1sinlarin bir pargasidirlar.

— Mikrodalgalar, kizil 6tesi 1sinlartyla ultra yiiksek frekanshi radyo dalgalari
arasindaki bolgede kalan ve dalga boylari milimetreler mertebesinde olan

elektromanyetik dalgalardir.

Farkli ¢Oziiniirlestirme islemlerine gore daha etkili, hizli ve pratik oldugundan

giiniimiizde oldukga kullanilmaktadir.

Mikrodalga yontemi organik ve inorganik maddelerin pargalanabildigi bir yontemdir.
Bu pargalama islemi acik ve kapali kapta yapilabilmesine ragmen yiiksek basing ve
sicaklik elde edilebilmesi bakimindan kapali kaplar daha cok tercih edililir. Ayrica
kapali kaplarin avantaji buhar kaybinin onleyerek daha az reaktif kullanilarak reaktif

kirliligi de 6niine gegmis olur.

Bu yontemle ornekler belirli oranda asitlerle 6zel teflon kaplar kullanilarak analize

uygun sicaklita ve zamanda mikrodalga ile 1sitilmasi seklinde uygulanir. Bu
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uygulamada kullanilacak numunenin miktar1 pargalama esnasinda olusacak asiri

basinci dnlemek i¢in ¢ok énemli oldugundan dikkatli sekilde belirlenmelidir.

4.4.1.1. Mikrodalga c¢oziiniirlestirme yonteminin Kklasik c¢oziiniirlestirme

yontemleriyle karsilastirilmasi

Diger ¢oziiniirlestirme islemleri i¢in birkag saat gerekirken mikrodalga yontemi ile
oldukca hizli olarak c¢oziiniirlestirme islemi gergeklestirir. Klasik 1sitma islemi
kiitleyi distan ige dogru 1sitirken, mikrodalga tiim kiitlenin her yerini ayn1 zaman da
isitir. Mikrodalga ile ¢oziiniirlestirmenin tercih edilmesinin asil nedenlerin birkagi

homojen berrak bir ¢oziinme saglayip, analit kaybini 6nlemek seklinde siralanabilir.

Mikrodalga ¢oziiniirlestirme islemi iki farli uygulama sekliyle analize gore agik ve
kapali kaplarda olmak tizere uygulanabilmektedir. Acik olarak uygulanan yontemde
ornek asit/asit karistmi ile 0Ozel tiplerin igerisinde mikrodalga enerjisiyle
¢ozliniirlestirme yapilir. Kapali sistemde bu olay ek olarak yiiksek basing altinda

gerceklestirilir.

Mikrodalga yontemininin avantaji; minumum enerji ve kimyasal kullanarak yiiksek
sicakliklarda kisa siirede homojen ¢oziiniirliikk saglamasi ve bu islem gerceklesirken
cevresel kirliligin olmamasidir diyebiliriz (Burgera, M., Burgera, J. L., 1998,
Eskillson C., Holler ve ark 1998, Bjorklund E., 2000, Skoog, D.A., S. Ertas ve ark
2005, Hamurcu, M. 2010, Ekholm, P ve ark 2007).



BOLUM 5. MATERYAL VE METOT

5.1. Ornegi Analize Hazirlama

Bu calismada 2016 Eyliil - 2017 Haziran arasinda Sapanca Goli, Sakarya deresi ve
Bat1 karadenizden (Karasu) toplamda 20 adet, 15 farkl tiirde (Tinca tinca, Cyprinus
carpio, Squalius cephalus, Salmo trutta, Scardinius erythrophthalmus, Perca
fluviatilis, Abramis brama, Esox lucius, Silurus glanis, Pomatomus saltatrix, Mugil
labeo, Trachurus trachurus, Sardina pilchardus, Mullus barbatus, Micromesistius
poutassau, Cyprinus carpio, Scardinius erythrophthalmus, Squalius cephalus,
Silurus glanis, Abramis brama) balik temin edildi ve analiz igin laboratuvara
getirildi. Balik Orneklerinin i¢ organlari, bas, kuyruk ve pullar1 temizlenerek
yenilebilir kisimlar1 paslanmaz gelik bigak kullanilarak temizlendi ve ultra saf su ile
yikandi. Hazirlanan 6rnekler 110 °C de yaklagsik 4 saat etiivde bekletilerek kurutuldu.
Ornekleri toz haline getirmek igin porselen havan kullanildi ve homojenizasyonlart

bu sekilde saglandi. Ornekleme alanini gosteren harita Sekil 5.1.’de verilmistir.

5.2. Kullanilan Reaktifler

Bu calismada kullanilan cam ve plastik malzemelerin tiimii %10’luk HNOg3 ¢6zeltisi
hazirlanarak temizlendi ve ultra sudan geg¢irilerek kullanildi. Tiim sulu ¢6zeltiler i¢in
ultra saf su (Milli-Q Millipore 18.2 MQ.cm) kullanildi. Analiz i¢in kullanilan
kimyasallar yiiksek kalitede secildi. Ultra saf hidroklorik asit (%30, w/w), Ultra saf
nitrik asit (%65, w/w) Almanya Merck firmasindan satin alindi. Kalibrasyon
cozeltileri icin Merck firmasindan tedarik edilen 1000 pg/mL lik ICP multi element
standart cozeltisi kullanildi. Analiz sonuglarimin kesinligi ve dogrulugu standart

referans madde kullanilarak kontrol edildi (NRC-CNRC Dorm-3 Fish).
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Sekil 5.1. Ornekleme alanmni gosteren harita

5.3. Kullanilan Cihazlar

Calisilan biitiin elemenlerin derisimlerinin tayini i¢gin ICP-OES (Inductively Coupled
Plasma-Optical Emission Spectrometer, Spectro Analytical Instruments, Kleve,
Germany) kullanildi. Toz haline getirilen kati numuneleri ¢6zmek i¢in kullanilan

mikrodalga CEM MARS 6 / Easy Prep Plus Kap Sistemi’dir.



17

Tablo 5.1. Eser elemet analizinde kullanilan cihazlarin analitik kosullar1.

Cihaz Spectro Arcos 165 ICP-OES

Gorlintlileme yiiksekligi 12 mm
Cu: 324,754 nm, Fe: 238,204 nm,

Dalga boyu Zn: 213,856 nm.

Replikasyon 3

RF Giig 1450 W

Nebulizer akis hizi Siklonik

Plazma tork Kuartz, karistirtlmis, 3,0 mm Enjektor tiip

Replikayon okuma zamani 50 saniye her replikasyon
Plazma gaz akis1 13 L/dk

Yardimc1 gaz akist 0,7 L/dk

Ornek aspirasyon orani 2,0 mL/dk

Ornek pompa hiz1 25 rpm

ICP kaynagi ayni anda nical tayininde kullanilan analitik metotlardan birisidir.

Diistik derisim seviyelerinin tayininde basarili bir analitik yontemdir.

ICP kaynagi, argon gibi inert gazlardan yiiksek enerjili ve yiiksek frekansh
iyonlasmis bir plazmayu iiretir. Bir numune plazmanin merkezine enjekte edildiginde,
10000 K sicakliktaki plazma, numunedeki elementlerin ayrisma, atomlagma ve
uyarilma islemlerinin gerceklesmesini saglar. Bu olaylar, ¢alisilan elementlerin
kendilerine 6zgii frekansta 15181 yaymas: ile sonuglanir. Bu 1sik siddeti, numune
igerisindeki elementlerin derisimi ile dogru orantilidir ve bir emisyon spektrometresi

ile lgiiliir (Giindiiz, T., 2003).

Genis, dogrusal calisma araligi, diisiik gozlenebilme siniri, kimyasal girigimin
olmamasi, oldukc¢a iyi kesinlik ve dogruluk elde edilmesi, hizli ve aynt zamanda
birgok elementin tayin edilebilmesinden dolayr ¢aligmamizda ICP-OES cihazi

kullanildi.
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5.4. Numune Coziiniirlestirme Islemi

Balik 6rnekleri temin edilip laboratuar ortamina geldikten sonra temizlenerek kas
dokular etiivde kuruldu ve porselen havanda homojenize edildi. Balik 6rneklerinin
kas dokular1 ¢oziiniirlestirme islemi olarak mikrodalga cihazi kullanildi. Caligmada
kullanilan mikrodalga yonteminde referans maddeden ve balik numunelerinden 0,25
gram kisimlarda dublike olarak c¢alisildi. Bu yontem igin; HNO3/H202: (6:2),
HNO3/HCI (3:1), HNO3s/HCI (1:3) ve HNO3/H2SOs (6:2) seklinde farkli asit
karisimlar1 kullanildi. Yontemler arasinda en uygun olan ters kral suyu (HNO3z/HCI
(3:1)) olup calismalara bu ¢ozeltiler ile devam edilmistir. Ornekler hazirlanarak 0.25
gram tartildi tizerlerine 3 mL% 65’lik HNO3 ve 1 mL %30’luk HCI eklenerek
mikrodalga sisteminde ¢6zilildii. Coziiniirlestirme isleminde 35 dakikalik bir program
kullanildi. Olusturulan gida programina gore toplamda 35 dakika 1200-1800 watt
giicle 300°C calisildi. Cihaz ilk 15 dakikasinda 300°C ulasdi ve 5 dakika bu
sicaklikta sabit kalarak isleme devam etti ve kalan son 15 dakika igerisinde de
sogutma islemine gecti. Islem sonunda ¢ozeltiler ultra saf su ile 10 mL’lik hacime

tamamlandi.

5.5. Dogruluk

Kullanilan yontemlerin performansi dogrusallik, geri kazanim ve kesinlik agisindan
degerlendirildi. Cu, Fe ve Zn elementlerin konsantrasyonlar1 i¢in Balik Protein
(Dorm-3 Fish) sertifikali referans malzemeler kullanilarak yontemlerin dogrulugu

kontrol edildi.



BOLUM 6. SONUCLAR VE TARTISMA

6.1. Balik Kaslarinda Agir Metal Tayini

Bu ¢alismada Sapanca Golii, Sakarya Nehri ve Bat1 Karadeniz (Karasu) da bulunan
15 farkli tiirden olmak iizere toplam 20 adet balikla g¢aligildi. Baliklarin fiziksel
ozellikleri Tablo 6.1.’de verildigi gibidir.

Tablo 6.1. Balik 6rneklerinin fiziksel 6zellikleri.

Bulundugu yer Balik Tiirleri Boy Kilo
(cm)  (gram)
Tinca tinca 17 280
Cyprinus carpio 32 1200
Squalius cephalus 28 500
- Salmo trutta 19 340
Sapanca Goli
Scardinius erythrophthalmus 16 220
Perca fluviatilis 18 200
Abramis brama 15 200
Esox Lucius 30 850
Silurus glanis 40 1600
Cyprinus carpio 25 1000
Scardinius erythrophthalmus 18 350
Sakarya Nehri Squalius cephalus 20 250
Silurus glanis 45 2000
Abramis brama 16 200
Pomatomus saltatrix 15 120
Mugil labeo 13 170
Bati Karadeniz 7.0 cpurus trachurus 11 80
(Karasu) Sardina pilchardus 9 60
Mullus barbatus 7 50
Micromesistius poutassau 8 60
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Orneklere mikrodalga ile ¢dziindiirme ydntemleri uyguland1 ve ICP-OES cihaz ile
elementlerin konsantrasyonlar1 belirlendi. Numune haline getirilmis balik 6érneklerini
¢Oziinilirlestirmede kullanilan mikrodalga yontemlerinin dogrulugunu karsilastirmak
icin sertifikali referans madde Dorm-3 Fish kullanildi ve sonuclar Tablo 6.3.’de

verildi.

Tablo 6.2. DORM-3 balik proteininde sertifikali ve gozlenilen agir metal konsantrasyonlart (ug/g).

Mikrodalga Geri kazanim

Element Sertifikikali Deger Degeri (%)
Cu 15,5+0,63 14,9+1,03 96
Fe 347+20,0 330+14,0 95
Zn 51,3+3,1 49,529 96

Yapilan biitiin ¢aligmalar incelendiginde MW metodunun geri kazanim verileri %
95-96 oraninda degismektedir. Coziiniirlestirme islemlerinden sonra elementlerin
konsantrasyonlar1 ICP-OES cihazi kullanilarak kuru bazda belirlendi. Bu ¢alismanin
sonucunda toplamda 20 olan ve 15 farkli balik tiiriniin kas dokularindaki eser

element derisimleri Tablo 6.3.’de verilmistir.

Tablo 6.3. ICP OES ile belirlenen baliklain kas dokularindaki agir metaller.

Balik Tiirleri Cu Fe Zn

Tinca tinca 3,52+0.02 25,87+2.12 39,99+3.65
Cyprinus carpio 3,25+0.08 19,39+1.75 47,11+4.63
Squalius cephalus 3,784+0.07 32,88+3.19 42,00+4.52
Salmo trutta 3,4340.09 13,80+2.16 37,68+3.46
Scardinius erythrophthalmus 2,67+0.03 15,76+4.30 25,67+2.46
Perca fluviatilis 5,31+0.08 14,96+3.14 34,98+3.63
Abramis brama 3,47+0.05 30,48+1.36 22,79+1.32
Esox Lucius 2,60+0.06 10,25+1.61 22,20+2.31
Silurus glanis 3,4240.06 38,06+3.81 44,97+4.54
Cyprinus carpio 3,15+0.02 33,53+4.32 31,02+3.62
Scardinius erythrophthalmus 2,82+0.01 20,77+£2.52 23,47+2.61
Squalius cephalus 3,0240.02 30,28+3.14 13,66+1.41
Silurus glanis 2,75£0.06 24.36+3.07 15,60+1.59
Abramis brama 3,29+0.06 20,73+1.85 22,334+3.63
Pomatomus saltatrix 3,28+0.04 18,81+1.95 18,23+2.45
Mugil labeo 4,19+0.05 31,40+4.11 17,29+2.51
Trachurus trachurus 4,91+0.07 34,72+3.21 28,38+1.36
Sardina pilchardus 4,57+0.05 40,06+4.92 30,46+1.82
Mullus barbatus 3,06+0.09 54,36+5.13 27,27+2.78

Micromesistius poutassau 4,16+0.08 26,194+2.71 25,15+3.16
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Belirlenen eser elementlerin Tablo 6.3.” de goriildiigii lizere eser element diizeyleri
strastyla; Cu: 2,60-5,31 pg/g, Fe: 10,25-40,06 pg/g ve Zn: 13,66-47,11 pg/g olarak
bulundu. Bu ¢alismadaki balik 6rneklerinde en yiiksek agir metal diizeyi demir iken
en distk agir metal diizeyi kursun olarak belirlenmistir. Benzer sonuglar birgok
arastirmact tarafindan rapor edilmistir (Makedonski ve ark, 2017, Uluozli ve

arakadaslar1 2007, Tiizen ve Soylak 2007, Mendil, 2010).

Bakir ¢evreye dogal olarak yayilmakla birlikte oldukg¢a yaygin bir metaldir (Cicik,
2003). Bakir canli biinyesinde az miktarda bulundugunda biiylimeyi yavaslatirken
fazla miktarda bulundugunda ise canli biinyesinde toksik etkiye neden olur (Kayhan
ve ark 2009). Insanlarin viicut fonksiyonlar1 agisindan bakir 6zellikle sa¢ ve derinin
esnek kisimlari, kemik ve bazi i¢ organlarin temel bilesenleri konumundadir. Bakir
eksikligi yetigkinlerde kan ve sinir sistemi hastaliklar1 ile sonuglanabilir

(Dabbaghmanesh, Salehi, Siadatan, & Omrani, 2011).

Bir¢ok balik tiirinde bakir, tat alma duyusunda azalma, yem bulma ve iireme
davraniglarinda ciddi olumsuz etkilere neden olur (Ugar, A. ve Atamanalp, M. 2009).
Tirkmen ve arkadaslarinin 2009 yilinda Ege ve Akdeniz de yaptiklari balik
caligmalarinda bakir konsantrayonlart 0,51-7,05 pg/g olarak belirtilmistir (Turkmen,
M.ve ark 2009). Tokatli ve arkadaslari tarafindan yapilan baska bir ¢alismada Gala
g6lii ve Meri¢ nehrinde bulunan baliklarin kas dokularinda ortalama en diisiik ve en
yiiksek bakir elementinin konsantrasyonlar1 sirasiyla 1,36-3,23 pg/g, 1,89- 3,88
ng/g’dir (Tokath C ve ark 2016). Silva E. ve arkadaglar1 (2015) yaptiklar1 ¢aligmada
bakir konsantrasyonunu ¢esitli balik tiirlerinde en diisiik bakir konsantrasyonunu 2,0

ng/g iken en yiiksek 33,7 png/g olarak belirtilmistir.

Bizim ¢alismamizda elde edilen baliklarin kas dokularindaki bakir konsantrasyonu
en diisiik ve en yiiksek deger olarak Sapanca goliindeki baliklarda gézlenmistir bu
tirlerde en diisiik bakir konsantrasyonu Esocidae tiirii baliklarda 2,60 pg/g olarak
belirlenirken en yiiksek bakir konsantrasyonu Perca fluviatilis tiiriinde 5,31 ug/g
olarak gozlenmistir. Tiirk Gida Kodeksi’nin izin verdigi maksimum bakir orani 20

ug/g olarak belirtilmistir (Turkish Food Codex). FAO/WHO a gore viicut kilosuna
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dayali (60 kilo viicut agirligina gore) giinliik tolere edilebilir bakir miktar1 3 mg
olarak belirlenmistir (FAO/WHO). Yaptigimiz ¢aligmada baliklarin kas dokularinda

elde ettigimiz bakir konsantrasyonlar1 yasal limitin altinda ¢ikmustir.

Demir; viicudumuzda sentez edilemeyen ve besinlerle alinmasi zorunlu olan besin
Ogelerinden birisidir. Faydalar1 bakimindan viicudumuz ig¢in ¢ok Onemli bir
mineraldir (Baysal, A. 2004). Yiiksek miktardaki demir, doku par¢alanmasi, koroner
kalp rahatsizligi ve kansere neden olabilmektedir. Sucul ortamlarda kollaidal demir
¢ok yogun oldugu zaman baliklarin solungaclari iizerinde birikerek 6liimiine neden
olabilir. Ayrica dokularinda fazla miktarda demir birikmis baliklarin besin olarak
tiiketilmesi de insan sagligini olumsuz yonde etkileyebilir (Tekin-Ozan vd., 2004).
Tiirkiye’deki baliklarlarda demir diizeylerinin belirlenmesi ile ilgili benzer ¢alismalar
mevcuttur. Tiizen’nin 2009 yilinda yaptigi ¢alismada demir konsantrasyonu 36,2-110
ug/g (Tuzen, M 2009), Mendil arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada 5-70,1 pg/g (Mendil,
D.ve ark 2010), Tiizen ve Soylagin 2007 yilinda marketlerden aldiklari conserve
baliklarda yaptiklar1 ¢alismada demir konsantrasyonu 10,2-30,3 pg/g (Tilizen ve
Soylak, 2007), Uluozlu ve arkadaslarinin 2007 yilinda Karadeniz ve Akdeniz
kiyilarinda yastyan baliklarda yaptiklart ¢alismada demir konsantrasyonu 68,6-163
ug/g olarak belirlenmislerdir (Uluozlu, 2007). FAO/WHO tarafindan viicut kilosuna
dayali (60 kilo viicut agirligina gore) giinliik tolere edilebilir demir degeri 48 mg

olarak belirlenmistir (FAO/WHO).

Bizim c¢alismamizda ise en yliksek Fe konsantasyonu Bati karadeniz (Karasu) den
alinan Sardina pilchardus balik tiiriinde 40,06 pg/g olarak gozlenirken, en diisiik Fe
konsantasyonu sapanca goliinden alinan Esocidae balik tiiriinde 10,25 pg/g olarak
tesbit edilmistir. Bu degerler ile kiyaslandiginda bizim ¢alismamizdaki demir
konsantrasyonu diger calismalar ile uyum igerisinde olup yasal limitlerin altinda

cikmas: tiikeltilmesi agisindan herhangi bir sorun teskil etmemektedir.

Biyolojik eser elementler i¢inde iistiin 6zelliklere sahip olan ¢inko tiim hiicrelerin
bliyiime ve DNA'nin kendini eslemesi igin gerekli bir temel elementlerden biridir.

Dogal olarak ¢ok onemli proteinlerin yapisina girer, enzimlerin aktif bolgelerinde
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gorev alir (Stefanidou, 2006). Cinko, sucul ortamlarda genellikle eser miktarlarda
bulunmakla birlikte gerek dogal gerekse endiistriyel, madencilik ve tarimsal
aktiviteler gibi temelde antropojenik kaynakli faktorlerin etkisi ile giderek artan
derisimlerde bulunur. Bunun bir sonucu olarak, baliklarin da iginde bulundugu sucul
organizmalar metallerin artan derisimlerinin etkisinde kalir (Cicik, 2003). Literatiirde
Karadeniz kiyilarindan temin edilen balik kaslarindaki ¢inko konsantrasyonin 9,5-
22,9 ug/g arasinda oldugu rapor edilmistir (Topcuoglu et al., 2002). Farkli bir
calismada da baliklarda ¢inko diizeyi 45,0-60,9 ug/g belirtilmistir (Park, J ve ark
1997). Calismamiz da balik ¢esitlerindeki ¢inko konsantrasyonlarina baktigimizda en
disik ve en yiiksek 13,66-47,11 pg/g deger olarak bulunmustur. Tirk Gida
Koteksi’nin baliklar i¢in verdigi ¢inko orami 50 pg g* dir. FAO/WHO tarafindan
viicut kilosuna dayal1 (60 kilo viicut agirligina gore) giinliik tolere edilebilir ¢inko
degeri 60 mg olarak belirlenmistir (FAO/WHO). Yaptigimiz ¢aligmada elde ettigimiz

cinko konsantrasyonlar1 limit degerlerin altinda gézlemlenmistir.

3 tarafi denizlerle g¢evrili olan {lilkemizde ana besin kaynaklarindan biri olan balik
tiketimi igerdigi proteinler ve vitaminler bakimindan olduk¢a Onemlidir. Bu
calismada Sapanca GoOlii, Sakarya deresi ve Bati karadenizden (Karasu) alinan
toplamda 20 balik olup 15 farkl tiir iizerinden Cu, Fe ve Zn eser element diizeyleri
ICP-OES ile tespit edilmistir. Analiz edilen balik cesitlerindeki eser element
sonuglarina gore insan sagligi agisindan tolere edilebilir miktarlarda olmasindan

dolay tiiketilmesinde herhangi bir risk tasimamaktadir.
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