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Poliaromatik hidrokarbonlarin kapiler elektrokinetik kromatografi
yontemt ile ayrilmasi ve tayini

Gamze KAVRAN BELIN’, F. Bedia ERIM
ITU Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii, 34469, Ayazaga, Istanbul

Ozet

Poliaromatik hidrokarbonlarin (PAH ¢evrede bulunma sikligi ve insan saghg itizerindeki zararll etkileri
nedeniyle bu bilesikler, pek ¢ok alanda on plana ¢ikmakta ve bunlarin bir karisimdan ayrilarak tayinleri de
onem kazanmaktadir. Bu ¢alismada sodyum dodesilbenzensiilfonat (SDBS), hidrofobik poliaromatik
hidrokarbonlarin (PAH) su-organik faz ortaminda elektrokinetik kromatografi yontemi ile ayrilmalarinda
sahte sabit faz olarak kullanilmistir. PAH molekiillerinin, SDBS iyonu ile solvofobik etkilesimi sonucu
negatif yiik kazanan PAH tiirleri, elektrik alan altinda hareket edebilirler. Boylece farkl halka (1-5) sayisina
sahip 8 adet PAH ve 3 adet aromatik bilesik iceren ornek karigimmmin 130.000-230.000 arasi teorik plaka
etkinligi ile ayirimi basarilmistir. Gelis zamanina gore bagil tekrarlanirlik degerleri % 1.15-1.55 RSD, pik
alanina gore ise % 2-9 RSD arasindadir.

Anahtar Kelimeler: Poliaromatik hidrokarbonlar, sodyum dodesilbenzensiilfonat, kapiler elektroforez,
elektrokinetik kromatografi.

Separation and determination of polyaromatic hydrocarbons by capillary

electrokinetic chromatography
Abstract

Due to the abundance of polyaromatic hydrocarbons (PAHs) in the environment and the adverse health
effects to which they have been linked, these compounds have been the focus of considerable attention in a
number of areas including chemical separations. Especially, nowadays due to many advantages of the
capillary electrophoresis technique (CE), detection and analyses of these kinds of compounds by using CE
have become more important. In order to separate nonionic compounds in CE, an interaction with a charged
carrier in the buffer should be provided. Both PAHs can be separated in CE by using additives which cause
selectivity change and resolution of PAHs having the same electrophoretic mobility, not only due to
electrostatic interaction but also due to a combination of other effects like hydrophobicity, hydrogen
bonding, dipole-dipole interaction, etc. Sodium dodecylbenzenesulfonate (SDBS) was evaluated as potential
pseudo-stationary phase for the separation of highly hydrophobic polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)
with electrokinetic chromatography in aqueous-organic media. PAH molecules undergo a solvophobic
interaction with the SDBS ion, forming negatively charged species that can migrate in an electric field. Thus
electrophoretic separations of 8 PAHs and 3 aromatic compounds having different ring numbers (1-5) were
achieved with efficiencies between 130.000-230.000 theoretical plates. Reproducibilities of migration times
range between 1.15 and 1.55 %RSD and peak areas between 2 and 9 %RSD.

Keywords: Polyaromatic hydrocarbons, sodium dodecylbenzenesulfonate, capillary electrophoresis,
electrokinetic chromatography.
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Giris

Poliaromatik hidrokarbonlarin (PAH) cevrede
bulunma siklig1 ve insan sagligina zararh etki-
leri nedeniyle bu bilesikler pek ¢ok alanda 6n
plana ¢ikmakta ve bunlarin bir karigimdan ayri-
larak tayinleri de 6nem kazanmaktadir. Kapiler
elektroforez (CE) ayirma tekniginde iyonik ol-
mayan bilesiklerin ayrilmasi i¢in, tampon i¢inde
bir yiiklii tasiyici ile etkilesim saglanmasi gere-
kir. Iyonik olmayan bilesiklerin bu ydntemle
ayrilmasinda en etkin teknik, Terabe ve digerleri
(1984; 1985) tarafindan gelistirilen misel elek-
trokinetik kromatografi (MECK) yontemidir. Misel
faz PAH larin ¢Oziintirliigiinii 6nemli Ol¢iide
arttirir, ancak suda ¢ok sinirl ¢oziiniirliikleri ve
hidrofobik o6zellikleri nedeniyle PAH'lar misel
faz ile sulu faz arasinda dagilim yapamazlar ve
PAH karisimlarmin elektroforetik mobilitelerinde
farklanma ve ayirim gerceklesemez.

PAH'arin miselin hidrofobik boslugundan ¢oziicii
fazina ge¢melerini saglamak icin yliksek oranda
organik ¢oziiye ihtiya¢ vardir. Ancak, yliksek
oranda organik ¢6ziicii kullanimi, misel olusu-
munu engeller. Bowser ve digerleri (1998) calis-
malarinda, organic ¢oziicli iceren ortamlarda
hidrofobik etkilesimler ¢ok zayif oldugu i¢in
YAM monomerlerinin biraraya gelerek misel
olusturmadigini belirtmislerdir. Ayni ¢alismada,
%20 den fazla MeCN igeren sulu cozeltilerde
misel olugsmadig1 gosterilmistir.

Buna karsilik, PAH'larin bazt monomerik yiizey
aktif maddeler ile solvofobik etkilesim goster-
digi bilinmektedir. CE’de ayirma c¢ozeltisine
ilave edilen YAM monomerleri ile PAH'lar
farkl etkilesimi gosterirlerse, elektroforetik mo-
bilitelerindeki farklanma sonucu PAH karisim-
larmin ayrilmalart miimkiin olur. Bu sekilde
analitlerin elektrolit ilave maddeleri ile se¢imli
etkilesmesine dayanan CE teknigi, kapiler
elektrokinetik kromatografi (EKC) yontemi ola-
rak isimlendirilir. Literatiirden de goriilecegi gibi,
PAH'larin elektrokinetik ayiriminda solvofobik
etkilesim gosteren olduk¢a az sayida YAM
incelenmistir. Ahuja ve Foley (1994), MEKC’
de en ¢ok kullanilan sodyum dodesilsiilfat
(SDS) monomerlerinin PAH'lar ile etkilesim
gostermedigini  belirtmislerdir. Buna karsilik,

Walbroehl ve Jorgenson (1986) ilk olarak
tetrahekzilamonyum iyonu ile %50 asotonitril
(MeCN) igeren ¢ozeltide bes PAH'nun ayirimini
gergeklestirmislerdir. Daha sonra Shi ve Fritz
(1994), kuarternize amonyum tuzlarinin tampon
ilave maddesi olarak etkilerini incelemis ve
tetraheptilamonyum iyonu ile PAH'larin ayiri-
min1 gerceklestirmiglerdir. Muijselaar ve diger-
leri (1997), su-MeCN ortamda tetraoktilamonyum
ve tetradesilamonyum iyonlarin1 kullanmislar-
dir. Shi ve Fritz (1995), MeCN-su (40:60) or-
tamda negatif yiiklii dioktilstilfoksinat (DOSS)
iyonlarinin solvofobik etkilesimi ile PAH'larin
elektrokinetik aymrimin1  gergeklestirmislerdir.
Ding ve Fritz (1997), ayn1 amaca yonelik olarak
siilfolanmis Brij-35 kullanmiglardir.

Bu caligmada, ayirma c¢alismalarinda en yaygin
kullanilan YAM olan SDS’den farkli olarak
yapisinda bir benzen halkasi igeren sodyum
dodesilbenzensiilfonat (SDBS) YAM'si kullani-
larak, 8 PAH ve 3 aromatik madde karisiminin
ayirimi basariyla gergeklestirilmistir. Ayirimi ve
tayini yapilan PAH’larin kimyasal yapilar
Sekil 1°de verilmistir.

Deneysel calismalar

Cihaz

Calismalar, degisken dalgaboylu UV-GB de-
dektoriine (Lambda 1000, Bishoff, Leonberg,
Almanya) bagh ticari bir CE injeksiyon sistemi
(Prince Teknoloji, Emmen, Hollanda) kulanila-
rak yapilmistir. Elektrokinetik ayrilmalar, top-
lam ve etkin uzunlugu sirasiyla 67 ve 53 cm
olan, 50 um iggaph silika kapiler kolonda
(Polymicro Teknoloji, Phoenix, AZ, USA) ger-
ceklestirilmistir. Kapiler kolonun yikanmasi, or-
nek injeksiyonu ve elektroforetik ¢alismalar, bir
bilgisayar kontrolii ile saglanmistir. Caligsma
verileri, ticari bir CE bilgisayar programi
(Ceaser 1995, Prince Teknoloji) kullanilarak
kaydedilmistir. Calismada kullanilan deiyonize
su, Elgacan C114 filtre sistemi kullanilarak
saglanmustir.

Kimyasallar
Asetofenon, naftalen, asenaftalen, asenaften,
fenantren, antrasen, payren, perilen, benzo-
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[a]payren ve TRIS, Fluka (Buchs, Isvigre); nit-
robenzen ve asetonitril Riedel (Seelze, Almanya);
benzofenon ve SDBS Aldrich (Milweukee, WI,
USA) firmalarindan saglanmustir.

NO2

C—CH C
O i

o o)

Nitrobenzen  Asetofenon Benzofenon
Naftalen Asenaftalen  Asenaften
Fenantren Antrasen Payren
Perilen Benzo[a]payren

Sekil 1. Calismada kullanilan PAH'larin
molekiiler yapisi

Prosediir

Herbir PAH stok ¢ozeltisi, MeCN'de ¢oziilerek
hazirlanmustir. Orek ¢ozeltileri, su-MeCN (55:45)
ve SDBS (45 mmol/L) igeren ¢ozeltinin 0.45
pm'lik seliilozasetat filtreden siiziilmesi ile ha-
zirlanmugtir. Ornek igerisine SDBS ilavesi ile
hem Ornegin ¢oziniirliigi arttirilmis hem de
daha iyi pik sekilleri elde edilmistir.

Kapiler kolon, hergiin calismaya baslanmadan
once 10'ar dakika 1 mol/L NaOH, su ve ardin-
dan ¢alisma tamponu ile yikanmustir. Injeksiyon
aralarinda kapiler siras1 ile 2 dakika asetonitril,
2 dakika 1 mol/L NaOH ve 4 dakika g¢alisma
tamponu ile yikanmistir. Ornek injeksiyonu,
anodik ugtan basing ile (40 mbar, 0.07 dakika)
gergeklestirilmistir. Calisma dalgaboyu, 254 nm'ye
ayarlanmistir. SDBS'in maksimum dalgaboyu
ise 223 nm'dir. 254 nm'de SDBS'in molar
absorptivitesi PAH'lara kiyasla oldukga diistiktiir.

Sonuglar ve tartisma

Elektroforetik deneyler icin Ornek c¢dzeltilerin
hazirlanmasinda PAH'larin ¢oziintirliigiinii en
iyi MeCN'in sagladig1 goriilmiistiir. Tampon
olarak TRIS ve boraks denenmistir. TRIS ile
akimin daha diisiik ve bu nedenle elektroferog-
ramin daha piiriizsliz olmasindan 6tiirii, ¢calisma
tamponu olarak TRIS secilmistir.

On denemeler, %40 MeCN iceren tampon
cozeltinin, elektroforetik ayirimlarda iyi sonug
verdigini gostermistir. Calisma tamponundaki
asetonitril ylizdesi %40 oraninda sabit tutularak,
SDBS konsantrasyonunun PAH'larin elektrofo-
retik mobilitelerine etkisi incelenmistir.

Kapiler elektroforezde deneysel olarak bir
maddenin elektroforetik mobilitesi asagidaki
esitlikle hesaplanabilir:

u=LLa/V(t-teo) (1)

burada L4 kapilerin injeksiyon ucundan dedek-
siyon noktasina olan uzakligi, L. kapilerin
toplam uzunlugu, V kapiler boyunca uygulanan
voltaj, t ve t., sirasiyla maddenin ve notral
isaretleyicinin gelis siireleridir.

SDBS konsantrasyonunun etkisi

20 mmol/L TRIS ve %40 asetonitril iceren
calisma tamponunda 5 mmol/L'den 50 mmol/L'ye
kadar degisen konsantrasyonlarda SDBS kulla-
nilarak PAH'larin ayirimina olan etkisi inclen-
mistir. Sekil 2'de, pH=8.2 olan c¢alisma tampo-
nunda artan SDBS konsantrasyonu ile elektro-
osmotik mobilitenin ne sekilde degistigi goste-
rilmistir. Beklendigi gibi, artan SDBS miktari
ile tamponun viskozitesi ve iyonik siddeti
arttigindan, EOM azalir. 5-50 mmol/L SDBS

araliginda akim degisimi 6-28 pA'dir.

Artan SDBS konsantrasyonu ile PAH'larin etkin
elektroforetik mobiliteleri Sekil 3'de goriildigi
gibi degisir. Negatif yiikli YAM ile PAH'lar
arasindaki etkilesim, SDBS'in diisiik konsantras-
yonlarinda goézlenmistir. SDBS konsantrasyo-
nunun arttirilmasi ile tim PAH'larin elektrofore-
tik mobilitelerinde artis goézlenmistir. Kapiler
kolonda elektroosmotik akisin yonii ile negatif
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ylkli YAM'nin elektroforetik mobilitesi ters
yonde oldugundan, YAM ile etkilesen PAH'lar
negatif yiiklii maddelermis gibi davranarak elek-
troosmotik akig pikinden (bu caligmada negatif
su piki) daha sonra dedekte edilirler. En biiyiik
PAH, negatif yiiklii YAM ile en ¢ok etkilesimde
bulundugundan elektroforetik mobilitesi en
biiyliktlir. Ayirimim tamamlanmasinda, 50 mmol/L
SDBS konsantrasyonu optimum kosul olarak
belirlenmigtir. Sekil 3’te gorildiigii gibi, daha
yiikksek konsantrasyonlarda rezoliisyon ayni
kalmakta fakat analiz siiresi artmaktadir.
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Sekil 2. 20 mmol/L TRIS ve %40 (v/v) MeCN,
pH=8.2 tamponda SDBS konsantrasyonuna
bagli elektroosmotik mobilite degigimi
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Sekil 3. 20 mmol/L TRIS ve %40 (v/v) MeCN,
pH=8.2 tamponda SDBS konsantrasyonuna
bagh elektroforetik mobilite degisimi

Sekil 4'de; 20 mmol/L TRIS, %40 MeCN ve 50
mmol/L SDBS igeren ¢alisma tamponunda 25
kV altinda alinmis PAH'larin ayirimina ait
elektroferogram gosterilmistir.

Asetonitril konsantrasyonunun etkisi
PAH'larin ayirimina yonelik ¢alisma, tiim diger
kosullar Sekil 4’te gosterildigi gibi sabit tutula-
rak %50 asetonitril iceren ¢alisma tamponunda
gerceklestirilmigtir. Asetonitril igeriginin %40'dan
%350'ye cikarilmasi, EOM'de kiiciik bir azalmaya
neden olmustur. %50 MeCN iceren tamponda
SDBS ile daha az etkilesime giren PAH'larin
elektroforetik mobilitelerinde de azalma olur.
Ayirim penceresi daralir ve ardisik pikler ara-
sindaki rezoliisyon kaybolur. Asetonitrile oranla
sulu ¢ozeltide, solvofobik etkilesimler daha giiglii
oldugundan (Bowser vd., 1998), tampondaki su
miktar1 azaldikca PAH'lar ile YAM monomer-
leri arasindaki solvofobik etkilesimler zayiflar
ve analitlerin elektroforetik mobiliteleri azalir.

Solvofobik etkilesimleri arttirmak i¢in, asetonit-
ril igerigi %30'a indirilmis fakat bu konsantras-
yonda PAH'lar ¢okmiis ve elektroferogramdaki
giiriiltiiden o6tiirii pik tanimlamasi yapilamamustir.

Voltaj etkisi

Ayirim, 20, 25 ve 28 kV'da denenmistir. 20
kV'da; ayirim penceresi genislemis fakat analiz
siiresi uzamis ve son piklerin veriminde azalma
olmustur. Sekil 3’te goriildigl gibi ayirim, 19.6
dakikada tamamlanmigken voltajin 20 kV'a indi-
rilmesi ile son pik 34. dakikada gelmistir. An-
cak, ardisik piklerin rezoliisyonunda dnemli bir
artis gozlenmemistir. Voltajin 28 kV'a ¢ikaril-
masi ile pikler arasindaki rezoliisyon kaybol-
mustur. Bu nedenle, analiz siiresi, rezoliisyon ve
tiim piklerin verimliligi goz oniinde bulunduru-
larak 25 kV optimum kabul edilmistir.

Kantitatif analiz

Asetonitril orani, SDBS konsantrasyonu ve voltaj
gb6zoniinde bulundurularak Sekil 3’teki ¢alisma
kosullari, PAH'larin ayirimi i¢in optimum ko-
sullardir. Pikler simetrik ve teorik plaka sayilari
130.000-230.000 arasinda degismektedir.
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Sekil 4. PAH larin ayirimi. Tampon: 20 mmol/L TRIS, %40 (v/v) MeCN, pH=8.2. Voltaj=25 kV,
dedeksiyon dalgaboyu=254 nm. Pikler: 1-Nitrobenzen, 2-Asetofenon, 3-Benzofenon, 4-Naftalen, 5-
Asenaftalen, 6-Asenaften, 7-Fenantren, 8-Antrasen, 9-Payren, 10-Perilen, 11-Benzo[a]payren.
Ornekdeki PAH konsantrasyonlari: 0.03 mmol/L (7), 0.05 mmol/L (10), 0.1 mmol/L (3 ve 11), 0.2
mmol/L (2,8 ve 9), 0.5 mmol/L (1), 1 mmol/L (4 ve 5), 2 mmol/L (6)

Gelis zaman icin bagil standart sapma deger-
leri, CE ayirimlari i¢in olduk¢a uygundur.

Ardarda gerceklestirilen alt1 injeksiyon sonucu
elde edilen gelis zamanlar1 ve pik alanlarinin
tekrarlanirliklart ve 254 nm'de sinyal/glriilti
orani 3 alinarak hesaplanmis olan minimum de-
deksiyon limitleri, Tablo 1'de verilmistir.

Sonug olarak PAH'larin ayirimi, CE yontemi ile
19.6 dakika igerisinde elektroforetik tampon
icerisindeki negatif yiikli SDBS YAM'si ile
PAH'lar arasindaki etkilesimin bir sonucu olarak
gerceklesmistir. SDBS, PAH'larin sadece farkli
halka sayisina sahip (1'den 5'e kadar) olan tiirle-
rinde degil ayn1 zamanda asenaften-asenaftalen,
fenantren-antrasen ve perilen-benzo[a]payren gibi
yapisal izomer ¢iftleri arasinda da iyi bir se¢im-
lilik gostermistir.

Sulu ¢ozeltide SDBS'in kritik misel konsantras-
yonunun yaklasik 2 mmol/L oldugu belirtil-
mistir (Van Os vd., 1993). SDBS, kromatogra-
fik caligmalarda fazla kullanilmis bir YAM
degildir. Erim ve digerleri (1995), bir ¢caligsmala-
rinda SDBS'i 13 yag asidini CE'de ayirmak i¢in
Brij-35 ve asetonitril ile birlikte kullanmislardir.

Bu calismada, yag asitlerinin SDBS ve %20in
iizerinde asetonitril iceren ¢ozeltideki gelis sira-
lamasi1 CZE'de beklenen Cy(<C;9<....<Cy sirala-
masinin tersine Cg<Co<....<Cy¢ seklinde oldugu
gozlenmistir. Bu sonug, SDBS misel yapisinin
asetonitrilde bozuldugunu gostermektedir. Bu
durum gbzoniinde bulundurularak, yapmis oldu-
gumuz caligmadaki optimum kosullar altinda
misel olusumu beklenmez. Sekil 4’te de goriil-
diigii gibi, MEKC'ye kiyasla pik sekilleri daha
keskin ve teorik plaka sayilar1 daha yiiksektir.

PAH'lar ile negatif yiikli SDBS YAM mono-
merleri arasindaki etkilesim daha ¢ok solvofobik
olmalidir. Ahuja ve Foley (1994) bir ¢alismala-
rinda, SDS YAM'sini yiiksek oranda asetonitril
ile birlikte kullanarak tiim PAH'larin EOM ile
ayni zamanda geldigini ve SDS ile PAH'lar ara-
sinda bir etkilesimin olmadigini belirtmislerdir.
SDBS, SDS'den farkli olarak yapisinda bir ben-
zen halkasi icermektedir. SDS'de olmayan giiglii
etkilesimin SDBS ile gozlenmesi, yapisindaki
benzen halkasinin ayirimda etkin olabilecegini
gostermektedir.

Reubsaet ve Vieskar (1999), aromatik icerigi
zengin maddeler ile analitler arasindaki m-m
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elektron etkilesimlerinin varligin1 gostermisler-
dir. m-r etkilesimleri, hidrofobik ya da elektro-
statik etkilesimler kadar giicli degildir ancak,
cok yakin oOzellikteki maddelerin ayiriminda
kullanilabilir. Calismamizda solvofobik etkile-
simlerin yanisira SDBS YAM monomerlerinin
aromatik yapisinin PAH'lar ile olas1 n-nt etkile-
simlerinden de yararlanilmistir.

Tablo 1. PAH'larin dedeksiyon limitleri ve RSD
degerleri. G.Z: Gelis zamanina bagh, P.A: Pik
alanmina bagl

PAH'lar LOD RSD RSD
(ug/m) _ (G.2)(%) _(P.A)(%)

Nitrobenzen 6.7 1.55 4.32
Asetofenon 1.9 1.55 2.70
Benzofenon 2.2 1.15 6.76
Naftalen 23.0 1.54 7.23
Asenaftalen 23.0 1.52 5.42
Asenaften 39.0 1.49 2.93
Fenantren 0.683 1.45 6.15
Antrasen 4.0 1.39 7.51
Payren 4.0 1.39 2.12
Perilen 34 1.22 9.24
Benzo[a]payren 3.6 1.23 4.13
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