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BAZI BAL NUMUNELERİNDEKİ BİSFENOL A (BPA)’NIN  

NANO-LC SİSTEMİNDE BELİRLENMESİ 

 

 

 

ÖZET 

 

Bisfenol A, insan sağlığına olumsuz etkileri nedeniyle üzerinde en çok çalışılan bileşik 

olup, dünya çapında gıda ile temas eden malzemelerde en yaygın kullanılan ürünlerden 

biridir.  Bu çalışma kapsamında ters faz nano-LC sistemi ile balda bisfenol A (BPA) 

tayini için naftalen metil metakrilat (NMM) bazlı yeni bir hidrofobikçzellikte monolitik 

nano-kolon hazırlanmış ve karakterize edilmiştir. Hazırlanan monolitik kolon 

kullanılarak, nano-LC yöntemi ile BPA’nın, gözlenebilme sınırı (LOD) ve alt tayin sınırı 

(LOQ) sırasıyla 0,02µg/L ve 0,58 µg/L saptanmıştır. Yüzde bağıl standart sapma 

(%RSD) değeri ise, gün içi ve günler arası tekrarlanabilirlik değerlerinde sırasıyla 2,1 ve 

1,8 belirlenmiştir. Geliştirilen yöntem ile on üç ticari bal örneğininde BPA analizi 

yapılmıştır. Beş bal örneğinde 2,5±0,27 µg/L-12,47±0,84 µg/L arasında değişen 

miktarlarda BPA tespit edilmiştir.   

 

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 0.02µg/L and 

0.58µg/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 µg/L to 12.47±0.84 

µg/L. 

 

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

 

 

 

Bal, doğada üretildiği haliyle tüketilebilen, antik çağlardan beri yaygın olarak kullanılan, 

antiseptik, antioksidan ve antibakteriyal özelliklere sahip, şifa kaynağı olarak da bilinen 

besin değeri yüksek bir arı ürünüdür (Alvarez-Suarez ve ark., 2004, Badolato ve ark., 

2017 ).  Bileşiminde yaklaşık olarak %80 karbonhidrat (%35 glukoz, %40 fruktoz ve %5 

sukroz) ve % 17 su bulunmaktadır.  Ayrıca amino asitler, vitaminler, mineraller, 

enzimler, organik asitler ve fenol bileşikler gibi 180’den fazla farklı bileşen, balın 

içeriğinde yer almaktadır (Mutlu ve ark., 2017).  Balın içeriğinde ayrıca farklı türden 

çiçeklere ait polenler ve bu bitkilerin yapısında bulunan çeşitli kimyasal maddeler de 

bulunmaktadır.   

 

Bal, içeriğindeki kimyasal bileşenleri sayesinde çeşitli beslenme, tıbbi ve profilaktik 

(önleyici) özelliklere sahiptir.  Ancak, balın faydalı etkilerinden yararlanılabilmesi için 

içeriğinde herhangi bir kirletici unsurun bulunmaması gerekmektedir.  Günümüzde arı 

ürünleri, yanlış uygulanan arıcılık faaliyetleri sonucu kirlenebileceği gibi çevresel 

kaynaklı farklı kirlilik kaynaklarının kirlettiği bir ortamda üretilebilmektedir.  Arıcılık 

uygulamalarından kaynaklanan kirlilikler arasında, akarisitler, lipofilik sentetik bileşikler 

ve organik asitler ve uçucu yağların bileşenleri gibi toksik olmayan maddeler ve arı yavru 

hastalıklarının kontrolünde kullanılan antibiyotikler, özellikle tetrasiklinler, streptomisin, 

sülfonamidler ve kloramfenikol yer almaktadır.  Çevresel kirleticiler ise ağır metaller, 

kurşun, kadmiyum ve civa, radyoaktif izotoplar, organik kirleticiler, pestisitler (böcek 

öldürücüler, fungisitler, herbisitler ve bakterisitler), patojenik bakteriler ve genetiği 

değiştirilmiş organizmaları kapsamaktadır (Bogdanov, 2006). Ayrıca,  son yıllarda 

yapılan çalışmalarda,  günümüzün en önemli gıda kirleticileri arasında yer alan bisfenol 

A (BPA)’nın baldaki varlığı tespit edilmiştir (Česen ve ark., 2016).  BPA, endokrin 

bozucu özellikler sergileyen tehlikeli bir kirletici madde olmasının yanı sıra prostat, 

akciğer ve meme kanseri gibi çeşitli kanser hastalıklarının patogenezinde de etkili olduğu 

düşünülmektedir (Khan ve ark., 2020).  Gıda ile temas eden malzemelerde yaygın şekilde 

bulunan BPA, polikarbonat (PC) plastik ürünlerin endüstriyel üretiminde kullanılan bir 

monomerdir.  Ayrıca teneke kutularda, şişe kapaklarında ve kapaklarda astar olarak 
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kullanılan epoksi bazlı lakların üretiminde kullanılan epoksi reçinelerin sentezi için de 

hammadde olup, gıda içeriğinin metallerle doğrudan temasta bulunarak bozulmasını, 

yiyecek ve içeceklerde metalik tat oluşmasını önlemektedir (Notardonato ve ark., 2020b).  

Ancak, BPA'nın plastiklerden veya kaplamalardan gıdaya migrasyonu önemli bir sağlık 

sorunudur çünkü yüksek dozları böbrekleri ve karaciğeri olumsuz etkilemektedir (Usman 

ve Ahmad, 2016).  Yapılan son güncelleme ile BPA’nın tolere edilebilir günlük alım 

miktarı 50'den 4 μg/kg/vücut ağırlığı/gün’e düşürülmüştür (EFSA, 2015).  Ayrıca, 

Avrupa Birliği biberon (Muncke, 2011) üretiminde BPA kullanımını yasaklamış ve 

herhangi bir gıda ile temas eden malzemeden gıdaya BPA migrasyonunu 0,6 μg/g 

şeklinde özel bir geçiş sınırı belirlemiştir (Česen ve ark., 2016).   

 

Bal numunelerinde BPA’nın belirlenmesi için iyon trap gaz kromatografi-kütle 

spektrometre (GC-IT/MS) sistemi (Notardonato ve ark., 2020a), GC/MS (Česen ve ark., 

2016), yüksek performanslı sıvı kromatografi (HPLC) (Tian ve ark., 2018), ultra-yüksek 

basınçlı sıvı kromatografi/tandem kütle spektrometre (UHPLC/MS-MS) sistemi (Potortì 

ve ark., 2023) gibi bir dizi analitik yöntem geliştirilmiştir.  Son yıllarda, araştırmacıların 

hedefi zaman ve maliyet gibi çok önemli faktörleri dikkate alarak, hassas, basitleştirilmiş 

çevre dostu analiz protokolleri geliştirmektir (Notardonato ve ark., 2020a). Bu bağlamda, 

nano ölçekli ayırma teknikleri (örneğin, kılcal/nano sıvı kromatografisi, kılcal 

elektroforez/ elektro kromatografi) gıda analizlerinde birincil araçlar haline gelmiştir. 

Nano ölçekli ayırmalar, analitik ayırma biliminde büyük potansiyele sahip 

minyatürleştirilmiş tekniklerdir.  Çok küçük numune boyutlarıyla çalışabilme imkanı, 

büyük ayırma verimliliğine ulaşma potansiyeli, mobil faz ve sabit fazın azaltılmış 

tüketimi (yeşil kromatografi) ve kütle spektrometresi ile daha düşük akış hızı uyumluluğu 

gibi avantajlarından dolayı nano ölçekli LC tekniklerinin gıda analizlerinde uygulanması 

oldukça önemlidir (Aydoğan, 2019). Özellikle BPA gibi düşük konsantrasyonlu 

kontaminantların tespitinde çok hassas ölçüm yapan cihazların kullanılması 

gerekmektedir.   

 

Bildiğimiz kadarıyla, literatürde balda BPA'nın tespiti için Nano-LC kullanımına ilişkin 

herhangi bir çalışma daha önce rapor edilmemiştir.  Bu tez çalışmasında, balda BPA 

tespiti için ters faz nano-sıvı kromatografi (nano-LC) tekniği kullanılmış olup, hidrofobik 

karakterli yeni bir naftalen metil metakrilatın (NMM) monolitik nano-kolon 
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hazırlanmıştır.  Karakterize edilen monolitik kolon kullanılarak nano-LC sisteminde 

baldaki BPA’nın tespiti gerçekleştirilmiştir.   
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2.  GENEL BİLGİLER   

 

 

 

2.1.  Bal   

 

Eski çağlardan (yaklaşık 5500 yıl öncesinden) beri hem beslenme hem de tıbbi amaçlarla 

kullanılan bal, bal arıları (Apis mellifera; Familya: Apidae) tarafından çiçek nektarından 

elde edilen doğal bir üründür. Bal arılarının topladığı nektar türüne bağlı olarak 

günümüzde yaklaşık 300 çeşit bal olduğu bilinmektedir (Lay-Flurrie, 2008).  

 

Balın, kuru ağırlığının %95-97'si karbonhidratlardan oluşmaktadır. Monosakkaritler 

(fruktoz ve glikoz) balın en önemli karbonhidratlarıdır ve balın besinsel ve fiziksel 

etkilerinin oluşmasında katkıda bulunur (Manyi-Loh ve ark., 2011). Balın früktoz oranı 

yüksek olduğundan (bal, şekerden %25 daha tatlıdır) antik çağlardan beri doğal 

tatlandırıcı olarak kullanılmaktadır (Samarghandian ve ark., 2017). Monosakkaritler 

dışında daha küçük 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 

karbohidratların çoğu balın olgunlaşması sırasında oluşmaktadır. Ayrıca balda, proteinler, 

vitaminler, amino asitler, mineraller, organik asitler (Betts, 2008, El-Soud, 2012), 

flavonoidler, polifenoller, indirgeyici bileşikler, alkaloitler, glikozitler, kardiyak 

glikozitler, antrakinon ve uçucu bileşiklerde bulunmaktadır (White, 1980; Islam ve ark., 

20212). Balın içeriğinde dokuz esansiyel amino asidin tamamı ve asparajin ve glutamin 

dışında esansiyel olmayan amino asitlerin hepsi yer almaktadır. Balda, mevcut olan ana 

organik asit glukonik asittir ve az miktarda asetik, formik ve sitrik asitte bulunur. Organik 

asitlerin varlığının bir sonucu olarak balın pH değeri 3,2 ile 4,5 arasındadır (Siddiqui ve 

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

 

Prolin balda bulunan birincil amino asittir ve bunu diğer amino asitlerin takip ettiği 

bildirilmiştir (French ve ark., 2005). Balın yapısında diastaz, invertazlar, glukoz oksidaz, 

katalaz ve asit fosfatazlar gibi çeşitli enzimlerde bulunmaktadır (Iglesias ve ark., 2004). 
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Balın vitamin düzeyi düşüktür ve önerilen günlük alım miktarın altındadır ancak suda 

çözünen vitaminlerin tümü balda bulunur; en sık görüleni ise C vitaminidir. Balda, fosfor, 

sodyum, kalsiyum, potasyum, kükürt, magnezyum ve klor gibi tüm ana mineralleri içeren 

yaklaşık 31 farklı mineral tespit edilmiştir. Balda silikon (Si), rubidyum (Rb), vanadyum 

(V), zirkonyum (Zr), lityum (Li) ve stronsiyum (Sr) gibi birçok temel eser bileşende 

saptanmıştır (Varlova ve Pridal, 2002). Yapılan çalışmalarda balın potansiyel 

biyomedikal etkilerine katkıda bulunan yaklaşık 600 uçucu bileşiğin olduğu belirlenmiştir 

(Ajibola ve ark., 2012). Balın uçucu bileşikleri arasında aldehitler, alkoller, 

hidrokarbonlar, ketonlar, asit esterler, benzen ve türevleri, piran, terpen ve türevleri, 

norisoprenoidlerin yanı sıra kükürt, furan ve siklik bileşikleri yer almaktadır (Manyi-Loh 

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

 

Balda antioksidan görevi gören iki ana biyoaktif molekül, flavonoidler ve polifenoller 

bulunmaktadır. Son yıllarda yapılan çalışmalarda, balda otuza yakın farklı polifenolün 

varlığı tespit edilmiştir (Uthurry ve ark., 2011; Nurul ve ark., 2013). Bu polifenollerin 

baldaki varlığı ve miktarları nektarın alındığı çiçeğin kaynağına, iklim ve coğrafi 

koşullara bağlı olarak değişebilmektedir. Galangin, quercetin, kaempferol, luteolin ve 

isorhamnetin gibi bazı biyoaktif bileşikler tüm bal türlerinde bulunurken, naringenin ve 

hesperetin yalnızca belirli çeşitlerde tespit edilmiştir (Khail ve ark., 2011). Baldaki 

fenolik ve flavonoid bileşiklerin çoğu 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, kateşin, 

luteolin ve naringenindir (Uthurry ve ark., 2011; Nurul ve ark., 2013). Balın bu 

bileşenlerinin antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar, antiproliferatif, antikanser ve 

antimetastatik etkiler gösterdiği bildirilmiştir (Samarghandian ve ark., 2017).  

 

Balın su aktivitesi (aw) 0,56 ile 0,62 arasındadır ve pH değeri 3,9’a yakındır dolayısıyla 

bozulmalara karşı dayanıklıdır, buzdolabında saklanmasına gerek yoktur, oda 

sıcaklığında, kuru bir yerde uzun süre muhafaza edilebilir (Babacan ve Rand, 2007).  

 

Yapısında sağlığa yararlı pek çok biyoaktif madde bulunduran bala dışardan bir madde 

ilave edilmesi veya yapısından bir maddenin uzaklaştırılması kanunen yasaktır (Mutlu ve 

ark., 2017).  
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Ancak sağlık için şifa kaynağı olan balın içeriğinde ağır metaller, pestisit, antibiyotik ve 

mikroplastik kalıntıları gibi kirletici maddelerde tespit edilmiştir (Eissa ve ark., 2014; 

Mahmoudi ve Pakbin, 2015; Česen ve ark., 2016; Fakhri ve ark., 2019). Balın bileşimi ve 

kalitesi büyük ölçüde biyotik ve abiyotik parametrelere yani nektarın alındığı çiçeğin 

türüne, çiçeğin yetiştiği bölgenin coğrafi ve iklim koşullarına, balın işlenmesi ve 

depolanmasına bağlı olarak değişmektedir. Arılar çok geniş bir alanda (7 km
2
’den daha 

geniş) nektar toplar ve bu sırada hava, su ve toprak ile doğrudan temas halindedir 

(Solayman ve ark., 2016). Arıların faaliyette bulunduğu alanda çevresel kaynaklı kirletici 

maddelerin varlığı onları etkilemekte hatta o kirletici maddeleri kolonilerine ve ürettikleri 

bala aktarmaktadırlar. Bu bağlamda balın bileşiminde tespit edilen ağır metaller ve 

pestisitler çevresel kirlenmenin bir göstergesi olarak kabul edilmektedir. Endüstriyel 

atıklar, trafik gibi çeşitli antropojenik kaynakların neden olduğu çevresel kirlilikten arılar 

etkilenmekte ürettikleri balda ağır metaller tespit edilebilmektedir. Kadmiyum (Cd), 

kurşun (Pb), civa (Hg) ve alüminyum (Al) gibi konsantrasyonları standart limitlerin 

üzerine çıktığında toksik etki gösterebilen ağır metaller çevre kirliğinden etkilenen 

bölgelerde üretilen bazı bal örneklerinde belirlenmiştir (Tüzen ve Soylak, 2005). 

 

Balın kalitesini ve tüketici sağlığını tehlikeye düşürebilecek kirleticilerden biri de balda 

pestisitlerin varlığıdır. Pestisitler, zararlıları (böcekler, kemirgenler, mantarlar veya 

istenmeyen bitkiler -yabani otlar- gibi) ve/veya mahsullere zarar verebilecek maddeleri 

ortadan kaldırmak için kullanılan bir grup kimyasal bileşiktir. Arıların, pestisit ile işlem 

görmüş bitki nektarlarını toplaması sonucu pestisitler bala bulaşmaktadır. Tarımda 

pestisit kullanımının etkileri üzerine yapılan araştırmalarda, bazı pestisitlerin bal arısı 

ölümlerine ve mahsulün azalmasına neden olduğu tespit edilmiştir (Polat ve ark., 2020; 

Fikadu, 2020).  

 

Arı sağlını korumak amacıyla antibiyotik kullanımı ise balda kalıntıya neden olan önemli 

faktörlerden biridir. Balda antibiyotik bulunması aşırı hassas kişilerde alerjik 

rahatsızlıklara sebep olabilmekte, antibiyotiğe dirençli bakteri suşlarının indüksiyonuna 

neden olabilmektedir. Ülkemizde ve Avrupa Birliği Ülkelerinde arıcılıkta antibiyotik 

kullanımına yasal olarak izin verilmemektedir (Mutinelli ve Rademacher, 2003; Atasever 

ve Yüksel, 2022).  Ancak, dünyanın en büyük ikinci bal üreticisi olduğu ülkemizde, 

bilinçsiz antibiyotik kullanımı sonucu baldaki antibiyotik kalıntıları ihracatta sorun 
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çıkarmakta ve şifa kaynağı balı insan sağlığına zararlı hale getirmektedir. Özellikle 

tetrasiklin, eritromisin, linkomisin, neomisin, streptomisin, enrofloksasin vb. 

antibiyotiklerin arıcılıkta, hastalıklarla mücadelede kullanıldığı bildirilmiştir  (Atasever 

ve Yüksel, 2022). 

 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda, balda pestisit ve antibiyotik gibi kirleticilerin yanı sıra 

Bisfenol A (BPA) gibi çeşitli mikroplastik kalıntıların varlığı da tespit edilmiştir 

(Herrero-Hernández ve ark., 2009; Martín-Gómez ve ark., 2024a). Önemli bir gıda 

kontaminatı olan BPA gıda ve içeceklerin ambalajlanmasında kullanılan malzemelerin 

üretiminde hammadde olarak yer alan polikarbonat plastikler ve epoksi reçinelerin 

monomeridir. İnsan sağlığına olumsuz etkileri nedeniyle üzerinde en çok çalışılan bileşik 

olup, dünya çapında gıda ile temas eden malzemelerin üretiminde en yaygın kullanılan 

ürünlerden biridir. BPA, endokrin bozucu olarak kabul edilen, çok düşük dozlarda ciddi 

sağlık sorunlarına yol açabilen tehlikeli bir maddedir.  

 

Endokrin bozucuların insan sağlığı üzerindeki etkileri henüz tam olarak anlaşılamamış 

olsa da özellikle kadınlar üzerindeki etkileri ciddidir (Martín-Gómez ve ark., 2024b). 

BPA'nın bazı hormonlarla, özellikle de meme gelişimini kontrol edenlerle yapısal 

benzerliği tespit edilmiştir. Bu nedenle BPA'ya maruz kalmak meme dokusunda kanser 

hücrelerinin çoğalmasına neden olabilmektedir (He ve ark., 2022; Zhao ve ark., 2021). 

Ayrıca hamilelik sırasında BPA’ya maruz kalmanın, fetüsün sinirsel gelişimi üzerinde 

olumsuz etkilere neden olabileceği, diyabet ve kalp hastalığı riskini artırabileceği 

saptanmıştır (Aris, 2014). Başka bir çalışmada ise, BPA'ya maruz kalma, hamile 

bayanlarda spontan düşük riskinin artmasıyla ilişkilendirilmiştir (Liang ve ark., 2020). 

Dolayısıyla, gıdalarda BPA varlığı, insan sağlığı üzerindeki potansiyel tehlikeleri 

nedeniyle endişe oluşturmaktadır. BPA, gıdalara ambalaj materyallerinden 

bulaşabilmektedir. Yapılan çalışmalarda bal da BPA ile kirlenme tespit edilmiştir (Inoue 

ve ark., 2003; Česen ve ark., 2016; Al Naggar ve ark., 2021). 

 

2.2.  Bisphenol A (BPA)  

 

Bisfenol A (BPA), esas olarak yüksek dayanıklılık ve mukavemete sahip bir malzeme 

olan ve plastik malzemelerin üretiminde kullanılan polikarbonattın monomeridir. Bu 
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kimyasal aynı zamanda gıdayla temas eden metal yüzeylerin kaplanmasında uygulanan 

epoksi reçinelerin üretiminde de kullanılmaktadır. Gıdayla temas eden malzemeler, 

eşyalar veya cihazlar, çeşitli işlevleri nedeniyle gıda endüstrisinde önemli bir rol 

oynamaktadır. Özellikle ambalaj, gıdanın korunmasından, kalite ve güvenliğin 

sağlanmasından, kimyasal, fiziksel ve mikrobiyolojik bozulmadan sorumlu faktörlere 

karşı bariyer görevi görmesinden dolayı çok önemlidir (Vilarinho ve ark., 2019). 

Paketlenmiş gıdaların, başta gelişmiş ülkeler olmak üzere toplumların beslenmesindeki 

önemi arttıkça, gıda-ambalaj etkileşimlerinden kaynaklanan toksikolojik kaygılar da 

artmıştır (Bernardo ve ark., 2015). Monomerler, katkı maddeleri, boyalar, mürekkepler, 

vernikler ve diğerlerinin yanı sıra plastik bileşenlerin gıdalara migrasyonu (Bernardo ve 

ark., 2015), gıdanın organoleptik özelliklerini etkileyebilir ve seviyelerinin toksikolojik 

değerleri veya mevzuatta belirtilen limitleri aşması durumunda sağlık üzerinde zararlı 

etkiler yaratabilir (Fasano ve ark., 2012). Gıdaların ambalajlanmasında BPA içerikli 

plastiklerin kullanılması sonucu ambalaj materyalindeki BPA ile gıda maddesi arasında 

kütle transferi başka bir ifade ile gıdaya BPA migrasyonu gerçekleşebilmektedir. BPA, 

2017 yılında Avrupa Birliği tarafından endişe kaynağı en yüksek, maddeler listesine 

alınmıştır.  Çünkü BPA, endokrin sistemini etkilemektedir. BPA'nın östrojenik aktivitesi 

ilk kez 1993'te rapor edilmiştir (Krishnan ve ark., 1993). Yapılan in vitro çalışmalarda 

BPA’nın genomik ve genomik olmayan östrojen yanıt mekanizmalarına aracılık ettiği 

yani yalancı östrojen olarak davrandığı ve çok düşük konsantrasyonlarda (0,23 ng/L) dahi 

hücresel fonksiyonun bozulmasına neden olduğu belirlenmiştir (Wetherill ve ark., 2002; 

Akingbemi ve ark., 2004;  Zoeller ve ark., 2005;). BPA'nın tiroid hormonunun etkisini 

bozma, insan prostat kanseri hücrelerinin çoğalmasına neden olma ve trilyon başına çok 

düşük dozlarda testosteron sentezini bloke etme yeteneğine sahip olduğu 

düşünülmektedir (Vilarinho ve ark., 2019). Bu nedenle, özellikle bebekler ve küçük 

çocuklar gibi hassas grupları hedef alan risk yönetimi gibi yöntemlerle, insanların bu 

bileşiklere maruz kalmasına sınırlamalar getirilmesi kaçınılmaz hale gelmiştir. Çeşitli 

endüstriyel uygulamalarda da BPA’ya alternatif olarak kullanılan bisfenol S (BPS), 

bisfenol F (BPF), bisfenol AP (BPAP) ve bisfenol AF (BPAF) gibi BPA ailesine ait diğer 

bifenoller de potansiyel toksisiteye sahip olup, östrojenik aktivite sergilemektedir. Ayrıca 

çoğunun biyolojik bozunmaya karşı BPA ile kıyaslandığında daha yüksek direnç 

gösterdiği bildirilmiştir (Feng ve ark., 2016). 
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2.2.1.  BPA'nın Özellikleri 

 

İlk kez 1891 yılında Rus kimyager Aleksandr Dianin tarafından sentezlenen BPA (2, 2-

bis (4-hidroksifenil) 2 mol fenil ve 1 mol asetondan oluşmaktadır.  Organik bir bileşik 

olan BPA metil köprüsünün iki fenil halkayı birleştirmesinden oluşmaktadır.  BPA, oda 

sıcaklığında katı olup beyaz kristal şekle sahiptir.  Ayrıca hafif bir fenolik kokuya sahiptir 

(Tan ve ark., 2022).    Molekül formülü C15H16O2’dir. Dimetilsülfoksit, aseton ve etanol 

gibi solventlerde iyi çözünür.  BPA’nın fiziksel ve kimyasal özelliklerine ait bilgiler 

Tablo 2.1’de gösterilmektedir. 

 

                   Tablo 2.1. Bisfenol A’nın fiziksel ve kimyasal özellikleri (Tan ve ark., 2022) 

          

Parametre                                     Değer  

Kimyasal Formülü                         C15H16O2; (CH3)2C(C6H4OH)2   

Moleküler Ağırlığı                         228.291 G/Mol   

Erime Noktası                                152-153°C   

Kaynama Noktası                          360.5°C (760 Mmhg)   

Yanma Noktası                              212°C (Açık Kaplarda)   

Yoğunluk                                       1.195 G/Cm
3
 (25°C)   

Suda Çözünürlük                           300 Mg/L (25°C)   

Buhar Basıncı                                5.3x10-6 Pa  

Kimyasal Yapısı                           

 

 

2.2.2.  BPA’nın Kullanım Alanları   

 

BPA, doymamış polyester, polisülfon  ve epoksi reçineleri ile polikarbonatların 

üretiminde kullanılan maddelerden biridir.  Dünyadan üretilen BPA'nın %25' epoksi 

reçine üretiminde %70'i polikarbonat plastiklerin üretiminde kullanılmaktadır (Er ve 

Sarımehmetoğlu, 2011). BPA gıdaların muhafaza edildiği plastik kaplar, konserve 

kutularının iç yüzeyi, diş dolguları, kişisel bakım ürünleri, yiyecek saklama kapları, 

plastik su kapları vb. yer almaktadır (Otlu ve Türköz, 2016; Er ve Sarımehmetoğlu, 

2011). BPA’nın, dünyadaki üretimi yıllık 2-3 milyon tondur.  Bir polikarbonat olan BPA, 

iş güvenlik kaskları, kurşungeçirmez camlar, ürün saklama kapları, otomotiv sektörü, 
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PVC pencerelerde kullanılmaktadır.  Ayrıca şarap gibi sıvı depo kaplarında, süt tozu ve 

salamura ambalajlarının iç yüzeyinde, elektronik aletlerde, su borularında ve termal 

kağıtlarda da kullanılmaktadır (Kenan, 2019). 

 

2.2.3. BPA’nın Sağlık Üzerine Etkileri 

 

BPA, vücuttaki hormonların düzenli işleyişini bozma kabiliyeti nedeniyle endokrin 

bozucu olarak kabul edilmektedir. BPA, hormonlara müdahale ederek üreme 

bozuklukları, gelişimsel sorunlar ve metabolik bozukluklar dahil olmak üzere bir dizi 

sağlık sorununa neden olma potansiyeline sahiptir. Ağız yoluyla ve solunum yolu yoluyla 

vücuda alınan bu madde, hormonal sistemdeki birçok reseptörle etkileşime girerek 

endokrin sistemde ciddi hasarlara neden olur. BPA'nın endokrin bozucu etkisinin 

yanında, östrojen aktivitesinde değişiklikler, merkezi sinir sisteminde farklılıklar, 

bağışıklıklık sisteminin zayıflatılması, androjen sisteminde değişimler, tiroit hormonunda 

bozukluklara neden olabilmektedir. BPA’ya maruziyet en fazla oral daha sonra deri ve 

solunum yolla gerçekleşmektedir.  Vücuda geçen BPA karaciğer tarafından emilerek 

major ve minor metabolitlere dönüşmektedir.  BPA, lipofilik bir yapıda olduğundan yağ 

bakımından zengin olan dokularda birikeceği düşünülmektedir.  BPA, vücuttaki yağda, 

anne sütünde, kanda, plasentada, amniyotik sıvıda, fetuste, idrar ve tükürükte 

saptanmıştır.  Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi tarafından 2010 yılında yayınlanan raporda 

BPA’nın özellikle anne karnındaki bebeğe ve çocuklarda zararlı etkileri olabileceği 

konusunda görüş bildirmişleridir (Kenan, 2019).   

 

2.2.4.  BPA ile İlgili Yasal Düzenlemeler   

 

BPA, dünyada ilk kez 2008 yılında Kanada da çevre ve insan sağlığı için toksik madde 

olarak belirlenmiştir.  2011 yılında Türkiye ve Avrupa, 2012 yılında ABD de 

biberonlarda kullanımı yasaklanmıştır. 2015 de EFSA bisfenol A’nın etkileri üzerinde 

kapsamlı bir çalışma ve değerlendirme yapılmış ve yayınlamıştır.  Bu değerlendirmeye 

göre tolere edilebilir günlük BPA limit miktarı 50 µg/kg’dan 4 µg/kg vücut ağırlığı/gün 

olarak belirlenmiştir.  2016 yılında EFSA’nın yayınladığı verilere göre hayvanlar 

üzerinde yapılan deneylerde BPA’nın bağışıklık sistemi üzerinde etkili olduğu 

kanıtlanmıştır.  Bu limit geçici olarak karara bağlanmıştır (Tan ve ark., 2022).  Türk Gıda 
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Kodeksi BPA’nın salınımı gıdayla temas eden ambalajlardan 0,6 mg/kg olarak 

belirlemiştir (Kenan, 2019).   

 

2.2.5. BPA’nın Gıdalar ile İlişkisi 

 

Gıda üretiminde, gıdaların ambalajlanmasında BPA içerikli plastikler kullanılmaktadır 

Gıda ambalaj materyalinden gıdaya BPA gibi pek çok madde migrasyonla geçmektedir.  

Bu geçiş ambalaj ile gıdanın temas süresi, temas ettiği yüzey alanı, migrant çeşidi ve 

konsantrasyonu, gıda maddesinin bulunduğu form (sıvı, katı, yağlı, asitli), ambalaj 

materyalinin kimyasal ve fiziksel özellikleri, ortamın sıcaklığı gibi faktörlere bağlı olarak 

değişmektedir.  BPA içeren ambalajlar yüksek sıcaklığa maruz kaldığında (mikrodalgada 

pişirme gibi) ambalajdan gıdaya BPA'nın migrasyonu daha yoğun ve daha hızlı 

gerçekleşmektedir.  Ayrıca ambalajlanan gıda ürününün içeriği de migrasyonda etkilidir 

(Andújar ve ark., 2019). Aynı zamanda BPA'nın depolama süresinden etkilendiği ve 

depolama süresi boyunca gıda da biriktiği belirtilmiştir.  Tarım ve Ticaret Enstitüsü gıda 

ve sağlık programında gıdanın plastik kaplarda ısıtılması, yağlı ve asitli gıdaların ambalaj 

ile teması, sıcak gıdaların plastik kaplara konulması, çizilmiş eski plastik ambalajların 

kullanımı ve deterjanların BPA geçişini arttırdığı belirtilmektedir. Ayrıca yapılan 

çalışmalarla BPA geçişinin büyük kısmının konserve kutularda olduğu, hasarlı kutularda 

muhafaza edilen gıdaların depolamanması sırasında BPA geçişi düzeyinin daha fazla 

olduğu ortaya konmuştur (Er ve Sarımehmetoğlu, 2011).  Türk Gıda Kodeksinde 

BPA'nın ambalajdan gıdaya geçiş sınırı 0,6 mg/kg olarak belirlenmiştir (İyigündoğdu ve 

ark., 2020).   

 

BPA'nın her yerde bulunmasından kaynaklı olarak kontrol altına alınması zorlaşmakla 

birlikte BPA'ya maruz kalmamış nüfus yoktur. Plastik maddelerin gıda ile temas etmesi 

sonucunda kimyasal maddeler gıdaya geçebilmektedir. BPA gibi kimyasal maddeler 

içeren malzemeler ile gıda arasındaki temas raf ömrünün bitmesinden önce sona 

erdirilmelidir. Ambalajlar gıdadan uzaklaştırılıp gıda tüketilmelidir. BPA rahat bir şekilde 

metabolize olduğu için vücutta emilimi olmakta, dokularda birikebilmektedir. Böyle bir 

durumda BPA'ya maruz kalma gelecek için büyük bir tehlikedir. BPA'nın insanlar 

üzerindeki etkilerini net olarak belirlemek zordur. Çünkü insanlar çok sayıda endokrin 

bozucuya maruz kalabilmektedir.  Daha doğru sonuçlar için biyo izlemeler tasarlanırken 
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çeşitli önlemler alınmalıdır.  Epidemolojik sonuçlar için kampanya ve protokollere önem 

verilmelidir. Bu durumda dikkat edilmesi gereken hususlar; BPA dışında 

kontaminasyonun önlenmesi gerekmektedir. Örnekleme, analiz ve serbest ölçüm 

sırasında örnekleme, örnek işlem, prosedür, saklama koşulları da biyo izlemeye dahil 

edilmelidir. Olası kontaminasyonu önlemek için laboratuvar ve ek alan gereklidir. BPA 

etkilerinin doğru şekilde ortaya konması için deneysel prosedürlere güvenmek önemlidir 

(Geens, 2012).  Son düzenlemelerle ile gıda paketleme şirketleri BPA içeren materyalleri 

ortadan kaldırmak için alternatif maddeler araştırmaktadırlar.  Ürünlerde BPA içermeyen 

etiketli ürünlerin satışı artmaktadır.  Bununla birlikte BPA analoglarının kullanımı 

giderek artmaktadır.  BPA analogları yapı olarak temel bisfenol yapısı olan kısa bir 

karbon ve bir kimyasal zincirle ayrılan iki benzen halkasından oluşur.  BPA analoglarının 

hormonal etkileri üzerine sınırlı çalışmalar bulunmaktadır.  Ayrıca yapılan sınırlı 

çalışmalarda bazı BPA ikamelerinin BPA'ya göre daha fazla östrojenik etkiye sahip 

olduğu ortaya konmuştur.  Kuruluşlar tarafından düzenleyici önlemler olarak, kimyasal 

tehlikelerden biri yerine bir diğer kimyasal tehlike kullanılarak çözüm bulunmaya 

çalışılmaktadır.  Bu analogların bir kısmı BPA'ya göre düşük konsantrasyonlarda 

etkilemekteyken bir kısmı BPA'ya göre daha yüksek konsantrasyonlarda sağlığı olumsuz 

etkilemektedir (Almeida ve ark., 2018).   

 

BPA'nın yapısında bulunan ester bağlarını hidrolizini arttıran temel faktörler ısı, sıcaklık, 

asitlik gibi çevresel faktörlerdir.  Bu faktörler BPA'yı polikarbonat ve epoksi reçinelerine 

parçalar.  BPA salınımı düşük polikarbonatlarda pH çözeltilerinde sık görülürken, epoksi 

reçinelerinde yüksek sıcaklıkta artar.  Konserve gıdalardan olan balık, et, sebzeler ve süt 

ürünleri, bebek maması BPA içerebilir.  Ayrıca gıda dışında kapalı alanlarda solunan toz, 

termal kağıt, diş dolgularından kaynaklı olarak insanlar maruz kalabilmektedir.  BPA 

endokrin bozucu etkisi nedeniyle obezite, meme kanseri, diyabet, böbrek hastalıkları, 

kronik solunum hastalıkları, kardiyovasiküler hastalıklar, davranış bozuklukları, tiroid 

hormonu rahatsızlıkları, üreme bozuklukları ortaya çıkabilmektedir.  Ayrıca BPA 

genotoksik ve mutajenik potansiyele sahiptir.  Sağlık üzerindeki zehirleyici etkilerinden 

kaynaklı olarak BPA'nın alternatifleri artmıştır.  BPA'nın yerine BPS, BPF, BPAF ve 

BPZ kullanılmaktadır.  Ancak BPA analogları da bisfenol ailesinden olduğundan benzer 

toksik etkilere sahiptir veya canlı organizmalar için daha riskli olabilecekleri 

düşünülmektedir (İyigündoğdu ve ark., 2020).  
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2.3.  Sıvı Kromotografisi (LC)   

 

Sıvı kromatografisi (LC), katı faz ve sıvı faz arasında fiziksel bir ayırma tekniğidir.  Bir 

numune, hareketli faz ve sabit faz arasında dağıtılarak bölme, adsorpsiyon veya diğer 

etkileşimler yoluyla içerdiği analitlerine ayrılır (Dong, 2019).   

 

 

 

 

Şekil 2.1. LC sisteminin şematik gösterimi. (https://labakademi.com.tr/yuksek-performansli-sivi- 

kromatografisi-hplc-nedir) 

 

LC sistemi (Şekil 2.1) pompa, enjektör, kolon, dedektör, veri kaydedici ve atıktan 

meydana gelmektedir.  HPLC sisteminde sabit faz ile mobil faz arasında analiz edinilen 

bileşenlerin göç etme hızlarının birbirinden farklı olması esasına dayanmaktadır.  

Kolondan ayrılan akışkanın toplamına “effluent”, mobil faz kısmına “eluent” ve ayrılmış 

bileşen kısmına da “eluat” denilmektedir.  Sıvı kromatografisi 1900'lerin başında, "klasik 

kolon kromatografisi" olarak meydana çıkmıştır (Snyder ve Kirkland, 1979).  1941’de 

Martin ve Synge tarafından zamanla sıvı kromatografisi (LC) metodu geliştirilmiş ve 

yapılan çalışmalarda sıvı-sıvı kromatografisine ve kromatografinin teorik modeline ek 

olarak, LC'nin "hareketli faz içinde çok küçük bileşenlerin kolon boyunca yüksek basınç 

farkı" oluşturması öngörülmüştür (Ettre, 1971).  LC sisteminde yüksek basınçlı pompalar 



14 

 

gerektiren küçük partiküllü kolonların tercih edilmesiyle yüksek performansa 

dönüşmüştür.  Zamanla tüm LC üniteleri dahil kolonların, pompaların ve dedektörlerin 

ticarileştirilmesi, kullanımı kolaylaştırıp kullanıcılar tarafından uygulamada kolaylık 

sağlamıştır (Neal, 1995).  Gaz kromatografi (GC)’de, uçucu olmayan ve farklı özellikteki 

bileşenlerin analiz edilememesi sıvı kromatografisine olan ilgiyi arttırmıştır (Neal, 1995).   

 

HPLC genelllikle uçucu olmayan organik bileşiklerin analizinde kullanılmaktadır.  

Aminoasit, protein, nükleik asit, hidrokarbon fenol bileşikler, pestisit gibi bileşenler 

HPLC de hassasiyetle analiz edilmiştir (Sestak ve ark., 2015).  LC için terminoloji kolon 

iç çapına (i.d.) veya analiz boyunca uygulanan akış hızına dayanmaktadır (Vasconcelos 

Soares Maciel ve ark., 2020).  İç çapına göre çeşitli kolon tiplerinin isimleri ve bunlarla 

ilişkili karakteristikler Tablo 2.1’de gösterilmektedir.   

 

Tablo 2.2.  Sıvı kromotografi sitemlerine göre kolon tipi ve akış hızları (Vasconcelos Soares Maciel ve ark., 

2020) 

 

Kolon İç Çapı (i.d.) (mm) Akış Hızı (mL min-1) İsimlendirme 

4,6-3,2 2,0-0,5 HPLC 

3,2–1,5 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 kullanılan kolonların iç çapı ve akış hızları 

arasındaki farklar gösterilmiştir.  Nano-LC’de kolon iç çapı 10-150 µm ve akış hızı ise 

1000-50 nL/dk olup bu değer aralığında çalışma koşulları oluşturulmaktır.  Kolon iç çapı 

ve akış hızının düşük olması yüksek basınçlı sitemlerin kullanılmasını zorunlu kılmıştır.   

  

2.4.  Nano-LC   

 

Minyatürleştirilmiş LC teknolojisine dayalı analitik metodotların tarihi 20. yüzyılın ikinci 

yarısına kadar uzanmakta olup bu metodlar 21.yüzyılda da yapılan çalışmalarla 

yaygınlaşmıştır (Foley, 1996).  Nano-LC genel anlamda yüksek hassasiyet gerektiren, bir 

karışımda çok düşük miktarda bulunan bileşenlerin analizinde kullanılan modern 
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kromatografi sistemi olarak tanımlanır (Sestak ve ark., 2015).  Nano-LC kromotografi 

tekniği kolon iç çap (i.d.) ve/veya hareketli faz akış hızına göre adlandırılmaktadır.  Nano 

terimi uygulanan nano hacimden kaynaklanmakta olup bu durum günümüzde ise daha 

çok ayırma için kullanılan kolonun iç çapının 10-200 µm aralığında olması ile 

açıklanmaktadır (Aydoğan ve ark., 2020).   

 

  

 

Şekil 2.2. Tez çalışması kapsamında kullanılan Nano-LC sistemi 

 

Gıda, ilaç, çevre analizlerinde olmak üzere pek çok alanda uygulanmaktadır (Aydoğan, 

2019; Roberg-Larsen ve ark., 2021).  Nano LC, klasik HPLC sisteminin geliştirilmiş hali 

olarak karşımıza çıkmaktadır ve klasik HPLC sistemine göre düşük numune gereksinimi, 

kısa analiz süresi, az miktarda reaktif kullanımı, MS ile uyumlu olup yüksek hassasiyet 

sunması, partikül çapının ve kolon uzunluğunun azaltılması, hızlı analizlere olanak 

sağlaması gibi bazı avantajlar sunmaktadır (Aydoğan, 2019) (Şekil 2.3).   
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Şekil 2.3. Nano-LC sisteminin avantajları 

 

Bu sistemde birçok karmaşık yapıda bileşen etkin olarak analiz edilmesi ve moleküler 

omik çalışmalarında kullanılmaktadır (Asensio-Ramos ve ark., 2017).   

 

 

2.4.1.  Nano-LC Kolon Türleri   

 

Kromatografik analizlerde kolonun uzunluğu, iç çapı ve sabit faz türü analizin 

performansını etkilemektedir.  Küçük iç çapa sahip kolon seçimi herhangi bir analitik 

ayırmanın performansı için önemlidir.  Nano-LC sisteminde ayrım 10 ila 150 μm 

arasında iç çaplı nano kolonda yapılır.  Kolonlarda genel anlamda sabit faz olarak silika 

kullanılmakta olup diğer kullanılan sabit fazlar ise organik polimer, zirkonya, titanyum 

oksit, alüminyum oksit ve gözenekli grafitleştirilmiş karbondur.  Diğer kromatografi 

türlerinde olduğu gibi, kolonlarındaki fonksiyonel grup genel anlamda C18, C8 ve C4 

gibi ters faz olup amino ve amid gibi HILIC fonksiyonel gruplarına sahip kolonlar da 

ticari olarak satılmaktadır.  Enantiyomerik ayırmalarda ise kiral bileşiklerin ayırımı için 

polisakkarit ve onun türevi bazlı CSP (kiral sabit faz), polimer bazlı CSP ve silika bazlı 

CSP kolonlar kullanılmaktadır (Hernández-Borges ve ark., 2007; Sestak ve ark., 2015b, 

Wilson ve ark., 2019).   
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Kolonun iç çapının azalmasına bağlı olarak analizinde ayrıştırılan bileşiklerin kolondaki 

konsantrasyonu yükselir ve elektrosprey iyonizasyon (ESI-MS) kütle spektrometresi gibi 

düşük konsantrasyona duyarlı dedektörlerle beraber kullanıldığında yüksek hassasiyet 

elde edilir (Wilson ve ark., 2019).  Literatürde Nano-LC sisteminde omik, gıda güvenliği 

ve kalitesi gibi farklı araştırma alanları ile ilgili birçok çalışma mevcuttur (Aydoğan ve 

ark., 2021; Şeker ve ark., 2022).  Yapılan çalışmalar nano-LC kolonların geliştirilmesine 

odaklanan çalışmaları teşvik etmekte olup kolon teknojisine ilgiyi zamanla artırmıştır 

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

 

Tablo 2 3. Nano-sıvı kromatografisinde kullanılan analitik kolon tipleri (Vasconcelos Soares Maciel ve 

ark., 2020) 

 

Kolon Türleri Sabit Fazlar Uygulamalar Avantajlar 

Partikül Dolgulu 

Kolonlar 

Alkil bağlı (C8, C18), 

Fenil-heksil, Siyano 

Amino diol 

Gıda, çevre, ve ilaç 

analizi 

Birden fazla sabit fazın farklı 

seçiciliği mevcuttur. 

Monolitik Kolonlar Organik polimer 

monolitler Silika bazlı 

monolitler Hibrit 

monolitler 

Biyoanaliz için 

kiral ayırmalar, 

afinite 

kromatografisi ve 

biyomoleküller 

Yüksek geçirgenlik, hızlı kütle 

transferi, düşük ayırma süresi, 

ayarlanabilir özellikler ve kolay 

üretim 

Açık Tubüler 

Kolonlar 

WCOT: fiziksel olarak 

adsorbe edilmiş polimerik 

fazlar ve nanopartiküller;

 PLOT: kimyasal 

olarak bağlı polimerik 

fazlar. 

Yetersiznumuneler 

için: adli tıp, tıp, 

biyotıp 

LC-EI-MS için daha uygun olan 

yüksek kromatografik verimlilik, 

optimum geçirgenlik ve düşük 

karşı basınç oranları 

 

Tablo 2.3’de özetlendiği gibi Nano-LC kolonları monolitik kolonlar (polimer monolit, 

silika monolit, hibrit monolit ), açık tubüler (duvar kaplamalı kolon, PLOT kolon ) ve 

dolgulu kolon olarak 3 gruba ayrılmaktadır (Aydoğan, 2019b).   
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Şekil 2.4. Analitik nano kolon türleri soldan sağa a) Açık tubular, b) Partükül dolgulu ve c) Monolitik 

kolonlar 

 

Monolitik ve partikül dolgulu kolonların içerisine dolgu yapılır ancak açık tubüler 

kolonlar da ise kolon iç duvarı kaplanıp orta kısımda açıklık kalacak şekilde yapılır.  

Monolitik kolonların görünümü dallanmış ağsı bir yapı şeklindedir (Şekil 2.4).   

 

2.5.  Monolitik Kolonlar  

 

Monolitler, sadece bir yapıdan oluşan ve homojen yapıya sahip tek parçadan oluşan 

network yapılardır (Arrua ve ark., 2012).  Svec ve Frechet tarafından 1900’ların 

başlarında partikül dolgulu kolonlara alternatif olarak polimer monolitik sabit faz 

önermişlerdir (Svec ve Frechet, 1992).  Bu kolonların partikül dolgulu kolonlardan daha 

yüksek geçirgenliğe sahip olduğu ve analiz yapıldığı süreçte daha düşük analitin kütle 

transfer direncine sahiptir (Ladisch ve Zhang, 2016).  Son yapılan çalışmalarda monolitik 

kolonlar kolay hazırlama, yüksek akış hızında hızlı ayırma, yüksek geçirgenlik, küçük 

moleküllerin ve makro moleküllerin ayrılması gibi birçok avantaj sağlamaktadır (Liu ve 

ark., 2013).   

 

Monolitik kolonlar, yapısındaki bileşimlerine göre üç ana gruba ayrılmakta olup bunlar; 

organik polimer bazlı, inorganik silika bazlı ve organik-silika hibrit monolitlerdir 

(Aydoğan ve ark., 2020).  Hidrofobik, hidrofilik, iyonize olabilen zwitteriyonik 

monomerlerin kullanımıyla monolitik kolonların hazırlama tekniğini çeşitlilik 

göstermektedir (Svec, 2004a).  Monolitik kolonlar farklı numuneler için ön kolon (trap 

kolon) ayrıca moleküllerin ayrılması için analitik kolon olarak kullanılabilmektedir.   
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Monolitik polimerlerler monomerlerin porojenik karışım ve polimerizasyon reaksiyonunu 

başlatan bir radikal başlatıcı içeren homojen bir polimerizasyon karışımınını yalnızca bir 

basamakta hazırlanır (Arrua ve ark., 2012).  Yapısındaki fonksiyonel monomerlerin 

çeşitliliği nedeniyle polimer bazlı monolit kolon; ters fazlı sıvı kromatografisi (RPLC), 

hidrofobik etkileşim kromotografisi (HIC), hidrofilik etkileşim kromatografisi (HILIC) 

ve iyon değişim kromatografisi (IEC) gibi birçok kromatografik tekniklerde yapılan 

çalışmalarda kullanılmıştır (Talebi ve ark., 2013).  Polimer monolit nano kolonlar omiks 

uygulamalarında, gıda güvenliği ve kalitesi biyoanalitik kimya gibi alanlarda yapılan 

çalışmalar mevcut olup protein analizinde (Aydoğan, 2016; Aydoğan ve ark., 2021), iyon 

analizinde (Aydoğan ve ark., 2015), proteomik çalışmalarında (Yi ve ark., 2017) mikro-

nano ölçekli kromatografi çalışmalarında (Vasconcelos ve ark., 2020) analitik kolon 

olarak tercih edilmiştir.  Polimerbazlı monolitler metakrilatbazlı strienbazlı 

akrilamidbazlı olmak üzere üç gruba ayrılmaktadır.  Monolitik kolon üretiminde farklı 

işlemler kimyasal maddeler ve deneysel yöntemler denenmiştir.  Yöntemde bir başlatıcı 

reaktif ve bir çapraz bağlayıcının ilavesiyle sıvı bir çözelti hazırlanıp kolona enjekte edilir 

polimerizesyon reaksiyonuyla aktifleştirilme işlemi gerçekleştirilir (Lima ve ark., 2023).  

Polimer monolit ile nano kolonun duvarı arasında kovalent bağ olması için silanizasyon 

işlemi yapılmaktadır.  Yüksek basınca dirençli, mekanik olarak stabil polimer monolit 

kolonlar hazırlamak amacıyla polimerin iç yüzeye kovalent olarak bağlanması 

gerekmektedir.  Bu işlem polimerizasyon aşamasından önce bir ön hazırlama işlemidir.  

Polimer monolit kolon elde edebilmek için gözenek oluşturucu çözücüler ve termal 

radikal başlatıcı içeren organik polimer içeren karışım kolona enjekte edilir.  Monolit 

yapımında polimerizasyon reaksiyonun süresi ve sıcaklığı parojen solvent seçimi ve 

karışımdaki monomer/parojen solvent oranı monolit yapının elde edilmesinde önemli rol 

oynar (Ghanem ve ark., 2022).   

 

Organik polimer monolitik kolonlarda mezo ve makro gözenekler olmak üzere iki farklı 

gözenek türü vardır.  Mezo gözenekler (2 - 50 nm), hareketli mobil faz ile dolu olup 

analitin aktif adsorpsiyon bölgelerine erişmesini sağlar.  Makro gözenekler, geri basıncı 

önemli düzeyde artırmadan daha fazla mobil faz akışını sağlar.  Mezo gözenekler yüzey 

alanına, makro gözenekler ise esas olarak gözenekliliğe yarar sağlamıştır (Svec, 2004b).  

İyi bir monolitik kolon, geniş bir yüzey alanı sergileyen alıkonma için yüksek bir akış ve 

düşük bir geri basınç sağlayan kolondur.   
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3.    KAYNAK ÖZETLERİ 

 

 

 

Tüm dünyada tüketilen sağlıklı ve doğal bir ürün olan bal, ambalajından ve diğer gıda ile 

temas eden materyallerden geçen BPA gibi bileşikler nedeniyle kirletici maddeler 

içerebilir. Balın BPA ile kontaminasyonunda ana etken ambalaj materyali iken, bal 

arılarının kovana yakın bitkiler, hava, toprak ve su ile etkileşime girmesi nedeniyle balı 

BPA ile kirletmeleri mümkündür. Bu nedenle, eğer bu matrisler BPA ile kontamine 

olursa, bu bileşikler bal arılarına aktarılabilir ve sonuçta bal da dahil olmak üzere diğer 

kovan ürünleri de BPA ile kirlenebilmektedir (Al Naggar ve ark., 2021). BPA'nın yüksek 

toksisitesi ve endokrin bozucu olarak insan sağlığına yönelik potansiyel tehdidi dikkate 

alındığında gıda örneklerinde olduğu gibi balda da BPA'nın belirlenmesi oldukça 

önemlidir. Baldaki BP’yı belirlemek amacıyla yaygın olarak yüksek performanslı sıvı 

kromatografisi (HPLC) veya gaz kromatografisi (GC) gibi kromatografik teknikler 

kullanılmaktadır (Martín-Gómez ve ark., 2024a). BPA’nın kaynaama noktasının yüksek 

olması (>200 ºC), uçuculuğunun düşük olması nedeniyle BPA’nın GC ile analizi, 

kromatografik ayırma öncesinde alkilasyon, sililasyon veya asilasyonu içeren bazı 

türevlendirme adımlarını gerektirir. Bu ek adımlar analiz süresinin uzamasına, yöntemin 

tekrarlanabilirliğinin azalmasına ve kontaminasyon riskinin artmasına neden 

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

 

Balda BPA analizi, ilk kez Inoue ve ark. (2003), tarafından sıvı kromatografi (LC) tekniği 

kullanılarak yapılmıştır. Florometrik detektörün kullanıldığı LC sisteminde, 107 bal 

örneği analiz edilmiş ve sadece birkaç örnekte 2,0-33.3 ng/g arasında değişen miktarlarda 

BPA tespit edilmiştir. 

 

Herrero-Hernández ve ark. (2009), yaptıkları çalışmada, baldaki BPA’yı belirlemek 

amacıyla diyot dizisi algılamalı sıvı kromatografisi (LC-DAD)  ve elektrosprey 

iyonizasyon-iyon tuzağı kütle spektrometresi (LC-IT-MS) tekniklerini kullanmıştır. Tian 

ve ark. (2018) ise, bal örneklerinde bisfenol A'nın hızlı ekstraksiyonu ve tespiti için 

kolinyum propanoat ve fosfat çözeltisine dayanan sulu bifazik bir sistem geliştirmiştir. 

Kolinyum propanoat (iyonik sıvı) ve fosfat çözeltileri içeren sulu bifazik sistemlerin faz 
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diyagramları incelenmiş ve fosfat çözeltilerinin pH değerlerinin artmasıyla sulu bifazik 

sistemlerin bifazik bölgelerinin azaldığı görülmüştür. Sulu bifazik sistem kullanılarak 

baldan BPA ekstraksiyonu yapılmıştır ve HPLC ile ekstraktlar analiz edilmiştir. 

Yöntemin etkinliğini belirlemek amacıyla 0,01, 0,05 ve 0,10 mg/kg seviyelerinde BPA 

bulaşısı yapılan bal örneklerinden analitin geri kazanımı %78-112 aralığında ve bağıl 

standart sapmalar ise %5,5-10,2 aralığında saptanmıştır. Geliştirilen yöntemin nispeten 

basit ve güvenilir olduğu ve farklı bal numunelerinde 0,01 mg/kg kadar düşük seviyelerde 

BPA'yı belirleyebildiği belirtilmiştir. Yöntemin, gerçek numunelerde BPA'nın rutin 

analizi için kullanılabileceği ifade edilmiştir. 

 

Potortì ve ark. (2023), baldaki BPA’nın diğer BPA türevlerinin belirlenmesi amacıyla 

Micro-QuEChERS tekniğine ve tandem kütle spektrometrisine (UHPLC-MS/MS) bağlı 

ultra yüksek performanslı sıvı kromatografisine dayalı bir yöntem geliştirmiştir. 

Geliştirdikleri yöntem ile 25 adet bal örneğinin altısında 4,64±0,07 ile 16,50±0,18 µg/L 

arasında değişen miktarlarda BPA tespit etmişlerdir. 
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4.  MATERYAL VE YÖNTEM   

 

 

 

4.1.  Alet ve Ekipmanlar   

 

Monolit karakterizasyonunda ve örnek analizlerinde dedektör (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) bölümlerinden oluşan proFlow nano LC (Thermo Scientific Dionex 

Ultimate 3000 series- NCS, 3500 RS) cihazı kullanılmıştır.   

 

Çalışmada kullanılan diğer ekipmanlar ise ultra saf su cihazı (Direct-QR-3) Millipore 

corporation (Billerica, MA, ABD), 100 µm iç çap ve 360 µm dış çapa sahip TSP050375 

fused kapiler kolon (Lot: BUHT02A, BGB Analitik), yüksek saflıkta arıtılmış su için LC-

pak® (No: LCPAK000), taramalı elektron mikroskobu (SEM, Zeiss, Evo-50), karıştırıcı 

(WN-2800 ), hassas terazi (HR250AZ (252 g/ 0,1 mg), su banyosu (WF-SB11), 

ultrasonik su banyosu (WUC-DO6H, Wisd, Daihan Scientific (South Korea), santrüfüj 

HERMLE (Z327K), 15 ml falkon santrifüj tüp (Lot:18229) (Biomedical, China ), şırınga 

filtre (0,20 µm) (Lot:02821008) Corning NY 14831 (Almanya ), otomatik pipet, 

eppendorf, cam deney tüpü (14 ml), cam baget, viyal, cutter, septum kullanılmıştır. 

 

4.2.  Kimyasal ve Sarf Malzemeler   

 

Bu tez çalışmasında 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:MKCM9505, Çin), 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, Çin), 
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propilbenzen (≥%98, Sigma-aldrich, Lot:MKCM4174, Çin), bütilbenzen (≥%99, Sigma-

aldrich, Lot:09804AE, USA), pentilbenzen (%99,5, Sigma-aldrich, Lot:BCCD4697, 

İsviçre), urasil (≥%99, Sigma-aldrich, Lot:WXBD6705V, Çin), bisfenol A (≥%99, 

Sigma-aldrich, Lot:MKCD7508, Tayvan), 2-naftalen metil metakrilat (NMM) (%84), 

CH2Cl2 (Diklorometan), trietilamin (Et3N ), sodyum bikarbonat (NaHC03), Sodyum sülfat 

(Na2S04) kullanılmıştır.   

 

4.3.  Deneysel Yöntem   

 

4.3.1.  Monomer Sentezi   

 

NMM sentezi literatüre göre yapılmıştır (Zhang ve ark. 2014). Sentez aşamaları aşağıda 

anlatılmıştır.   

 Sentez 50 mL lik balon joje içerisinde 2-naftalen kuru CH2Cl2 (Diklorometan) 

içerisinde çözdürülmüş ve 1.5 mL trietilamin (Et3N) eklenmiştir.   

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

 10 ml CH2Cl2 içindeki metakriloil klorür 30 dakika boyunca damla damla huniye 

eklenmiştir.   

 Reaksiyon karışımı gece boyunca karıştırılarak oda sıcaklığında yapılmıştır.   

 Reaksiyon karışımı 30 mL sulu sodyum bikarbonat (NaHC03), su ve tuzlu su ile 

yıkanmıştır.   

 Sodyum sülfat (Na2S04) ortamında kurutulmuş, filtrelenmiş ve solvent vakumla 

buharlaştırılmıştır.   

 CH2Cl2/hekzan (%25 ) kolon kromatografisi tekniği ile tekrar saflaştırılmış ve NMM 

elde edilmiştir.   

 

4.3.2.  Kolon Silanizasyonu   

 

Silanizasyon işlemi kapiler kolonun polimerizasyon aşamasından önce bir ön hazırlama 

işlemi olup kolonun iç duvarındaki hidrolize olmuş silanol gruplarının yoğunlaştırılması 

sağlayan yöntemdir.  Kapiler kolonun iç yüzeyindeki siloksan grupları, polimerizasyon 

için bağlayıcı görevi gören silanol gruplarının yoğunluğunu artırmak için yapılan bir ön 

işlemdir.  Silanizasyon işleminde yüksek basınca dayanıklı ve stabil kolon hazırlayıp, 
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polimerin kolonun iç kısmına kovalent bağlanması sağlanır (Aydoğan ve ark., 2013).  

Silanizasyon işlemi Aydoğan, (2016)’ya göre yapılmıştır. Silanizasyon işlemi ve 

silanizasyon sonrası kolonun dolum için hazırlanması aşamaları aşağıda anlatılmıştır. 

Şekil 4.1’de kolonun silanizasyon aşamaları gösterilmektedir. 

 Silanlama işleminden önce kullanılan çözeltiler hazırlanmıştır. 0,5 M NaOH ve 

TMSPM, MeOH ile %50-50 oranında karıştırılarak hazırlanmıştır. Silanizasyon 

işlemi için 1 mL’lik şırıngalar kullanılmıştır.  Her farklı yıkama aşaması için 

farklı şırıngalar kullanılmıştır.   

 Silanlama yapılmak üzere öncelikle 50 cm uzunluğunda fused-kapiler kolon, 

kesici kullanılarak kesilmiştir.   

 Kesilen kolon 15 dk boyunca 0,5 M NaOH ardından 15 dk süreyle deiyonize su 

kullanılarak yıkanmıştır.   

 Sonraki adımda ise sırasıyla kolondan 15 dk MeOH ve %50-50 oranında 

hazırlanan TMSPM/MeOH karışımı kolondan geçirilip kolonun her iki ucu 

septum ile kapıtılarak önceden ayarlanmış 35℃’deki su banyosunda 18-20 saat 

bekletilmiştir.   

 Ayarlanan süre sonunda su banyosundan çıkarılan kolon 15 dk boyunca metanol 

ile yıkanmıştır.  Bu aşamadaki amaç kapilerin iç duvarına bağlanamayan 

yapıların kolondan uzaklaştırılmasını sağlamaktır.  

 Kolonu kurutmak için 15 dk aseton ile yıkama işlemi yapılmıştır. İşlem sonunda 

kolonların tamamen kuruması için kolonlar, 55 ℃’deki etüvde 24 saat 

bekletilmiştir.   

 

 

 

Şekil 4.1. Kolon silanizasyonu işlem basamakları 
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4.3.3.  Monolitik Kolon Sentezi   

 

Monolitik kolonun sentezi aşağıda anlatılmıştır. 

 Monolitik kolonun hazırlanmasında, daha önce silanlama işlemi yapılmış 100 µm iç 

çaplı 30 cm uzunluğunda fused-silika kapiler kolon kullanılmıştır. 

 Polimer solüsyonu için, %24,3 (v/v) DVB, %37,85 (v/v) siklohegzanol, %37,85 (v/v) 

1-dodecanol, 45 mg NMM, 2,5 mg AIBN epandorf içerisinde hazırlanmıştır. 

 Ependorf içerisindeki karışımı homojen etmek için 5 dk boyunca ultrasonik su 

banyosunda bekletilmiştir. Daha sonra vortekslenerek polimerizasyon karışımı kolona 

doluş için hazır hale getirilmiştir. 

 Polimerizasyon karışımı 0,5 mL'lik şırınga yardımıyla silanlanmış iç çapı 100 µm’lik 

kolona enjekte edilerek dolum işlemi yapılmıştır (Şekil 3.2).     

 Dolum işlemi sonrası kolonun her iki ucuna septum kapatılarak polimerizasyon için 

önceden ayarlanmış 75℃’deki su banyosunda 4 saat bekletilmiştir.  

 Polimerizasyondan sonra kolondaki, reaksiyona girmemiş polimerleri uzaklaştırmak 

amacıyla 1,2 µl akış hızında 1 saat boyunca mobil faz A (90:10, ACN:H2O), mobil 

faz B (10:90, ACN:H2O) ile yıkama işlemi yapılmıştır.  

 

 

 

 
Şekil 4.2. 100 µm iç çaplı 30 cm NMM monolitik kolon sentez aşamaları   
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4.3.4.  Alkil Bezen Çözeltilerininin Hazırlanması   

 

Alkil benzen (ABs) çözeltisi için 8 ml ACN içerisine % 16,6 etilenbenzen, % 16,6 

propilbenzen,%16,6 metilbenzen, %22,22 bütinilbenzen, % 28 pentinilbenzen eklenmiş 

ve vortekste karıştırılmıştır.  Karışıma 1 mg urasil eklenerek vortekslendikten sonra 2 ml 

ultra saf su eklenerek ultrasonik su banyosunda 5 dk karıştırılmıştır. Hazırlanan tüm 

numuneler analiz yapılana kadar + 4℃ de muhafaza edilmiştir.   

   

4.3.5.  BPA Standart Çözeltilerinin Hazırlanması   

 

BPA tayini için farklı %50-50 ACN/H2O çözeltisi içerisinde farklı konsantrasyonlarda 

(100, 20, 2, 0,2 ve 0,002 ppm) BPA solüsyonları hazırlanmıştır.  Hazırlanan tüm 

numuneler analiz yapılana kadar + 4℃ de muhafaza edilmiştir.   

 

 

 

Şekil 4.3. Numune hazırlama işlemine ait resimler 

 

4.3.6.  Bal Örneklerinin Analize Hazırlanması 

 

Bingöl’deki yerel marketlerden temin edilen, çiçek ve salgı balından oluşan toplam 13 bal 

örneği analiz edilmiştir. Analizi yapılan bal örnekleri Şekil 4.4’de gösterilmiştir.   Bal 

örneklerinden BPA ekstraksiyonunda Massous ve ark. (2023)’ların çalışmaları referans 

alınmış olup bazı değişiklikler yapılmıştır. Bal örneklerinden BPA ekstraksiyonu 

aşağıdaki şekilde gerçekleştirilmiştir. 

 10 ml’lik cam deney tüpüne, cam baged kullanılarak, 5 g bal numunesi tartılmıştır.  

 Üzerine 5 ml deiyonize su eklenmiş ve karışım bal tamamen çözünene kadar 

vortekslenmiştir. 
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 Hazırlanan çözeltinin üzerine 5 mL ACN eklenmiştir.   

 Ultrasonik su banyosunda 2 dk bekletilmiştir. 

 Daha sonra hazırlanan karışım 15 mL’lik falkon santrifüj tüplerine alınarak 4000 

rpm’de 15 dk santrifüjlenmiştir.  

 Santrifüjden alınan örneğin sıvı kısmı hemen 5 mL’lik şırınga yardımıyla 0,20 µm 

gözenek çapına sahip filtreden geçirilerek cam deney tüpüne alınmıştır.  Bu işlem tüm 

bal örneklerinde uygulanmıştır.   

 Hazırlanan tüm numuneler analize kadar + 4℃ de muhafaza edilmiştir.   

 

 

 

Şekil 4.4. Analiz edilen bal örnekleri 

 

4.3.7.  Kromatografik Koşullar  

 

Kromatografik analizler, Nano-LC NCS-3500 RS ProFlow-(Thermo Scientific Dionex 

Ultimate 3000 series) sisteminde yapılmıştır. Kolon olarak NNM içerikli hidrofobik 

özellikte monolitik kolon (i.d. 100 µm, 30 cm,) kullanılmıştır. Kolon sıcaklığı 28ºC’de 

sabit tutulmuştur. UV/Vis dedektörde 200-214 nm dalga boylarında çalışılmıştır. 

Enjeksiyon hacmi 0,02 µl, mobil faz akışı 1 µl (mobil faz A/mobil faz B, 80/20) olarak 

ayarlanmıştır ve analiz 15 dakika sürmüştür. Analizde kullanılan mobil fazlar: 

 Mobil Faz A: %90 ACN, %10 H2O, %0,1 TFA 

 Mobil Faz B: %10 ACN, %90 H2O, %0,1 TFA   
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5.  BULGULAR VE TARTIŞMA   

 

 

 

5.1.  Naftalen Metil Metakrilatın (NMM) Karakterizasyonu   

 

Hedef naftalen metil metakrilatın (NMM) sentezi, Houck ve ark. (2019)’dan farklı olarak 

Kötteritzsch ve ark. (2018)’e göre, gerçekleştirilmiştir. Naftalen-2-ilmetanol (1, 1,00 g, 

6,32 mmol), kuru CH2CI2 (50 mL) içerisinde çözündürülmüştür ve ardından çözeltiye 

trietilamin (Et3N) (1,32 mL) ilave edilmiştir. Reaksiyon 0°C'de sabit tutulurken CH2CI2 

(10 mL) içindeki metakriloil klorür (2, MC, 0,78 mL) yaklaşık 30 dakika, damla damla 

ilave edilmiştir. Karışım, gece boyunca yavaş yavaş oda sıcaklığına ısıtılarak 

karıştırılmıştır. Reaksiyonun bitip bitmediği, ince tabaka kromatografisi (TLC)  ile 

kontrol edildikten sonra reaksiyon karışımı, 30 mL sulu sodyum bikarbonat (NaHC03), su 

ve son olarak tuzlu suyla yıkanmıştır. Daha sonra organik katman, sodyum sülfat 

(Na2S02) üzerinde kurutulmuştur, süzülmüştür ve solvent, vakumla buharlaştırılmıştır. 

Ham ürün, EtOAc/heksan (%20) ile flaş kolon kromatografisi yoluyla daha da 

saflaştırılmıştır ve hedef naftalen metil metakrilat (NMM, 1,12 g, %78), tam beyaz 

olmayan bir katı halinde elde edilmiştir. Şekil 5.1’de naftalen metil metakrilatın sentezi 

gösterilmiştir. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 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, CDCl3): δ 18,67 (CH3), 66,84 (CH2), 126,07 (CH), 

126,22 (=CH2), 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 literatürle uyumlu olduğu tespit edilmiştir (Houck ve ark., 2019).  

 

 

 

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

 

Bu çalışma kapsamında, baldaki BPA’nın Nano-LC sisteminde belirlenmesi amacıyla 

NMM bazlı hidrofobik özellikte monolitik nano-kolon sentezlenmiştir.  Hazırlanan kolon 

literatürde yer alan polimer monolit kolon hazırlama esasına göre oluşturulmuş ve 

optimize edilmiştir.   

 

Nano-LC sisteminde, monolitik kolonların ayırma verimliliğinin yüksek olması, analizin 

hassasiyeti ve güvenirliliği için çok önemlidir (Aydoğan, 2019).  Yeni bir monolitin 

hazırlanmasında monomer kimyası, çapraz bağlanma içeriği ve porojenik içeriğin seçimi 

gibi temel değişkenlerin optimizasyonu gerekmektedir.  Söz konusu bu parametreler 

monolitik kolonların fiziksel ve kimyasal bileşimi ile ilgilidir. Bu çalışmada, 100 µm iç 

çaplı, 30 cm uzunluğunda NMM içeren monolitik kolon hazırlamak için farklı oranlarda 

monomer ve porojen içeren, polimer karışımı hazırlanmıştır.  Porojen sistemi olarak 

Cyclohexanol %37,85 (v:v), 1-Dodecanol %37,85 (v:v) kullanılmıştır.  NMM bu porojen 

sisteminde homojen bir şekilde çözünmüş ve hazırlanan polimer solüsyonu daha önce 

silanlanmış boş kolonun içine doldurulmuştur. Polimerleşmenin gerçekleşmesi için 

dolum yapılan kolon 75°C’de 4 saat su banyosunda bekletilmiştir.  Hazırlanan NMM 

içerikli monolitik kolonun akıştan önce ve akıştan sonra optik mikroskopta polimer 

yapısının görüntüleri alınmıştır ve görüntülerde polimerleşmenin iyi olduğu 

gözlemlenmiştir (Şekil 5.2).   
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NMM monolitik kolonun mekanik stabilitesi, nano-LC sisteminde %90/10 (v/v) 

ACN/H2O mobil fazı ile farklı akışlarda kolon geri basıncının (ΔP) ölçülmesi ile 

değerlendirilmiştir (Şekil 5.3).  Kolonun akış hızının arttırılması ile geri basınç artmıştır.  

Bu artışın doğrusal olarak gerçekleştiği gözlemlenmiştir.  Akış hızı ve kolon geri basıncı 

arasındaki ilişkiyi gösteren R
2
 değeri 0,9993 olarak tespit edilmiştir.  

 

 

 

 

Şekil 5.3.  NMM monolitik kolonun geri basıncına karşı akış hızının kalibrasyon grafiği.  (Kromotografik 

koşullar mobil faz: % 90 ACN, %10 H2O (v/v ), injeksiyon hacmi 0,02 µl, dalga boyu 200 nm, kolon iç 

çapı 100µm, kolon uzunluğu 30 cm)   

 

Şekil 5.2.  NMM içerikli monolitik kolonun akıştan önce (a) ve akıştan sonra (b) mikroskop görüntüleri 

y= 48,429x + 0,2667 

R
2
= 0,9993 
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Kolonun morfolojik yapısını değerlendirmek için SEM analizi yapılmıştır.  SEM analiz 

sonucunda kolonda iyi bir homojenizasyon gözlenmiştir.  Şekil 5.4’de NMM monolitik 

kolonunun iki farklı büyütme seviyesindeki SEM görüntülerini gösterilmiştir.  Şekil 5.4 

A'da gösterildiği gibi, polimer kolon yüzeyi üzerinde sıkı bir şekilde kaplanırken, 100 

nm'den küçük nano kürecikler elde edilmiştir (Şekil 5.4 B).  Monolitlerin gözenek yapısı 

ayırma performansını etkilerken, mezo gözeneklerin eksikliği numunenin aşırı 

yüklenmesine neden olmaktadır.   

 

SEM görüntülerinde gösterildiği gibi birbirine bağlı makro gözenekler, proteinler gibi 

hem küçük hem de büyük moleküller için hızlı kütle transferine izin verebilmektedir.   

 

 

 

Şekil 5.4.  NMM monolitik kolonun A (5000x ) ve B (10000x) büyütmeli SEM görüntüleri 

 

Kolonunun, hidrofobik etkileşim davranışının değerlendirilmesinde, metilbenzen, 

etilbenzen, propilbenzen, butilbenzen ve pentilbenzen gibi polar olmayan alkil benzen 

türevleri (ABs) ile urasil kullanılmıştır.  ABs analizi nano-LC sisteminde NMM monolit 

kolon kullanılarak yapılmıştır.  Bu ayırımda kromatografik koşullar, %90/10 ACN/H2O 

(v/v ), akış hızı 800 nL/dk, injeksiyon hacmi 0,02 µl, dalga boyu 200 nm şeklinde 

oluşturulmuştur (Şekil 5.5).  ABs’ler yüksek ACN (%90) içerikli hareketli faz 

kullanılddığında iyi ayrım göstermiştir.  Bu bilgiler doğrultusunda NMM monolit 

kolonun hidrofobisitesinin yüksek olduğu belirlenmiştir.  Kromatografik ayırımda pik 



32 

 

sıralaması toluen, etilbenzen, propilenzen, butilbenzen ve pentilbenzen şeklinde 

gözlemlenmiştir (Şekil 5.5).   

 

 

 

Şekil 5.5. NMM monolit kolonunda alkilbenzen kromatogramı ayrımı. Kromotografik koşullar mobil faz % 

90/10 ACN/H2O (v/v ), akış hızı 800 nL/dk, injeksiyon hacmi 0,02 µl, dalga boyu 200 nm, kolon iç çapı 

100µm, kolon uzunluğu 30 cm. Pik sıralaması 1) urasil, 2) metilbenzen, 3) etilbenzen, 4) propilbenzen, 5) 

butilbenzen ve 6) pentilbenzen   

 

5.3.  Nano-LC Sisteminde BPA Tayini İçin Metod Geliştirilmesi   

 

NMM içerikli monolitik kolon kullanılarak, BPA’nın nano-LC sisteminde analizi 

yapılmıştır.  Öncelikle kromatografik koşulları optimize edilmiştir.  Burada opmizasyon 

çalışmaları özellikle BPA’nın hidrofobik karakteri dikkate alınarak ters-faz 

kromatografik koşullarda yapılmıştır.  ProFlow nano-LC sisteminde NMM monoliti 

kullanılarak blank solüsyon ve BPA içeren solüsyon sisteme verilmiştir ve en etkin 
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sonuçlar 1000 nL/dk akışta elde edilmiştir.  Farklı konsantrasyonlarda BPA çözeltileri 

hazırlanmıştır nano-LC de analiz edilmiştir (Şekil 5.6).  Analiz UV-VIS dedektörde 200 

nm dalga boyunda, 0,02 µL injeksiyon hacminde, 1000 nL/dk akışta 15 dakikada 

yapılmıştır.  NMM içerikli monolitik kolonda BPA ayrımının iyi olduğu gözlemlenmiştir.  

Blank solüsyonda pik gözlenmezken 100 ppm konsantrasyonundaki BPA çözeltisine ait 

belirgin kromatogram elde edilmiştir (Şekil 5.6).   

 

 

 

Şekil 5.6.  BPA blank ve 100 ppm BPA kromatogramı.  Kromotografik koşullar: mobil faz A %50/50 

ACN/H2O (v/v ), mobil faz B %85/15 ACN/H2 O (v/v ), akış hızı 1000 nL/dk, injeksiyon hacmi 0,02 µl, 

dalga boyu 200 nm   
 

5.4.  Baldan BPA Tayini   

 

Ekstrakte edilen bal örneklerinde BPA analizi UV dedektörüne bağlı ProFlow-nano-LC-

UV sisteminde yapılmıştır.  NMM monolitik kolonun (100 µm i.d. × 30 cm’lik) 

kullanıldığı analizler, 0,02 µl injeksiyon hacminde ve 200 nm dalga boyunda, %78/22 

ACN/H2O mobil faz oranında 1000 nL/dk akış hızında 15 dakikada tamamlanmıştır. 
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Hazırlanan monolitik kolon kullanılarak, nano-LC yöntemi ile BPA’nın, gözlenebilme 

sınırını (LOD) ve alt tayin sınırını (LOQ) belirlemek amacıyla, blank numunelerine 0,02-

5000 μg/kg konsantrasyonlarında BPA eklenmiştir. LOD ve LOQ değerleri sırasıyla 

0,02µg/L ve 0,58 µg/L saptanmıştır. Yüzde bağıl standart sapma (%RSD) değeri ise, gün 

içi ve günler arası tekrarlanabilirlik değerlerinde sırasıyla 2,1 ve 1,8 olarak belirlenmiştir 

(Tablo 5.1). 

 

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

 

Analit  
  

LOD  
µg/L  
  

LOQ  
µg/L  
  

   R2
  

  
Precision (RSD %)a

  

Inter day                    Intra day  

BPA  0,02  0,58  0,9990   1,8                                2,1  

LOD: gözlenebilme sınırı, LOQ: alt tayin sınırı,  a) RSD: Bağıl standart sapma (n=5). 

 

 

Potortì ve ark. (2023), baldaki BPA ve türevlerini belirlemek amacıyla UHPLC-MS/MS 

sisteminde analiz yapmışlardır. Blank örneklerde BPA için LOD ve LOQ değerlerini 

sırasıyla 0,45 ve 1,5 tespit etmişlerdir.  

 

Ding ve ark. (2024), katı faz ekstraksiyon-HPLC-DAD sisteminde baldaki östrojenleri 

analiz etmişlerdir. Çalışmalarında BPA için LOD ve LOQ değerlerini sırasıyla 0,005 

µg/g ve 0,0165 µg/g bulmuştur. Yüzde bağıl standart sapma (%RSD) değerini ise, gün içi 

ve günler arası tekrarlanabilirlik değerlerinde sırasıyla 4,1 ve 5,0 olarak saptamışlardır. 

 

Tu ve ark. (2024), bal mumunda BPA belirlemek amacıyla HPLC-floresan deteksiyon 

sisteminde analiz yapmışlardır. Araştırmalarında, BPA için LOD ve LOQ değerlerini 

sırasıyla 10 µg/g ve 30 µg/g belirlemişlerdir. Yüzde bağıl standart sapma (%RSD) 

değerini ise, gün içi ve günler arası tekrarlanabilirlik değerlerinde sırasıyla 3,45 ve 5,19 

belirlemişlerdir. 

 

Çalışmamızda NMM monolitik kolon kullanılarak ekstrakte edilen 13 bal örneğinin 

beşinde 2,5±0,27  µg/L -12,47±0,84 µg/L arasında değişen konsantrasyonlarda BPA 

tespit edilmiştir (Tablo 5.2).  Şekil 5.7’de BPA tespit edilen bal örneklerine ait 

kromatogramlar gösterilmektedir. 
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Tablo 5.2. Bal örneklerine ait BPA analiz sonucu 

 

Bal   A1  

  

A2  

  

B1  B2  B3   B4  K  S  

  

BO  

  

Sİ  

  

ÇT  

  

MT  BT  

BPA  

(µg/L)  

  

-  

  

5,7±0,41  

  

-  

  

-  

  

2,5±0,27  

  

4,24±0,81  

  

6,3±0,65  

  

12,47±0,84  

 

-  

 

-  

 

-  

 

-  

 

-  

(-)detekte edilmedi. 

 

 

 

Şekil 5.7. A2,B3, B4, K ve S bal örneklerine ait BPA kromatogramı.  Kromotografik koşullar: mobil faz A 

%50/50 ACN/H2O (v/v ), mobil faz B %85/15 ACN/H2O (v/v ), akış hızı 1000 nL/dk, injeksiyon hacmi 

0,02 µl, dalga boyu 200 nm 

 

Toplam 13 bal örneğinin 2 tanesi (S ve Sİ kodlu örnekler) salgı balı diğer örnekler ise 

çiçek balıdır. Salgı ballarında S kodlu örnekte plastik Sİ kodlu örnek ise cam ambalajda 

paketlenmiştir. Plastik ambalajda muhafaza edilen S kodlu örnekte 12,47±0,84 µg/L 

konsantrasyonunda BPA tespit edilmiştir. Cam ambalajda satışa sunulan Sİ kodlu salgı 

balında ise BPA tespit edilmemiştir. Çicek ballarından BT, MT petek balı teneke, ÇT 

petek balı plastik, A1, B4, BO süzme çiçek balları cam, A2, B1, B2, B3 ve K süzme 

çiçek balı örnekleri ise plastik ambalajda paketlenmiştir. Çicek ballarından A2, B3, B4 ve 

K kodlu örneklerde sırasıyla 5,7±0,4 µg/L, 2,5±0,27 µg/L, 4,24±0,81 µg/L ve 6,3±0,65 

µg/L konsantrasyonlarında BPA saptanmıştır. Çicek ballarında en yüksek BPA cam 

kavanozda ambalajlanmış K kodlu süzme bal örneğinde en düşüğü ise yine cam 

kavanozda muhafaza edilen B3 kodlu süzme bal örneğinde saptanmıştır. Plastik 
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ambalajda muhafaza edilen ballardan salgı balında tespit edilen BPA miktarının çiçek 

balında tespit edilen miktardan daha fazla olduğu belirlenmiştir.  BPA ile kirlenmenin en 

fazla plastik ambalajda paketlenen salgı balında olduğu tespit edilmiştir. Petek ballarda 

BPA belirlenmemiştir. Bu sonuçlar doğrultusunda balın muhafaza edildiği ambalaj 

türünün BPA bulaşışını etkilediği gözlemlenmiştir.   

 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda, doğallığı ve saflığı ile bilinen bal örneklerinde de BPA 

tespit edilmiştir (Inoue ve ark., 2003; Česen ve ark., 2016).  Balda BPA’nın tespitine 

yönelik ilk çalışma Inoue ve ark., (2003) tarafından yapılmış olup plastik kap içeren bal 

örneklerinde BPA yüzdesini (%16,4) cam kap içeren örneklere (%14,5) göre daha fazla 

tespit etmişlerdir.  Başka bir çalışmada ise Česen ve ark., (2016), analiz ettikleri 36 bal 

örneğinde 0,364 ile 107 ng/g arasında BPA saptamışlardır.  Balın plastik ambalajlarda 

muhafaza edilmesi, yine son yıllarda sıcak yaz mevsimlerinde balmumunun erimesi 

sonucu mahsul kaybı riskini azaltmak için plastik peteklerin kullanımının yaygınlaşması 

gibi çeşitli nedenlerden dolayı bal örneklerine BPA bulaşı olmaktadır.  Bu nedenle, 

BPA'nın kaplardan yani ambalaj materyallerinden veya plastik peteklerden, bal 

örneklerine migrasyonu göz önüne alındığında, bal numunelerindeki BPA'nın insan 

sağlığına yönelik potansiyel tehdidi göz ardı 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 

yapmışlardır. Tiaan ve ark. (2018), balda 0.003-0.01 mg/kg aralığında BPA tespit 

etmişlerdir (Tiaan ve ark., 2018).  Potortì ve ark. (2023) ise UHPLC-MS/MS sistemini 

kullanarak bal örneklerinde 16,50-4,64 µg/L aralığında BPA saptamışlardır.  
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6.  SONUÇLAR VE ÖNERİLER   

 

 

 

 Bu çalışmada BPA nano-LC sisteminde NMM monolitik kolon kullanılarak 

metod geliştirilmiş ve bal numunelerinde uygulaması yapılmıştır.  

 NMM monolitik kolonun iç çapı 100 µm ve 30 cm uzunluğundadır.  

 Monolit içerisinde polimerleşinin izlenmesi için akış öncesi ve akış sonrası optik 

mikroskop görüntüleri ve kolonun morfolojik yapısını değerlendirmek için SEM 

analizi görüntüleri incelenmiştir.   

 SEM analiz sonucunda kolondaki monolitin yapının homojen dağılım gösterdiği 

belirlenmiştir.   

 Nano-LC sisteminde NMM monolitik kolonun geri basıncına karşı akış hızının 

kalibrasyonu için mobil faz: % 80 ACN, %20 H2O (v/v ), injeksiyon hacmi 0,02 

µl, dalga boyu 200 nm de farklı akışlarda kolon geri basıncının (ΔP) ölçülmesi ile 

değerlendirilmiştir. Akış hızı ve kolon geri basıncı arasındaki ilişkiyi ifade eden 

R
2
 değeri 0,9993 olarak bulunmuştur.   

 Hidrofobik kolonunun etkileşme davranışının değerlendirilmesinde alkil 

benzenlerin kromatogramına bakılmıştır.  Alkil benzenler NMM monolit kolonda 

kromatografik ayrımı % 90 ACN, % 10 H2O (v/v ), akış hızı 1000 nL/dk, 

injeksiyon hacmi 0,02 µl, dalga boyu 200 nm de yapılmış ve pik sıralaması 1) 

urasil, 2) metilbenzen, 3) etilbenzen, 4) propilbenzen, 5) butilbenzen ve 6) 

pentilbenzen olarak belirlenmiştir.  

 NMM monolitik kolon kullanılarak, BPA‘in nano-LC sisteminde analizi 

yapılmıştır.  BPA standartından hazırlanan farklı konsantrasyonlardaki 

çözeltilerin nano-LC de analizi yapılmıştır. Blank solüsyonda herhangi bir pik 

gözlenlenmezken 100 ppm konsantrasyonundaki BPA çözeltisinde ait pik etkin 

olarak kromatogramda gözlemlenmiştir.   

 İkisi süzme salgı bal, üçü petek bal, sekizi süzme çiçek bal olmak üzere toplamda 

13 bal örneğinde BPA analizi yapılmıştır. Bal örneklerinden biri süzme salgı, biri 

petek ve beşi süzme çiçek balı olmak üzere 7 bal plastik ambalajda satışa 

sunulmuştu.  Plastik ambalajda satışa sunulan bu bal örneklerinde petek olanında 
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BPA tespit edilmemiştir. En yüksek BPA miktarı ise salgı balında (12,47±0,84 

µg/L ) tespit edilmiştir.  

 Cam ambalajda muhaza edilen 3 bal örneğinden sadece bir tanesinde BPA 

(4,24±0,81 µg/L) belirlenmiştir. 

 Teneke kutularda muhafaza edilen petek ballarda ise BPA belirlenmemiştir. 

 Plastik ambalajlarda muhafaza edilen bal örneklerinde BPA bulaşma riskinin 

diğer ambalaj materyallerine (cam ve teneke kutu) göre daha fazla olduğu tespit 

edilmiştir. 

NMM içerikli monolitik kolon ile Nano-LC sisteminde, baldaki BPA bulaşısı hassas, 

hızlı ve güvenilir bir şekilde tespit edilmiştir. Bu çalışma kapsamında geliştirilen NMM 

kolon ile hidrofobik özellikteki farklı gıda bileşenlerinin, gıda kirleticilerinin vb. Nano-

LC sisteminde analizi yapılabilir. 
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