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OZET

Yiksek Lisans Tezi

IDRARDA FITALAT ESTER METABOLITLERININ TAYINI ICIN MOLEKULER
BASKILANMIS POLIMER TEMELLI KATI FAZ EKSTRAKSIYON METODUNUN
GELISTIRILMES]

Melike KUCUK

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Elif TUMAY OZER

Bu calismada, idrardaki monoetil fitalat (MEP), mono-n-biitil fitalat (MnBP) ve mono-
(2-etilheksil) (MEHP) fitalat monoesterlerinin gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi
(GC-MY) ile tayini i¢in molekiiler baskilanmis polimer temelli bir kat1 faz ekstraksiyon
metodu gelistirildi. Fonksiyonel monomerin metakriloil-amido-L-triptofan metil esteri
(MATrp), capraz baglayicinin etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), baglaticinin 2,2'-
azobis(izobutironitril) (AIBN) ve dietil fitalatin (DEP) taklit (dummy) kalip molekiil
olarak kullanildig1 poli[(EGDMA-MATTrp)] mikrokiireleri siispansiyon polimerizasyon
teknigi ile sentezlendi. DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiireler infrared
spektroskopisi (FTIR), taramali elektron mikroskobu (SEM), Brunauer-Emmett-Teller
(BET) ve X-1s1m1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) teknikleri ile karakterize edildi.
Sentezlenen mikrokiireler kullanilarak kat1 faz ekstraksiyon (SPE) kartuslar1 hazirlandi.
Hazirlanan mikrokiirelerin kati faz ekstraksiyon malzemesi olarak kullanilmasiyla
gelistirilen metot optimize edildi. Gelistirilen yeni tayin metoduna iligskin gozlenebilme
smirt (GS), tayin smrt (TS), dogrusal caligma araligi, giinler i¢i ve glinler arasi
tekrarlanabilirlik gibi analitik parametreler belirlendi. ilgili fitalat monoesterler icin GS
ve TS degerleri sirasiyla 0,04-1,20 ug/L ve 0,15-4,01 pg/L araliginda bulundu.
Korelasyon katsayis1 kareleri degerleri 0,9778-0,9993 araliginda, yiizde bagil standart
sapma (%BSS) verileri giin i¢i calismalar i¢in 1,10-2,29 ve glinler arasi ¢alismalar i¢in
4,49-9,34 araliginda bulundu. Optimize edilen SPE kosullarinda, yeni hazirlanan SPE
kartusu ticari OASIS HLB kartusuyla karsilastirildi. Son olarak, insan idrar 6rnekleriyle
caligilarak metodun gercek orneklere uygulanabilirligi belirlendi. Sonug olarak fitalat
monoesterlerin (MEP, MnBP ve MEHP) tayin i¢in yeni bir SPE metodu gelistirildi.

Anahtar Kelimeler: Fitalat monoesteri, molekiiler baskilama, kati faz ekstraksiyon,
gaz kromatografisi

2023, xv + 113 sayfa.
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ABSTRACT

MSc Thesis

DEVELOPMENT OF MOLECULARLY IMPRINTED POLYMER-BASED SOLID
PHASE EXTRACTION METHOD FOR THE DETERMINATION OF PHTHALATE
ESTER METABOLITES IN URINE

Melike KUCUK

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Elif TUMAY OZER

In this study, a molecularly imprinted polymer-based solid phase extraction method was
developed for the determination of monoethyl phthalate (MEP), mono-n-butyl phthalate
(MnBP) and mono-(2-ethylhexyl) (MEHP) phthalate monoesters in urine by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Methacryloyl-amido-L-tryptophan
methyl ester of functional monomer (MATrp), crosslinker ethylene glycol
dimethacrylate (EGDMA), initiator 2,2'-azobis(isobutyronitrile) (AIBN) and diethyl
phthalate (DEP) as dummy template molecule poly[(EGDMA-MATrp)] microspheres
were synthesized by suspension polymerization technique. DEP-imprinted
poly[(EGDMA-MATTp)] microspheres were characterized by infrared spectroscopy
(FTIR), scanning electron microscopy (SEM), Brunauer-Emmett-Teller (BET) and X-
ray photoelectron spectroscopy (XPS) techniques. Solid phase extraction (SPE)
cartridges were prepared using synthesized microspheres. The developed method was
optimized by using the prepared microspheres as solid phase extraction material.
Analytical parameters such as limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ),
linear range, intra-day and inter-day repeatability were determined for the new detection
method developed. LOD and LOQ values were found in the range of 0,04-1,20 pg/L
and 0,15-4,01 pg/L for respective phthalate monoesters, respectively. The squares of the
correlation coefficient were in the range of 0.9778-0.9993, the relative standard
deviation (%RSD) values were found in the range of 1.10-2.29 for intra-day and 4.49-
9.34 for inter-day studies. Under optimized SPE conditions, the novel prepared SPE
cartridge was compared to the commercial OASIS HLB cartridge. Finally, the
applicability of the method to real samples was determined by working with human
urine samples. As a result, a new SPE method was developed for determination of
phthalate monoesters.

Key words: Phthalate monoester, molecular imprinting, solid phase extraction, gas
chromatography

2023, xv + 113 pages.
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UHPLC Ultra yiiksek performansli sivi kromatografisi
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1. GIRIS

[lk olarak 1990°da baslayan ve 2003 yilinda biten insan genom projesinin
gerceklesmesiyle ekspozom adi verilen bir kavram ortaya konmustur. Bu projede
arastirmacilar genetik haritanin %99,9’nun ¢oziildiiglinii bildirseler de giiniimiizde
bircok kronik hastalifin olusumuna neden olan etmenlerin %70-90’mnin ¢evresel
etmenlerden kaynaklandigi bilinmektedir. Cevresel maruziyetler; viicuda alinan
kimyasallara ek olarak viicudun kendisi tarafindan {iretilen kimyasallara ait
metabolitlerin de bu konu altinda degerlendirilmesini gerekmektedir. Ekspozom
kavrami ilk olarak 2005 yilinda Chris Wild tarafindan ortaya konulmustur ve o
zamandan beri ¢esitli beslenme, yasam tarzi, cevresel kimyasallar ve biyolojik
toksinlere maruz kalmanin biitiinsel ve kapsamli karakterizasyonu i¢in yeni bir yaklagim
olarak biiyiik ilgi gérmiistiir (Wild, 2005). Wild ekspozomu; dogum o6ncesi donemden
itibaren yasam boyu maruz kalinan etmenlerin (yasam bi¢imlerinden kaynakli etmenler
dahil) tamami olarak tanimlamistir. Bir bireyin maruziyeti dogumdan Once
baslamaktadir. Cevremiz, beslenme ve yasam tarzimiz gibi etmenlerle kendi benzersiz
genetik, fizyolojik ve epigenetik Ozelliklerimizin bir araya gelmesiyle kisiler ya da
popiilasyonlara 0zgii sonucglar ortaya c¢ikmaktadir. Bu da giiglii biyo-izleme

(biomonitoring) caligmalarinin gereksinimi ortaya koymustur.

Insan biyo-izleme, g¢evresel kimyasallarin ve metabolitlerinin, insan &rneklerindeki
donilisiim iirtinlerinin ve maruziyet seviyelerinin dogrudan 6l¢limii i¢in son teknoloji
irtiinli bir semadir. Ayrica biyo-izleme calismalari, herhangi bir potansiyel saglik
tehlikesi i¢in ¢evresel kimyasallarin mevcut maruziyet seviyelerini, kiimiilatif gilinliik
alimlarin1 ve esik degerlerini belirlemek i¢in oldukca faydalidir (Arnold vd., 2013;
Asimakopoulos vd., 2014; Karthikraj ve Kannan, 2018). Biyo-izleme ¢alismalari, sosyal
stres faktOrlerini hesaba katarak, belirli bir kiside ¢evresel faktorlere kiimiilatif maruz
kalmanin olumsuz saglik etkilerini yorumlamak i¢in epidemiyolojik ve klinik verilerle
birlestiren “Ekspozom” arastirmalarinin hayati bilesenlerinden biridir (Kim ve

Karthikraj, 2021).

Ekspozom bilesiklerin bir grubu olan endokrin bozucular; endokrin sistemin gelisimi ve

fonksiyonunu degistiren, ekzojen madde veya madde karigimlaridir. Bu maddeler,



hormonlarin {iretim, salinim, baglanma, tasinma, aktivite, yikim ve viicuttan atilimlari
tizerine etki etmektedirler. Endokrin bozucular bir¢ok alanda sik¢a kullanilan kimyasal
maddelerdir. Endokrin bozucu kimyasallardan bazilari; perflorokimyasallar, pestisitler,

bisfenol A ve fitalatlardir.

Genellikle fitalatlar olarak bilinen fitalat diesterler, 1,2-benzendikarboksilik asidin
dialkil esterinden olusmaktadir. Bu bilesikler; kozmetikde, parfiimler ve losyonlar gibi
bircok kisisel bakim iirlinlerinde, farmasotik {riinlerde, ingaat malzemelerinde,
boyalarda, yer dosemelerinde ve duvar kaplamalarinda, elektronik ve tibbi cihazlarda,
gida ambalaj malzemeleri gibi birgok tiiketici iirliniinde kullanilmaktadirlar. Bu
maddelerin yaygin kullanimi nedeniyle maruziyet riski yasamin her alaninda
bulunmaktadir.  Fitalatlar, bulunduklar1 matriks ortamina kimyasal olarak
baglanmadiklar1 i¢in ¢evreye migrasyonu kolaylikla gerceklesmektedir. Bu nedenle,
iirlinlerin ylizeyine ve ayrica bu ylizeylerle temas halinde olan yiyecek ve iceceklere
serbestce gecebilmektedirler. Sonug¢ olarak, bu onlarin ¢evreye yaygin bir sekilde
dagilmasina yol agmaktadir. Solunum, sindirim, dermal absorpsiyon ve hatta intravenz
yolla insan maruziyetinin kolay bir kaynagini olustururlar (Hogberg vd., 2008; Orecchio

vd., 2014; Bao vd., 2015; Giovanoulis vd., 2018; Li ve Suh, 2019).

Insanlarin fitalat diesterlerine maruz kalmasi ile bir serbest reaktif fonksiyonel
karboksilik asit ve bir ester grubundan olusan monoester formlarma hizla hidrolize
olurlar. Diester fitalatlarin bir¢ok dokuda bulunan enzimler tarafindan monoesterlere
metabolize edildigi bilinmektedir. Agizdan almman diester fitalatlar, ince bagirsak
duvarindaki esterazlar ve pankreas lipazlari tarafindan kantitatif olarak hidrolize edildigi
genel olarak kabul edilmektedir (Lake vd., 1977; Rowland vd., 1977; Niino vd., 2002).
Diisilk molekiiler agirlikli diester fitalatlarin (6rnegin dietil fitalat) metabolizmasi
hidrolitik monoester formu ile sona erer. Bununla birlikte, daha yiiksek molekiiler
agirlikl fitalatlarin (6rnegin, di- (2-etilheksil) fitalat gibi) metabolizmasi daha hidrofilik
olan oksidatif {riinlere (alkil zincirinin oksidasyonu) doniisiimle devam etmektedir.
Monoesterler ve oksidatif metabolitleri, dogrudan idrarla veya glukuronik asit ile
konjuge formda (faz II biyotransformasyon reaksiyonlar1) atilabilir. Bu reaksiyonlar
sudaki ¢Oziiniirliklerini ve dolayisiyla idrardan atilimini arttirmaktadirlar (Nuti vd.,

2005; Calafat ve McKee, 2006; Mose vd., 2007; Hogberg vd., 2008; Kondo vd., 2010).



Fitalatlar biyolojik olarak kalici degildirler. Hidroliz ve oksidasyon metabolitleri,
maruziyetten sonraki 6-24 saat i¢inde idrar yoluyla viicuttan atilirlar. Genel olarak,
polar ve kisa zincirli fitalatlar, sudaki ¢oziiniirliikkleri nispeten yiiksek oldugu icin
hidrofilik grup olarak glukuronid konjugasyonuna ugramadan, direkt monoester
formunda atilabilir. Bunun aksine, uzun zincirli fitalatlar genel olarak konjuge
metabolitler olarak atilirlar. Bu nedenle, konjuge ve serbest metabolitler farkli
popiilasyon gruplarinda maruz kalma modellerinin izlenmesine yardimeci uygun
biyobelirtegler olduklarindan, bu bilesiklerin idrarda Olgiimii Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezleri tarafindan maruziyetin degerlendirilmesini saglamak igin
onerilmistir (Elliani vd., 2020). Insanlarda fitalat maruziyetinin izlenmesi igin en
siklikla tercih edilen matriks idrardir, ¢ilinkii non-invaziv Ornekleme sayesinde
toplanmasi nispeten kolay ve metabolit konsantrasyonlar1 diger drneklere gore daha

yiiksektir (Calafat vd., 2013).

Insanlarda fitalat maruziyeti ve risk degerlendirmesi iizerine yapilan calismalarda,
oncelikle test edilen numunelerdeki fitalat metabolit derisimlerinin tayin edilmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in hassas ve giivenilir analitik prosediirlere ihtiya¢ vardir.
Numune hazirlama, insan biyobelirte¢ ¢calismalar1 dahil olmak iizere analitik kimyadaki
en 6nemli adimlardan biridir. Biyobelirte¢ olarak diester bilesikleri yerine, monoester
metabolitlerinin belirlenmesi, epidemiyolojik calismalarda cesitli fitalatlara goreceli
maruziyetleri karsilagtirmay1 amaglamaktadir (Mose vd., 2007; Frederiksen vd., 2007;
Tranfo vd., 2012).

Literatiirde, biyolojik ve ¢evresel 6rnekler (serum, idrar, tiikiiriik, seminal plazma, anne
siitli, sperm vb.) gibi cesitli matrislerde fitalat monoesterlerinin tayini i¢in bircok
analitik metodoloji bulunmaktadir (Mose vd., 2007; Guo vd., 2010; Bamai vd., 2015;
Nassan vd., 2017; Del Bubba vd., 2018). Bu metabolitlerin tayini genellikle gaz ve sivi
kromatografisi gibi yontemler kullanilarak gerceklestirilmektedir. Gaz kromatografisi
ya da s1v1 kromatografisi tekniklerinin duyarliligi, farki detektorler kullanilarak arttirilsa
da biyolojik matrikslerde en yiiksek monoester metabolit degerleri genel olarak ppb
seviyesinde oldugu i¢in enstriimental analiz 6ncesi bazi 6rnek hazirlama ve deristirme
(zenginlestirme) tekniklerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ornek hazirlama metotlarinin temel

hedefleri; (1) analitin matriks ortamindan ayrilmasi ve (2) diisiik derisimlerdeki analitin



zenginlestirilmesidir. Fitalat metabolitlerinin tayininde kullanilan 6rnek hazirlama
metotlar1 matriks ve analite gore farkliliklar gostersede; genel olarak sivi-sivi
ekstraksiyon (LLE), s1vi-sivi mikro ekstraksiyon (LLME), kat1 faz ekstraksiyonu (SPE)
ve kat1 faz mikroekstraksiyonu (SPME)’dur.

Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE), fitalat metabolitlerinin idrardaki tayini i¢in en yaygin
olarak kullanilan 6rnek hazirlama metodudur. SPE, iki farkli faz i¢in hedef analitlerin
farkl afinitesine dayanmaktadir. SPE’de Oncelikle sorbentin, analitlerin ¢oziindiigii bir
¢oziicii veya ¢oziicii karigimi ile sartlandirilmasi yapilir. Ardindan, sivi numune veya bir
stvi numune ekstrakti kartusa yiiklenmektedir. Genellikle, hedef analitler 6rnek
matriksin diger bilesenleri ile birlikte tutulmaktadir. Matriks bilesenleri bir yikama
¢Oziiclisii uygulanarak uzaklastirilabilir. Son olarak, analitler uygun bir ¢dziiciiniin
kiicik bir hacmi ile eliie edilmektedir. En yaygin kullanilan kat1 fazlar, ticari olarak
temin edilebilen oktadesil (C18) silika, develosil (C30) silika, polistiren-divinilbenzen
kopolimerleri, HLB (hidrofilik(N-vinilprolidon) /lipofilik (divinil benzen) karisimi)
kartuslar ve grafitlenmis karbon siyahidir (Holm vd.; 2004; Kondo vd., 2010; Ros vd.,
2015; Yao vd., 2018a). Basit kullanimini nedeniyle SPE c¢esitli 6rneklerdeki

metabolitlerin analizinde yaygin olarak kullanilan bir teknik haline getirmistir.

Son donemde, ticari adsorbenlerin yerine daha {istiin 6zelliklere sahip (secicilik, afinite ve
artmig yiizey alani, manyetik alan uygulanarak adsorbanin uzaklastirilmasi vb.) mikro ya
da nanoboyutta adsorbanlarin sentezi ve SPE materyali olarak kullanilmasina iligkin
calismalar da rapor edilmektedir. Bu caligmalarin ortak amaci fitalat metabolitlerinin
tayininde daha iyi bir tekrarlanabilirlik ve segicilik saglanmasi, daha diisiik tayin
limitlerine ulagabilmesi ve adsorbanin etkinligini kaybetmeden tekrar kullanimi ile
maliyetin  digiiriilmesidir. Dogada gerceklesen bagisiklik yanit, ligand-reseptor
etkilesimi ve enzim katalizi gibi bir¢cok biyolojik olaydaki molekiiler tanima olayini
temel alan aragtirmacilar; daha iyi, daha segici ve hassas analitik ¢aligmalar yapabilmek
icin dogada gerceklesen secici tanima olaylarini, sentetik reseptorler hazirlamak igin
kullanarak “molekiiler baskilama” olarak bilinen yeni bir alanin dogmasina neden
olmuslardir. Molekiiler baskilama teknigi, bir kalip molekiilii etrafinda fonksiyonel
monomerlerin kovalent veya non-kovalent etkilesimlerle diizenlenmesi ve sonrasinda

uygun bir islem stireci ile kimyasal fonksiyona sahip kat1 malzemelerin olusturulmasini



amacglamaktadir. Islem sonrasinda kalip molekiiliin uzaklastirilmas: ile yapida kalip
molekiile 6zgii bosluk bdlgeleri olusmakta ve ayirma, kimyasal tayin ve kataliz gibi
islemler icin ideal bir malzeme elde edilmektedir (Wulff, 1995; Mosbach ve Ramstrom,
1996). Molekiiler baskilama teknigi, kalip molekiiller yoluyla sentetik polimerlerde
spesifik tanima bolgeleri olusturmaktadir. Cevre, ilag ve biyoteknoloji alanlarinda hizli
ve verimli yeni yontemlere siirekli ihtiya¢ duyulmasi, aragtirmacilari, daha iyi, daha
secici ve duyarli analitik caligmalarin yapilmasina yoneltmistir. Molekiiler tanima
temeline dayanan ayirma sistemleri arasinda "Molekiiler Baskilama" yontemi ile
hazirlanan tasiyicilar, hedef molekiile olan yiiksek secicilikleri nedeniyle olduk¢a iimit

vaat etmektedirler.

Bu tez caligmasinda, giinliik yasantimizda farkli yollarla maruz kaldigimiz diester
fitalatlarin biyobelirte¢leri olan {i¢ fitalat monoesterinin (monoetil fitalat (MEP), mono-
n-biitil fitalat (MBP) ve monoetilheksil fitalatin (MEHP)) idrarda GC-MS ile tayini
oncesinde zenginlestirilmesi i¢in molekiiler baskilanmis polimer temelli bir kat1 faz
ekstraksiyon metodu gelistirildi. Kat1 faz ekstraksiyon (SPE) materyali olarak dietil
fitalatin (DEP) taklit (dummy) kalip molekiil olarak kullanildig1 molekiiler baskilanmig
poli(etilen glikol dimetakrilat-metakriloil-amido-triptofan metil ester) poli[(EGDMA-
MATrp)] mikrokiireler siispansiyon polimerizasyon teknigi ile sentezlendi.
Poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiireleri FTIR, SEM, BET ve XPS teknikleri ile
karakterize edildi. Sentezlenen mikrokiireler kullanilarak hazirlanan SPE kartusunun
belirlenen ii¢ fitalat monoesterinin (MEP, MBP ve MEHP) GC-MS analizi dncesinde
zenginlestirilmesindeki etkinligi, hazirlanan SPE kartusunun ayirma sartlarinin
optimizasyonu, metodun kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasi, gozlenebilme ve tayin
siirlarinin belirlenmesi, giin i¢i ve gilinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismalart ile metot
validasyonunun yapilmasi ile belirlendi. Ayrica sentezlenen molekiiler baskilanmis
mikrokiirelerin ii¢ fitalat metabolitinin tayinindeki tekrar kullanilabilirligi ile gercek
idrar Orneklerinde s6z konusu {i¢ metabolitin tayininde uygulanabilirligi belirlendi.
Sonug olarak, bu calisma ile ii¢ fitalat monoester metabolitinin (MEP, MBP ve MEHP)

analizi i¢in yeni bir SPE metodu gelistirildi.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Endokrin Bozucular

Endokrin bozucular, hormonal eyleme miidahale eden veya engelleyebilen eksojen
kimyasallardir (Zoeller vd., 2012). Bunlar, dogal hormonlarin iiretimini, salinimini,
metabolizmasini engelleyebilir veya dogal hormonlarn taklit edebilirler (Tabb ve
Blumberg, 2006). Endokrin bozucular, dogal olarak olusan (6rn. fitodstrojen) ve
sentezlenenler (6rn. Bisfenol A, pestisit ve fitalat vb.) olmak iizere iki kategoriye
ayrilabilirler (Diamanti-Kandarakis vd., 2009). Bu kimyasallar; yiyeceklerde, kisisel
bakim {iriinlerinde, ilaglarda, endiistriyel kimyasallarda ve plastik sektorii gibi birgok
alanda sik¢a kullanilirlar. Bu bilesiklerin genis uygulama alanina sahip olmasi, daha
yiiksek maruziyet ve potansiyel biyobirikim riskine yol agmaktadir (Jones ve Regan,
2018). Endokrin bozucu kimyasallara olan maruziyet; sindirim, deri temasi, solunum,
intravendz, plasenta ve anne siitii gibi ¢esitli biyolojik yollarla olabilmektedir (Kabir
vd., 2015). Maruziyetin etkisini degerlendirmek oldukg¢a giictiir. Ciinkii bir bireyin
maruziyeti dogumdan 6nce baslamaktadir. Cevremiz, beslenme ve yasam tarzimiz gibi
etmenlerle kendi benzersiz genetik, fizyolojik ve epigenetik 6zelliklerimizin bir araya
gelmesiyle, kisiler ya da popililasyonlara 06zgii farkli maruziyet etkileri

gozlenebilmektedir (Yilmaz vd., 2019).

Maruz kalinan endokrin bozucu kimyasallarin viicuttan atilimi, biiyiik l¢iide kimyasal
yapilarina baglh olarak degismektedir. Endokrin bozucular kalict ve kalici olmayan
maddeler olarak iki simifa ayrilabilir. Kalict1 olmayan endokrin bozucu maddeler,
genellikle karaciger tarafindan metabolize edilerek, idrar veya diski yoluyla viicuttan
atilmaktadir. Kalic1 endokrin bozucular ise insan viicudunun farkli yerlerinde 6zellikle
de yag dokusunda birikir ve buradan yavag yavas atilimi1 gerceklesmektedir (Kabir vd.,
2015). Endokrin bozuculara maruziyet siiresi ve miktar1 olduk¢a Onemlidir, ¢ilinkii
diisiik seviyelerde maruz kalmada bile doku ve organ hasar1 gerceklesebilir (You ve
Song, 2021). Bu bilesiklerin bir ¢ok saglik sorununa neden oldugu bildirilmistir.
Endokrin bozucu bilesikler; obeziteye, tip 2 diyabete, kardiyovaskiiler hastaliklara,
trioide, metabolizma bozukluguna, kadin ve erkeklerde gelisim ve dogurganlik
sorunlarina, hormona duyarli olan meme, endometriyal ve testis kanserlerine neden

olabilmektedirler (Yilmaz vd., 2019).



2.2. Fitalatlar

Fitalatlar, 1,2-benzendikarboksilik asidin dialkil veya alkil aril esterleridir ve fitalik
anhidritin bir alkol ile esterlestirilmesiyle iiretilirler (Autian, 1973; Liang vd., 2008).
Oda sicakliginda, hafif kokulu, yagl ve renksiz sivilardir. Diisiik uguculuga sahip, suda
az ¢Oziinen, organik ¢oziiclilerde ve yaglarda ¢oziinen bilesiklerdir. Kaynama noktasi
230 °C ile 486 °C araliginda ve erime noktasi 5,5 °C ile =58 °C degisen kimyasallardir.
Fitalatlarin fizikokimyasal 6zellikleri, alkil zincir uzunlugu ile énemli 6l¢iide degisim
gosterir. Alkil zincir uzunluklar1 (R ve R’ gruplar) arttikga yagda c¢oziniirliikleri
(lipofiliklik) artar, plastiklestirme verimi ve sudaki ¢oziiniirliigii azalir (Autian, 1973;

Staples vd., 1997). Fitalatlarin genel kimyasal yapilart Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1. Fitalatlarin genel kimyasal yapisi

Fitalatlar yaygin olarak kullanilan endiistriyel kimyasallardir ve genellikle
polivinilkloriire (PVC) esneklik, yumusaklik ve dayaniklilik kazandirmak igin
plastiklestirici olarak eklenirler (Autian, 1973; Staples vd., 1997). Ilk olarak 1920'lerde
bir plastiklestirici olarak tanitilan fitalatlar, ugucu ve kokulu kafurun yerini almislardir.
1931'de PVC’nin ticari olarak temin edilebilir hale gelmesiyle di-2-etilheksil fitalatin
kullanim1 artmis, bu da 1950'lerden baslayarak plastiklestirici PVC endiistrisinin hizla
bliylimesine yol agmustir. 1970 ve 2006 yillar1 arasinda diinya ¢apinda iiretim 1,8
milyon tondan 4,3 milyon tona ¢ikmistir. 2006 yilinda di-isononil fitalat (DiNP) en
yiiksek tiretim hacmine sahip oldugu rapor edilmis, bunu sirasiyla di-izodesil fitalat

(DiDP) ve di(2-etilheksil) fitalat (DEHP), ardindan da biitil benzil fitalat (BBP), dibiitil



fitalat (DBP), di-n-oktil fitalat (DnOP) ve di-izobiitil fitalat (DiBP) izlemektedir (Lyche,
2017). Yaygin olarak kullanilan fitalatlar Cizelge 2.1°de verilmistir

Cizelge 2.1. Yaygin olarak kullanilan fitalatlar

Fitalatlar Kisaltma Molekiil Agirhgi (g/mol)
Dimetil fitalat DMP 194,18
Dietil fitalat DEP 222,24
Di-n-propil fitalat DPP 250,29
Di-n-biitil fitalat DBP 278,34
Diizobiitil fitalat DiBP 278,34
Di-n-pentil fitalat DnPP 306,40
Butil benzil fitalat BBP 312,36
Di-n-heksil fitalat DnHP 334,45
Di(2-etilheksil) fitalat DEHP 390,56
Di(n-oktil) fitalat DnOP 390,56
Diizooktil fitalat DiOP 390,56
Diizononil fitalat DiNP 418,61
Diizodesil fitalat DiDP 446,66

Fitalatlar karbon zincir uzunluklarina gore yiiksek molekiiler agirlikli (YMA) ve diisiik
molekiil agirhikli (DMA) fitalatlar olmak iizere ikiye ayrilirlar. DMA fitalatlar alkil
zincirlerinde bir ila dort karbon atomu igerirken, YMA fitalatlar ise alkil zincirlerinde
bes ve besten fazla karbon atomu igerirler. En yaygin YMA fitalatlar DEHP, DiNP,
DiDP ve DiOP’dir (Wang vd., 2019). YMA fitalatlar; yapt malzemelerinde, tibbi
cihazlarda, oyuncaklarda, polietilen terefitalat (PET) siselerinde ve gida paketlerinde
kullanilmaktadirlar. En yaygin DMA fitalatlar ise DMP, DEP, BBP, DiBP ve DBP’dir.
DMA fitalatlar esas olarak fayanslar, vernikler, dolgu macunlari, kaynak ve kaplama
malzemelerinde kullanilmaktadirlar (Zhang vd., 2021). Ayrica fitalatlar, ev esyalarinda,
giyimde, kozmetikte, ilagta, besin takviyelerinde, dis malzemelerinde, tibbi tiiplerde,
kan torbalarinda, otomobillerde, yaglayicilarda, c¢oziiciilerde, mumlarda, temizlik
malzemelerinde ve bocek ilaglart da dahil olmak iizere bir ¢ok {iriinde

kullanilmaktadirlar (Heudorf vd., 2007).



Fitalatlar, bulunduklar1 matriks ortamina kimyasal olarak baglanmadiklari i¢in (hidrojen
bag1 veya Van der Waals kuvvetiyle bagli), ¢evreye migrasyonu (gogii) kolaylikla
gerceklesmektedir (Heudorf vd., 2007; Song vd., 2019). Fitalatlar icme suyunda,
yiyeceklerde, ev tozunda ve i¢ mekan havasinda tespit edilmistir (Rudel vd., 2003;
Wormuthet vd., 2006). Bu nedenle, bu maddelere maruziyet riski yasamin her alaninda
bulunmaktadir. Bu maruziyetin sonucunda ise canlilar iizerinde olumsuz saglik

etkilerine neden oldugu bildirilmistir.

2.2.1. Fitalatlara maruz kalma yollar

Insanlar fitalatlara tiim yasamlar1 boyunca yutma, soluma, deri temasi ve parenteral
uygulama olmak {iizere farkli yollarla maruz kalmaktadirlar (Latini, 2005) (Sekil 2.2).
Maruz kalma yollar1 fitalatlarin tiirlerine gore degisim gostermektedir (Wang vd.,

2020).

SOLUMA PARENTERAL

MARUZIYET YOLLARI
Es

CiLT TEMASI

Sekil 2.2. Fitalatlara maruz kalma yollar1



Fitalatlara maruz kalmanin ana kaynagini gida alimi olusturmakta ve 6zellikle DEHP
Oonemli bilesenlerden biri olarak belirtilmektedir (Latini, 2005; Serrano vd., 2014).
Fitalatlar, gidalara genellikle ambalajlarindan kaynaklanan migrasyon sonucunda
bulasmakta (Heudorf vd., 2007) ve gida maddelerinde fitalat seviyeleri oldukca
degiskenlik gostermektedir (Page ve Lacroix, 1995; Petersen ve Breindahl, 2000; Cirillo
vd., 2011). Tsumura ve digerleri tarafindan (2001) 1999 yilinda Japonya'da
gerceklestirilen ¢alismada, gida Orneklerinden besin alimi  yoluyla maruziyet
incelenmistir. DBP, BBP, DEHP ve din-biitil fitalat (DiNP) 6lciilen
plastiklestiricilerdir. Bu ¢alisma sonucunda diger fitalat seviyelerine kiyasla yiiksek

derisimde DEHP tespit edilmistir.

Fierens ve digerleri (2012) tarafindan gergeklestirilen ¢calismada ise, Belgika’da satilan
400 gida iriiniinde DEHP, DiBP, DnBP ve BBP gibi fitalatlarin varlig1 ortaya
konulmustur. Tiirkiye'de gergeklestirilen bir bagka calismada da gida ambalajlarindan
migrasyon sonucunda gidalarda birden fazla fitalatin (DEHP, DnBP, BBP, DiNP, DiDP
ve DnOP gibi) varlig1 tespit edilmistir (Alp ve Yerlikaya, 2020). Gidalardaki fitalat
kontaminasyonun tek kaynagi plastik ambalaj {irlinleri olmayabilmektedir. Fu ve Du’
nun (2011) gerceklestirdigi bir ¢alismada seralarda yetistirilen birgok sebzede (kereviz,
1spanak, lahana...) DEHP’in varligi tespit edilmistir. Bu kontaminasyonun serada
kullanilan fitalat i¢erikli plastik filmlerden kaynaklandig: bildirilmistir. Ayrica sebze ve
ekinlerindeki fitalat igeriginin, fitalat ile kontamine olmus topraklardan da
kaynaklanabilecegi de bildirilmistir (Ma vd., 2015). Polimer ve fitalatlar arasindaki
zayif fiziksel ve kimyasal baglar nedeniyle, fitalatlar toprak ve su gibi matrikslere
kolayca salinip birikebilmektedirler (Przybylinska ve Wyszkowski, 2016). Ek olarak,
fitalatlarin anne siitiinden bebeklere gecebildigi de bildirilmistir (Kim vd., 2015).

Fitalatlara dermal maruziyet; sa¢ bakim iiriinleri, deodorantlar, losyonlar, kremler,
tirnak cilalari, kokular olmak iizere bir¢ok kisisel bakim {iriinlerinin kullanimiyla
meydana gelmektedir (Hubinger ve Havery, 2006). Gong ve digerleri (2016) tarafindan
gergeklestirilen bir caligmada, giysiyle temas eden cildin temas etmeyen bolgeye kiyasla
daha yiiksek seviyelerde fitalat icerdigi tespit edilmistir. Ayrica, i¢ mekanlarda
fitalatlara maruz kalmanin dermal absorpsiyon yoluyla oldugu da ileri siiriilmektedir

(6rn. DiBP ve DnBP) (Wang vd., 2020).

10



Diger bir maruziyet yolu olan solunum ise, i¢ ortam havasi ve havadaki partikiile
maddelerin (PM <2,5 pm) solunmasiyla gerceklesmektedir (Adibi vd., 2008).
Maruziyet PVC, oje, sag¢ spreyi ve diger fitalat i¢eren {iriinlerin ugucu hale gelmesiyle
gerceklesmektedir (FDA, 2001). Fitalatlar, polimerik matrikslere kovalent olarak bagl
olmayan yart ugucu bilesiklerdir; bu nedenle ortamdaki yiiksek sicaklik, fitalat igerikli
plastik triinlerden fitalat salim oranini artirabilmektedir (Bergh vd., 2010). Wang ve
digerleri (2020) tarafindan Pekin’ de gerceklestirilen bir ¢alismada; anaokulunda i¢ ve
dis ortam havasindaki fitalat seviyeleri 6l¢iilmiistiir. Bu ¢alisma sonucunda i¢ ortamdaki
fitalat seviyeleri, dis ortama gore daha fazla oldugu bulunmustur. i¢ ortamda DEHP,
DiBP ve DnBP en yiiksek derisimde bulunan fitalatlar olurken, dis ortamda ise DEHP
en yiiksek derisimde bulunan fitalat olmustur. Son zamanlarda Promtes ve digerleri
(2019) tarafindan yapilan bir maruziyet degerlendirmesinde ise, Tayland'daki bir
anaokulunda i¢ ortam havasinda yiiksek diizeyde DEHP igerigine rastlanmistir. Bulunan
deger, Birlesik Devletler Cevre Koruma Ajansi (US EPA) tarafindan belirlenen referans
degerinin (20 pg/g) lizerindedir.

Fitalat iceren PVC tiirii plastik; intravendz infiizyon, kan torbalari, inflizyon tiipleri,
enteral ve parenteral beslenme torbalari, nazogastrik tiipler, periton diyaliz torbalar1 ve
bypass i¢in kullanilan tiipler gibi bir¢cok tibbi cihazin iiretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir (FDA, 2001). Bu yaygin kullanim nedeniyle insanlarin fitalatlara

maruziyeti siklikla parenteral yollarla meydana gelmektedir.

Fitalatlara gida dis1 bir baska maruziyet ise, bebek ve kii¢iik ¢ocuklarin fitalatlarla
yumusatilmis plastik oyuncaklar1 veya nesneleri emmesiyle gerceklesmektedir
(Sathyanarayana, 2008). Fitalatlarin varsayilan toksisitesi ve oyuncaklardan salim hizi
g0z oniline alindiginda, 1999 yilinda Avrupa’da 3 yasindan kiigiik tiiketicilere yonelik
oyuncaklarda DBP, BBP, DEHP, DiNP ve DiDP kullanim1 yasaklanmistir (Heudorf vd.,
2007).
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2.2.2. Fitalatlarin insan saghgi iizerindeki etkileri

Fitalatlarin yaygin olarak kullanilmasi ve yiiksek dozda maruz kalinmasi sonucunda,
fitalat ve fitalat metabolitleri insan saglig1 lizerine olumsuz etkilere yol agmaktadirlar
(Tsochatzis vd., 2017; Chang vd., 2021) (Sekil 2.3). Endokrin bozucu kimyasallar
sinifinda yer alan fitalatlar; hem erkeklerde hem de kadinlarda biiyiime, cinsel gelisim
ve diger birgok temel fizyolojik islevden sorumlu olan endokrin sistemine miidahale
ettigi bilinmektedir (Latini, 2005). Ayrica yapilan aragtirmalar sonucunda erkeklerde
sperm kalitesi ve liretiminde, testosteron seviyelerinde azalmaya, kisirliga ve testis
kanserine neden olabilecegi gorilmiistiir (Frederiksen vd., 2007; Chang vd., 2021).
Kadinlarda ise endometriozis, erken dogum, gebelik kaybi, diisiik dogum agirligr, meme
kanserine ve rahim kanserine neden olabilecegi goriilmiistiir (Kay vd., 2013; Eales vd.,

2022).

Ayrica lireme sistemi sorunlarinin disinda fitalatlar; astim, dikkat eksikligi-hiperaktivite
bozuklugu, diisiik 1Q, norogelisim sorunlari, davranis sorunlari, otizm, obezite, tip 2
diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar (hipertansiyon ve ateroskleroz), tiroid hastaliklari

ve bobrek hastaliklariyla da iliskilendirilmislerdir (Legler, 2015; Chang vd., 2021).

Norolojik Bozukluklar

|

Hastaliklar \

Solunum Yolu
Hastahklan

/
OR Tiroid Bozukluklan

g——

|

Ureme Sistemi Bozukluklan J

Sekil 2.3. Fitalatlarin insan sagligi iizerindeki olumsuz etkileri
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2.2.3. Fitalatlarin metabolizmasi

Cesitli yollarla maruz kalinan fitalatlar, insan viicudunda hizla metabolize olur ve
maruziyet sonrasinda genel olarak idrar ve diski yoluyla disariya atilmaktadirlar (Hauser
ve Calafat, 2005). Diester formunda bulunan fitalatlarin monoester yapisina doniisiimii,
faz I ve faz Il konjugasyonu metabolik yolaklar1 ile ger¢eklesmektedir (Sekil 2.4). Faz I
doniistimiinde, diester fitalatlar bagirsak ve parankimde bulunan lipazlar ve esterazlar
tarafindan ilgili birincil metabolitleri olan monoester fitalatlara hidrolize
edilmektedirler. Monoester metabolitleri daha sonra hidroksilasyon ve oksidasyon gibi
bir¢ok faz II biyotransformasyonuna ugrayarak ikincil metabolitlerine dontismektedirler
(Frederiksen vd., 2007) (Sekil 2.5). Hidroksilasyon ve oksidasyon sitokrom P450
enzimiyle meydana gelebilmektedir (Dodson vd., 2012). Genel olarak diisiik molekiil
agirhigina sahip olan fitalatlar (6rn. DEP) viicuttan direk olarak atilabilirken, yiiksek
molekiil agirligia sahip olan fitalatlar (6rn. DEHP) hidroksilasyon ve oksidasyona ek
olarak glukoronid konjugatlar1 sekilde viicuttan atilabilmektedirler. Faz 1I
konjugasyonu, hidrofilik glukuronid konjugatini olusturmak i¢in siklikla {iridin 5°-
difosfoglukuronil transferaz enzimi tarafindan katalizlenmektedir (Frederiksen vd.,
2007). Glukuronidasyon sadece fitalat metabolitlerinin idrarla atilimini kolaylastirmakla
kalmaz, ayn1 zamanda varsayilan biyolojik olarak aktif tiirlerin serbest metabolit olmasi
durumundaki biyolojik aktivite potansiyellerini de azaltabilmektedir (Hauser ve Calafat,

2005).
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Sekil 2.4. Fitalatlarin metabolitlerine doniisiim mekanizmas1 (Frederiksen vd., 2007)
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Sekil 2.5. Fitalatlarin biyotransformasyonu

Fitalat diesterlerin molekiil agirliklarina gore bir veya birden fazla monoester
metabolitleri olusabilmektedir. Cizelge 2.2’de bazi fitalatlar ve ilgili metabolitleri
verilmistir. YMA fitalat olan DEHP; mono-(2-etilheksil) fitalat (MEHP), mono-(2-etil-
5-hidroksiheksil) fitalat (MEHHP), mono-(2-etil-5-oksoheksil) fitalat (MEOHP), mono-
(5-karboksi-2-etilpentil) fitalat (MECPP) ve mono-[2-(karboksimetil)heksil] fitalat
(MCMHP) olmak iizere 5 tane monoester metaboliti bulunmaktadir. DMA fitalatlar
olan DEP ve DBP’1n sirasiyla monoetil fitalat (MEP) ve mono-n-biitil fitalat (MnBP)
olmak {lizere tek bir metaboliti bulunmaktadir (Wallner vd., 2016). Sekil 2.6’da DEP,

DBP ve DEHP’in ilgili metabolitlerine doniisiim semasi1 verilmistir.
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Cizelge 2.2. Bazi fitalatlar ve ilgili fitalat metabolitleri

FiTALATLAR FIiTALAT METABOLITLERI
Dimetil fitalat (DMP) Mono-n-metil fitalat (MnMP)
Dietil fitalat (DEP) Mono-etil fitalat (MEP)

Di-izobiitil fitalat (DiBP)
Di-n-biitil fitalat (DnBP)
Di-n-oktil fitalat (DnOP)
Di-izononil fitalat (DiNP)

Di-izodosil fitalat (DiDP)

Benzilbiitil fitalat (BzBP)

Di-2-etilhekzil fitalat (DEHP)

Mono-izobiitil fitalat (MiBP)

Mono-n-biitil fitalat (MnBP)

Mono-n-oktil fitalat (MnOP)

Mono-izononil fitalat (MiNP)

Mono-izodosil fitalat (MiDP)

Mono-benzil fitalat (MBzP)
Mono-(2-etilhekzil) fitalat (MEHP)
Mono-(2-etil-5-hidroksihegzil) fitalat (MEHHP)
Mono-(2-etil-5-oksohegzil) fitalat (MEOHP)

Mono-(2-etil-5-karboksipentil) fitalat (MECPP)

Mon-[2-(karboksimetil)heksil] fitalat (MCMHP)
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Sekil 2.6. DEP, DnBP ve DEHP’in ilgili metabolitlerine doniistimii
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Fitalatlar biyolojik olarak kalici degildirler. Hidroliz ve oksidasyon metabolitleri,
maruziyetten sonraki 6-24 saat i¢inde agirlikli olarak idrar yoluyla viicuttan atilmaktadir
(Kumar ve Sivaperumal, 2016). Insanlarda serbest monoester atilim yiizdesi, fitalat
metabolitlerinin sudaki ¢ozlniirliigline bagli olarak degismektedir. DEHP'nin iki
oksidatif metaboliti olan MEOHP ve MEHHP, ¢ogunlukla insanlarda glukuronidasyon
yoluyla atilmaktadir. DEHP'nin hidrolitik monoester metaboliti olan MEHP de
glukuronidlesmis formunda atilirken, DEP'nin ve BBzP’in hidrolitik monoesteri olan
MEP ve MBzP yeterli hidrofiliteye sahip oldugu i¢in ¢ogunlukla serbest formlarda
atilmaktadirlar (Hauser ve Calafat, 2005; Chang vd., 2021). Bazi durumlarda ise diester
formdaki fitalatlar metabolize edilmeden viicuttan atilabilmektedirler (Chang vd.,

2021).

2.2.4. Biyolojik matrikslerde fitalatlar

Insanlarda idrar, kan/serum, tiikiiriik, anne siitii, semen plazma ve amniyotik s1v1 gibi
cesitli biyolojik matrikslerde fitalat esterleri ve metabolitleri tespit edilmistir (Mankidy
vd., 2013). Insanlarda fitalat maruziyetini ve viicutta dagilimini1 izlemek igin biyolojik
matriksin se¢imi dnem arz etmektedir. Insanlarda fitalat maruziyetinin izlenmesi igin
siklikla tercih edilen matriks idrardir, ¢iinki non-invaziv ornekleme sayesinde
toplanmas1 nispeten kolay ve metabolit derigimleri diger drneklere gore daha yiiksektir.
Idrardaki hidrofilik fitalat metabolitlerine ait seviyelerin, kandakinden (30-100 kat) daha
ylksek oldugu bildirilmistir (Calafat vd., 2013). Ayrica cevresel kaynakli kirlenme
sonucu matrikse gegebilecek fitalat esterlerinin, metabolitlerine dontigmesini saglayacak
enzim aktivitesi (lipaz veya esteraz gibi) idrarda olmadigindan, matriksin kirlenme riski
de distktiir (Katsikantami vd., 2016). Bilesimi sivi alimina bagli olmasina ragmen
idrar, toplanmas1 kolay bir biyolojik matrikstir. Genel olarak insan fitalat maruziyeti ve
risk degerlendirmesi tiizerine yapilan arastirmalarda, idrar matriksinde fitalat

metabolitlerinin tayini gergeklestirilmistir (Tsochatzis vd., 2017).

Bilesimi su alimmna gore degisen idrara gore, insan kan/kan serumu toksikokinetik
caligmalar i¢in daha iyi bir matriks olarak kabul edilmektedir. Kan/kan serumundaki
Olctimler, genellikle daha kolay yorumlanabilir veriler saglamaktadir. Ancak analiz i¢in

kullanilabilecek mevcut kan miktar1 sinirlidir. Kan alimi invaziv, karmasik ve tibbi bir
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personel gerektiren bir islemdir (Tsochatzis vd., 2017). Daha da oOnemlisi fitalat
monoesterlerinin kan/serum Ol¢limleri, serum enzimleri (esteraz) tarafindan ilgili
monoesterlerine hidrolize edilen diesterlerden ve hatta fitalik asitten kaynaklanan
kontaminasyona kars1 hassastir. Bu kontaminasyon ytiiksek analiz sonuglarina sebebiyet
verebilir (Kato vd., 2003). Serumun fitalat diesterleri ile kontaminasyonu esas olarak
ornek toplama, depolama ve analitik metodun uygulanmasi asamasinda meydana
gelmektedir (Tsochatzis vd., 2017). Bu nedenle, numune hazirlama basamaginda
(analizden 6nce) bu enzimlerin aktivitesinin ortadan kaldirilmasi gerekmektedir (Kato

vd., 2003).

Serum ve tiikiiriikteki benzer seviyeler, tiikiiriigiin biyoizleme ¢aligmalarinda fitalat
monoester miktarlarint 6lgmek i¢in alternatif bir matriks olarak kullanilabilecegini
diistindiirmektedir. Tiikiiriik, basit ve invaziv olmayan bir sekilde toplanmas1 (6rnegin
bir siirlintii ile) nedeniyle kana gore avantaj saglamaktadir. Ancak matriks olarak
tiikiirtigiin tercih edilmeme nedeni, hidrofilik fitalat monoesterlerinin (MnMP ve MEP)
hidrofobik fitalat monoesterlerinden daha az siklikla tespit edilmesidir (Silva vd.,

2005a).

Bebeklerde anne siitii alim1 ana maruz kalma yolu varsayildigi i¢in anne siitii, ikincil
metabolitlere maruziyet hakkinda bilgi saglayabilen ve bu yiizden de yiiksek ilgi géren
bir biyolojik matrikstir. Suda ¢o6ziiniirliigii daha yiiksek olan monoesterler (6rnegin,
MEDP) idrarda daha yiiksek derisimlerde bulunurken, yag icerigi %?2-4 olan siitte daha
cok lipofilik monoesterler bulunmaktadir. Ayrica, lipofilik monoesterler idrarda ve
serumda c¢ogunlukla glukuronidlenmis formlarda bulunurken, anne siitiinde agirlikli
olarak serbest formlarda bulunabilirler (birincil monoester metabolitleri gibi)
(Mortensen vd., 2005). Esterazlarin aktivitesi ile kan ve serumda olusan kontaminasyon

sorunu anne siitiinde de meydana gelebilmektedir (Calafat vd., 2004).

Erkeklerdeki dogurganlik sorunlariyla iliskili olarak maruz kalmanin etkisi hakkinda
daha fazla bilgi edinmek, serum ve idrardaki seviyelerle korelasyon kurmak ig¢in

seminal plazmadaki fitalat monoesterlerin analizi de dnem teskil etmektedir (Tsochatzis

vd., 2017).
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Fitalat metabolitlerinin amniyotik sivida da tayini gerceklestirilmistir. Fitalat esterleri
plasentadan  amniyotik siviya  gecerek, fetiisde monoesterlere metabolize
edilebilmektedirler (Silva vd., 2004). Bu biyolojik matriks yardimiyla hamilelik
sirasinda annenin fitalat maruziyeti, yenidoganin erken dogumu, iireme ve solunum
sistemlerinde olusabilecek saglik riskleri ile iligkilendirilebilmektedir (Katsikantami vd.,

2020).

Ayrica fitalat metabolitleri yukarida bahsedilen biyolojik matriksler disinda; sacta,
tirnakta, gobek kordonu kaninda ve plasenta dokusunda tespit edilebilmektedir (Chang
vd., 2013; Alves vd., 2016; Mose vd., 2007).

2.3.1. Fitalat monoester metabolitlerinin tayin metotlar:

Biyolojik matrikslerde (serum, idrar, tiikiiriikk, vb) fitalat esterlerinin ilgili birincil ve
ikincil metabolitlerinin ayrilmasi, tanimlanmasi ve belirlenmesi i¢in bir¢ok analitik
metodoloji bulunmaktadir. Genel olarak kalitatif ve/veya kantitatif analiz i¢in kiitle
spektrometresi (MS) ile birlestirilmis sivi kromatografisi (LC) veya gaz kromatografisi
(GC) kullanilmaktadir (Tsochatzis vd., 2017; Tankiewicz vd., 2020). Bunlar; yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile birlestirilmis MS (HPLC-MS), HPLC ile
birlestirilmis tandem kiitle spektrometresi (MS/MS) (HPLC-MS/MS), ultra yiiksek
performansli s1vi kromatografisiyle (UHPLC) birlestirilmis MS/MS (UHPLC-MS/MS),
GC-MS ve GC-MS/MS’dir (Blount vd., 2000; Anderson vd., 2002; Herrero vd., 2015;
Tsochatzis vd., 2017; Elliani vd., 2020). MS disinda diger dedektorler de
kullanilabilmektedir. Ancak, MS saptamasini icermeyen analitik yontemler genellikle
daha az secici ve duyarlidir (Tankiewicz vd., 2020). ELISA, kapiler elektroforez ile
birlestirilmis MS (CE-MS) ve LC ile birlestirilmis diyot array dedektorii (LC-DAD)
kullanimiyla da fitalat metabolitleri tespit edilebilmektedir (Feng ve Zhu, 2008; Mazzeo
vd., 2007; Feng vd., 2013).

HPLC, GC’ye kiyasla en yaygin kullanilan tekniktir. Biyolojik numunelerde fitalat
metabolitlerinin eser seviyelerini tespit etmek i¢in izotop seyreltme metodu ile HPLC-
MS/MS  kullanan analitik prosediirlere siklikla rastlanmaktadir (Silva vd., 2005b;
Chang-Liao vd., 2013; Tankiewicz vd., 2020). Giiniimiizde, gercek numunelerdeki

metabolit seviyelerine karsilik gelen cok diisiik derisimlerde tayinler i¢in izotop
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seyreltmeli MS yontemi kullanilmistir. Ancak bu tiir analizler, déteryumlanmis standart
cozelti gereksinimi ve ekipman bakiminin ¢ok yiiksek maliyetler gerektirmektedir
(Frederiksen vd., 2007; Yang vd., 2015). Tandem MS ile ilgili diger bir problem ise;
numune matriksinin, bilesikler ve ¢apraz kirlenmeden kaynaklanan girisimler ile ilgili
iyon bastirma etkisidir. Bu girisim yapan tiirler, damlacik olusumunu veya damlacik
buharlagsmasinin verimini etkileyebilir, bu da dedektore ulasan gaz fazindaki yiiklii iyon
miktarini etkiler. Sonug olarak, analitik metot validasyon parametrelerinde (tespit siniri,
kesinlik ve dogruluk gibi) istenmeyen sonuglar gdézlemlenebilmektedir (Majumdar,
2005). Bunun aksine, en yaygmn kullanilan gaz kromatografisi (GC-MS) kiitle
spektrometresinde kullanilan iyonizasyon teknigi; cok giiclii, tekrarlanabilir ve iyon
bastirma etkisine sahip olmayan elektron iyonizasyon (EI) bu amag i¢in 1yi bir alternatif
olabilmektedir (Niino vd., 2002; Guo vd., 2010; Rastkari ve Ahmadkhaniha, 2013).
Ancak, GC kullanildiginda, monoesterlerdeki karboksilik asit grubunun diazometan
(Kondo vd., 2010; Alzaga vd., 2003) veya trimetilsilil diazometan (Herrero vd., 2015)
ile metilasyon (-COOCH3) veya cesitli tiirevlendirme ajanlar ile sililasyonu (Fernandez
vd., 2017) (-COOSIiR3) islemine dayanan, ugucu tiirevlere doniistiirmeyi hedefleyen bir
tirevlendirme basamagi gerekmektedir. Bu basamak, analiz siiresini artirmasina ve
hatalara sebebiyet verebilmektedir. Fakat GC-MS'de tanimlama icin spektral
kitapliklarmin bulunmasi, maliyetinin az olmas1 ve bulunabilirlik agisindan avantaj

saglayan bir kromatografik yontem olmaktadir (Tsochatzis vd., 2017).

2.3.2. idrarda fitalat monoester metabolitlerinin analizinde kullamlan ornek

hazirlama metotlar:

Biyolojik numunelerde; matriksin karmagikligi, numunenin analitik cihazlarla
uyumsuzlugu ve ayrica belirlenmesi gereken hedef analitlerin diisiik derisimlerde
bulunmasindan dolay1 analiz 6ncesinde 6rnek hazirlama basamagi olduk¢a onemlidir
(Armenta vd., 2021). Bu sebeple idrardaki fitalat monoester metabolitleri enstriimental
analiz Oncesinde bir dizi Ornek hazirlama (numune On isleme, ekstraksiyon ve
temizleme vb.) basamagina ugrayarak tayin edilmektedirler. Idrarda fitalat metabolitleri
hem serbest hem de glukuronid konjuge formlarmi igerir. Bununla birlikte, konjuge
tiirlerin tanimlanmasi ve dlgiilmesi zor olabilir. Konjuge standartlar her zaman kolayca

temin edilemez ve bu tiirlerin derisimlerini eser seviyelerde 6l¢mek icin hassas ve dogru
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analitik yontemler gereklidir. Blount ve digerleri (2000), B-glukuronidaz (Escherichia
Coli'den) kullanilarak bir enzimatik hidrolizden sonra fitalat metabolitlerinin (hem
serbest hem konjuge tiirlerin) toplam derisimini 6lgmek ig¢in alternatif bir yaklasim
onermistir. Escherichia Coli’den elde edilen B-glukuronidaz, glukuronid konjugatlarina
ozgilliigli disinda lipaz aktivitesi gostermediginden, bu yaklasgim bugiine kadar genis
capta kabul gOormiistiir. Helix protima bazli B-glukuronidaz, lipaz ve arilsiilfataz
aktivitesi nedeniyle disaridan kontamine diesterlerin hidrolizine yol agabileceginden
onerilmemektedir. Kantitatif hidroliz, idrar numunesinin (optimum pH 6,5) fB-
glukuronidaz ile 37°C'de 90 dakika siireyle inkiibasyonu ile saglanir. Enzimatik
aktiviteyi durdurmak ve B-glukuronidazda bulunan lipazlar (varsa) tarafindan harici
olarak kirlenmis fitalatlarin hidrolizini 6nlemek icin, organik asit (formik asit, asetik asit
ve hidroklorik asit) veya fosfat tamponu (pH=2,0) ecklenmesi gerekmektedir.
Asitlendirme adimindan sonra genellikle sivi-sivi ekstraksiyonu (LLE) ve ¢evrimdist /
cevrimici kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) yontemleri kullanilir (Blount vd., 2000; Kumar
ve Sivaperumal, 2016; Tsochatzis vd., 2017). Literatiirde; iyonik sivi dagitict sivi—sivi
mikroekstraksiyon (IL-DLLME), sivi-sivi mikro ekstraksiyon (LLME), manyetik kati
faz ekstraksiyon (MSPE), kat1 faz mikro ekstraksiyon (SPME) ve dagitict kat1 faz mikro
ekstraksiyon (DSPME) yontemleri kullanilarak fitalat metabolitlerinin 6n deristirilmesi

gerceklestirilmistir (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. Literatiirde idrarda fitalat monoester metabolitlerinin analizinde kullanilan 6rnek hazirlama metotlari

Analitler Metot Ornek Hazirlama Metodu Gozlenebilme Siniri Referans
(GS)
Tayin Smr1 (TS)
Hidroliz
MEP, MnBP, ) . ° GS: 0,5-2 ng/mL Blount vd., 2000
Monosikloheksil | HPLC-MS/MS P-Glukuronidaz, 37°C, 1,5 saat
fitalat (MCyHP), + TS: -
MBzP, MEHP, SPE
MnOP, MiNP ve 60 mg/3 mL ve 60 mg/10 mL Ticari Oasis
MiDP HLB kartusu
Hidroli
MnBP ve MBzP GC-MS (B-Glukuroniclla;03l7Z°C 24 saat) GS: 60 pg/L Martens, F., ve
’ ’ Martens, M.,
" TS: 120 pg/L 2002
LLE
n-Heksan ve Diklorometan
+
Tiirevlendirme

Diazometan
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Cizelge 2.3. Literatiirde idrarda fitalat monoester metabolitlerinin analizinde kullanilan 6rnek hazirlama metotlar1 (Devami)

Manyetik Kati Faz Ekstraksiyonu
(MSPE)
Manyetik karbon nanotiipler

+
Tiirevlendirme

Klorotrimetilsilan, N,O-
Bis(trimetilsilil)trifloroasetamid

MEP, MnBP, HPLC-MS/MS . . GS: 0,25-1,0 pg /L Koch vd., 2003
MB2P. MEHP Hidroliz
z .
’ ’ -Gluk daz, 37°C, 1 saat
MEHHP, MEOHP b-Glukuronidaz, 37°C, I saa TS: 0,5-2,0 pg /L
ve MnOP +
Cevrimici SPE
LiChrospher RP-8 ADS (25 um) 25 * 4 mm
kolonu
MnMP, MEP, GC-MS Hidroliz GS: 0,025-0,050 ng/mL Rastkari ve
MnBP, MEHP ve B-Glukuronidaz, 37°C, 2 saat Ahmadkhaniha,
MBzP ’ ’ TS: 0,125-0,250 ng/mL 2013
+
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Cizelge 2.3. Literatiirde idrarda fitalat monoester metabolitlerinin analizinde kullanilan 6rnek hazirlama metotlar1 (Devami)

Iyonik Sivi Dagitici Sivi-Sivi

MiBP, MBzP ve | HPLC- DAD Mikroekstraksiyon (IL-DLLME) GS: 0,3 pg/mL Wu vd., 2016
MEHP y
NH4PFs, [CsMIM]PF¢ ve [C4MIM|BF4 TS: -
Si1vi-S1vi Mikro Ekstraksiyon (LLME) ) .
MEHP GC-F'ID (alev n-Hegzan ve asetik asit (1:1, v/v) GS: 1,1 pg/L Sargazi vd., 2017
iyonizasyon TS: 3,6 pg/L
dedektorii)
Hidroliz
MEP, MBzP, GC-MS/MS ) . o GS: 0,1-2,4 pg/L Elliani vd., 2020
MiBP, MnBP., B-Glukuronidaz, 37°C, 2 saat
MEHP, MnOP, + TS: 0,3-4,7 ng/L
MCyHP ve MiNP Kati Faz Mikro Ekstraksiyon (SPME)
Ticari divinilbenzen
/karboksen/polidimetilsiloksan 50/30 pm
(DVB/CAR/PDMS) fiber
+
Tiirevlendirme
Piridin, metanol ve metil kloroformat
Dagitic1 Kati Faz Mikro Ekstraksi
MnMP, MEP, HPLC-UV agrhicr Raf (;I)ZSPI:/HE()) SHAKSYOR 1 5S:0,057-0.404 mg/L. | Livd., 2021
MnBP, MBzP ve (Ultraviyole Molekiiler baskilama
MEHP spektrometresi) TS: 0,191-1,346 mg/L




2.3.2.1. Sivi-sivi ekstraksiyon (LLE)

Sivi-sivi ekstraksiyonu (LLE) veya solvent ekstraksiyonu, kalitatif ve kantitatif analiz
icin numunelerin hazirlanmasinda en eski ve en yaygin kullanilan tekniklerden biridir.
LLE teknigi genellikle kan, serum, idrar ve mide igerigi dahil olmak flizere ¢esitli
matrikslere uygulanmaktadir. Herhangi bir numune hazirlama tekniginde oldugu gibi,
numune temizleme ve/veya analit bileseni zenginlestirme, LLEmin en yaygmn
hedeflerindendir. LLE, numune bilesenlerinin birbiriyle karigmayan iki siv1 faz arasinda
dagiliminmi igcermektedir. En klasik haliyle, bir ayirma hunisinin igerisinde bir sivinin
damlalarin1 digerinde dagitmak icin karisim ¢alkalanir, damla birlesmesine izin vermek
icin calkalama durdurulur. Daha sonra sivi fazlar1 birbirinden ayirarak LLE

gerceklestirilmektedir (Sekil 2.7) (Cantwell ve Losier, 2002; Kyle, 2017).

Sulu Faz
Calkalama Calkalama
\ Durdurulur
() g v Faz Ayrimi
—> o Q¢ e
®e o,
‘e °
a s °
Organik Faz I
: « h «

Ayirma Hunisi

Sekil 2.7. Sivi-sivi ekstraksiyon (LLE)

LLE; biiyiik numune hacim kapasitesi, organik ekstraktin kendisinin nicel analitik
Olctim adimina dogrudan tabi tutulabilmesi, organik ¢oziicii se¢imi (pH ve reaktiflerin
tiiri ve derisimi) hakkinda bilgi saglayan genis literatliire sahip olmasi gibi bir¢ok
avantaji bulunmaktadir. Bunun aksine; uzun ekstraksiyon siireleri, ¢oklu ekstraksiyon,
insan sagligina ve g¢evre icin potansiyel tehdit olusturabilecek ¢ok miktarda toksik
coziicii kullanilmasi LLE'min dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir (Kyle, 2017,

Urkude vd., 2019).
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Literatiirde LLE yoOntemi kullanilarak idrardaki fitalat monoester metabolitlerinin
tayinine yonelik calismalar mevcuttur. Dirven ve digerleri (1993) tarafindan
gerceklestirilen ¢alismada, plastiklestirici olan DEHP'ye maruz kalmanin biyolojik
olarak izlenmesi i¢in bir yontem gelistirilmistir. Bu yontemde idrarda DEHP’in dort
metaboliti; MEHP, MECPP, MEOHP ve MEHHP incelenmistir. ilk olarak idrar
ornekleri hidroklorik asit (HCI) kullanilarak pH 4,85-4,9’a ayarlannustir. Ornekler
glukuronidaz/arilsiilfataz enzimi ile 37° C’de 16 saat boyunca hidroliz edilmistir. Bu
islemin sonunda fitalat metabolitlerinin igerisine internal standart olarak monopentil
fitalat eklenmis ve pH’1 1’e (HCI) ayarlanmustir. Idrardaki fitalat metabolitleri dietil eter
ile ekstrakte edilmistir. Eter tabakasi azot (N») ile kurutulmustur ve ardindan trietilamin,
diklorometan ve trietiloksonyum tetrafloroborat eklenerek tiirevlendirilmistir.
Tirevlendirme reaksiyonunu izlemek i¢in hidrojen floriir olusumu kullanilmistir. Ayni
hacimde trietiloksonyum tetrafloroborat ¢ozeltisi bir dizi i¢indeki tiim numunelere ilave
edilmistir. Fazla diklorometan, N> ile kurutulmus ve kurutulmus ekstrakta su ilave
edildikten sonra n-heksan ile ekstrate edilmistir. Ekstraktlar, N> altinda kuruyana kadar
buharlastirilmistir, daha sonra toluen i¢inde c¢Oziinmiis ve GC-MS ile analizi
gerceklestirilmistir. Bu calisma sonucunda 4 metabolit i¢in GS’lar1 25 pg/L’den diisiik
bulunmustur. Yo6ntem mesleki olarak DEHP'ye maruz kalan iscilerin idrar numunelerine
uygulanmis ve varyasyon katsayisi, MEHP i¢in %16 (ortalama derisim 0,157 mg/L) ve
diger li¢ metabolit icin %6-9 (ortalama derisimler 0,130-0,175 mg/L) olarak

bulunmustur.

Kim ve digerleri (2014) tarafindan gergeklestirilen bu calismada, idrardaki 8 fitalat
monoester metabolitinin (MEP, MiBP, MnBP, MBzP, MiNP, MEHP, MEOHP ve
MEHHP) eszamanli analizi i¢in bir GC-MS metodu gelistirilmigtir. Matriks etkisini
minimize etmek ve kantitatif analizi gerceklestirmek icin izotop seyreltme ve LLE
yontemleri uygulanmistir. Idrar 6rneklerinden ilk olarak glukuronik asidi ayirmak igin
B-glukuronidaz enzimiyle hidroliz gerceklestirilmistir. Idrar ornegine, i¢ standart
karigimlart eklenmis ve daha sonra amonyum asetat ile enzimin aktif oldugu pH" 6,0-
6,5'e ayarlanmistir. Karigimin igerisine B-glukuronidaz eklenmis ve 37°C'de 2 saat
boyunca hidrolize edilmistir. Enzimatik hidroliz tamamlandiktan sonra susuz sodyum

siilfat eklenmistir. Monofitalat esterlerin pH'1 4,0'a ayarlanmis (asetik asit ile) ve LLE
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islemi gerceklestirilmistir. Bunun i¢in, farkli oranlarda n-heksan ve etil eter karisimi
denenmis ve segilmistir. Ekstraksiyon i¢in drnege 8:2 oraninda ekstraksiyon solventi
eklenmis ve mekanik olarak calkalanmistir. Organik faz, santrifiij edilerek ve idrar fazi
dondurularak ayrilmistir. Bu islemler iki kez tekrarlanmistir. Ekstrakte edilen
¢oziiclilerin N> altinda ugurulmus ve 30 dakika boyunca vakumlu desikatorlerde
(P.Os/KOH/silika jel) kurutulmustur. Trifluoroetanol kullanilarak alkoksilasyonun ve
trimetilsilanol kullanilarak silillemenin etkinligi karsilastirilarak bir tiirevlendirme
reaktifi sec¢ilmistir. Sililleme 1islemi i¢in, LLE ve vakum desikatorlerinde
dehidrasyondan sonra, numune tiipiine N,O-bis(trimetilsilil)-trifloro asetamit (BSTFA)
(%1 trimetil kloro silan (TMCS) ile kanstirilmis) eklenmis ve 65 °C'de 30 dakika
inkiibe edilmistir. Tirevlendirmeden sonra numune, GC-MS ile analiz edilmistir.
Ekstraksiyon ve tiirevlendirmenin etkinligini degerlendirmek i¢in son adimda fenantren-
dio i¢ standardi eklenmistir. Tiim monoester metabolitleri i¢in, GC-MS sonuclarinda
yiiksek tekrarlanabilirlik saglanmistir. Bu calisma sonucunda, GS degerleri 0,05-0,2
ng/mL araliginda ve TS degerleri ise 0,1-0,5 ng/mL araliginda bulunmustur. Su ve idrar
kullanilarak giin i¢i kesinligin bagil standart sapmasi %2,1 ile %16,3 arasinda
degismistir. Gergek numunelerin analizi, Kore Cumhuriyetinde ikamet eden
yetiskinlerden toplanan idrar 6rnekleriyle yapilmistir. Analiz edilen derisim sonuglari
cinsiyete ve bolgeye gore karsilastirilmistir. Sonug olarak, idrarda DEHP monoester
metabolitleri (MEHP, MEOHP ve MEHHP) tespit edilen en yiliksek derisimi
olustururken ve DiNP'nin bir metaboliti olan MiNP en diisiik derisimde tespit edilmistir.
Ortalama olarak, kadin idrarmin erkek idrarindan daha yiiksek »s fitalat metabolit
derisimine sahip oldugu goriilmiistiir. Kirsal bolgelerden alinan numunelerde, kentsel

bolgelerden alinan numunelerden daha yiiksek metabolit seviyelerine rastlanmistir.

Gries ve digerleri (2012) tarafindan gerceklestirilen bir diger calismada ise; yiiksek
molekiil agirlikli ve piyasada siklikla kullanilan di-(2-propilheptil) fitalatin (DPHP)
metaboliti olan mono-2-(propil-6-hidroksi-heptil) fitalat (MPHHP), mono-2-(propil-6-
oksoheptil) fitalat (MPOHP) ve mono-2-(propil-6 karboksi-heksil) fitalatin (MPCHP)
insan idrarindan tayini gerceklestirilmistir. Burada fitalat metabolitlerinin belirlenmesi
icin HPLC-MS/MS ile GC-HRMS (gaz kromatografisi yiiksek ¢oziniirliikli kiitle

spektrometresi) arasindaki kromatografik ayrimin bir karsilagtirmasi gergeklestirilmistir.
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[k olarak, idrar 6rneginin icerisine i¢ standart (10 pg/L’lik doteryumlanmus i¢ standart
karigimi MPOHP-d4, MPOHP-d4 ve MPCHP-d4), amonyum asetat tamponu (pH 6,5) ve
B-glukuronidaz ilave edilerek numune gece boyunca 37 °C'de inkiibe edilmistir.
Numune hidroliz isleminden sonra oda sicakligina getirilmis ve HCI (%37) ile pH 2'de
asitlendirilmigtir. Numuneye tert-biitil-metil-eter ilave edilerek LLE islemi
gerceklestirilmistir.  Numune kuvvetlice c¢alkalanmistir ve ardindan numune
santrifiijlenmistir. Daha sonra siipernatan N> altinda kurutulmustur. LC-MS/MS tayini
icin numune kalintis1t metanol i¢inde ¢oziilerek analiz edilmistir. GC-HRMS tayini i¢in
ise numune kalintis1 asetonitril i¢inde ¢oziilmiistiir. GC-HRMS’ de tayin dncesinde ise
LLE adimina ek olarak tiirevlendirme basamagi uygulanmistir. Bunun i¢in 1,1,1,3,3,3-
hekzafloroizopropanol ve N,N diizopropilkarbodiimid ilave edilmis ve c¢ozelti oda
sicakliginda karistirilmistir. Ardindan sodyum hidrojen karbonat ¢ozeltisi ve izo-oktan
eklenerek kuvvetlice karigtirllmis ve daha sonra santrifiijlenmistir. Son olarak
siipernatan alinarak GC-MS ile analizi gerceklestirilmistir. Bu calisma sonucunda;
GS’lari, GC-HRMS i¢in 0,05-0,1 pg/L ve HPLC-MS/MS i¢in 0,1-0,2 pg/L arasinda
bulunmustur. TS’lan ise, GC-HRMS i¢in 0,3-0,25 pg/L ve HPLC-MS/MS i¢in 0,3-0,5

pg/L arasinda bulunmustur.

Wu ve digerleri (2016) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada ise, zayif ila orta polariteye
sahip fitalat monoester metabolitlerinin (MiBP, MBzP ve MEHP) 6n zenginlestirilmesi
icin “NH4PF¢ ile giiclendirilmis, organik olmayan ¢oziicii, ¢ift mikro ekstraksiyon”
iyonik sivi  bazli dispersif sivi-sivi  mikroekstraksiyon (IL-DLLME) yo6ntemi
gelistirilmistir. Ekstraksiyon ¢6ziicilisii olarak alkilimidazolyum heksflorofosfat bazl
iyonik sivi [CsMIM]PFs ve dagitict olarak [CsMIM]BF4 kullanilmigtir. IL-DLLME
isleminden Once idrar numunelerinin {izerine ultra saf su ilave edilmis (1:5) ve ardindan
HCl ile pH 2,0-4,0 aralifmna ayarlanmstir. ilk mikro ekstraksiyon icin, [CsMIM]PFs ve
[CsMIM]BFs karisimi hizli bir sekilde tiipe enjekte edilmis ve bir bulutlu ¢ozelti
olusturulmustur. Daha sonra tiip, ultrasonik su banyosuna yerlestirilmis, bulutlu ¢ozelti
daha sonra santrifiijlenmis ve bu islem de ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin ¢cokelmesine neden
olmustur. Tortulu ekstraksiyon ¢oziiciisii baska bir tiipe aktarilmistir. Ikinci mikro
ekstraksiyon i¢in ise, dispersif ¢oziicli [CsMIM]BF4igeren kalan sulu faza NH4PFs ilave

edilip kanistirilmistir. Tiip buz banyosuna yerlestirilmis ve daha sonra santrifiij edilerek
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faz ayrimi saglanmistir. Son olarak, lstteki sulu faz atilmis ve ¢oken faz mikrolitre
hacimli siringa ile toplanmistir. Toplanan faz, ilk mikro ekstraksiyondan elde edilen
tortulu ekstraksiyon c¢oziiciisii ile kanstirllmistir. Karigik ¢okelti fazi asetonitril ile
seyreltilmis, 0,22 um'lik bir filtre ile siiziilmiis ve daha sonra HPLC-DAD ile analiz
edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, ii¢ fitalat monoester metaboliti icin, yiiksek
ekstraksiyon geri kazanim (%93,8-99,1) ve diisik GS degerleri (0,29- 0,34 pg/L)

bulunmustur.

2.3.2.2. Kati faz ekstraksiyon (SPE)

Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE), bir veya bir tiir analiti bir ¢ozeltiden izole etmek icin bir
kat1 faz ve bir siv1 faz kullanan bir ekstraksiyon yontemidir. Genellikle numunedeki
analit(ler)in miktarin1 belirlemek i¢in kromatografik veya baska bir analitik yontem
kullanmadan 6nce bir numuneyi temizlemek i¢in kullanilir. Kat1 faz ekstraksiyon, hizl
ve se¢ici numune hazirlama i¢in su anda mevcut olan ¢ok popiiler bir tekniktir. SPE'nin
cok yonliiliigii, bu teknigin saflastirma, eser miktar zenginlestirme, tuzdan armndirma,
tiirevlendirme ve smif ayirma gibi birgok amag i¢in kullanilmasina izin verir. SPE’de
genel mekanizma, SPE fazina bir ¢ozelti yiiklemek, istenmeyen bilesenleri yikamak ve
ardindan istenen analitleri baska bir ¢oziicii ile bir toplama tiipline almaktir (Sekil 2.8)

(Zwir-Ferenc ve Biziuk, 2006).
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Sekil 2.8. SPE mekanizmasi

Secici bir yontem olarak SPE, geleneksel ters fazli sorbentlerden (Cig ve Cg), normal
faza (silika ve aliimina) ve iyon degisimine, stiren-divinilbenzen polimerlerine dayanan
karigik modlu (iyon degisimi+ters faz) ve islevsellestirilmis reginelere kadar sayisiz
farkli sorbent segenegi sunmaktadir. Silis ve bagl silika sorbentler, grafitlestirilmis
veya gozenekli karbon, polimerik sorbentler, segici sorbent sinifinda yer alan molekiiler
baskilanmis polimerler ve immiinosorbentler siklikla kullanilan kati faz materyalleri
arasinda yer alir. SPE’de uygun bir SPE ekstraksiyon sorbentinin se¢imi, sorbent ile
ilgilenilen analit arasindaki etkilesim mekanizmasinin anlasilmasina baghdir. Hedef
bilesikler ile kat1 faz arasindaki etkilesimler, van der Waals kuvvetleri gibi hidrofobik
etkilesimleri ve dipol-dipol, indiiklenmis dipol-dipol, hidrojen bag1 ve n-n etkilesimleri
gibi hidrofilik etkilesimleri igerir. Ek olarak, ilgilenilen analit {izerindeki ytiklii gruplar
ile sorbent ylizeyindeki yiiklii gruplar arasinda, molekiiler tanima mekanizmalarinin
yani sira elektrostatik ¢cekimler de gerceklesir. Bu tiir etkilesimler, ters faz, normal faz,
iyon degisimi, immiinoafinite ve molekiiler olarak baskilanmis polimerler igin

karakterize edilir (Buszewski ve Szultka, 2012; Zwir-Ferenc ve Biziuk, 2006).
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SPE’de siringa haznesindeki diskler/kartuslar, diskler, 96-kuyucuklu SPE plakalar1 ve
SPE pipet ucu olmak iizere genel olarak 4 tip sorbent formati mevcuttur (Sekil 2.9).
SPE kartuslari, bir plastik veya cam kolonlarin arasinda sabit faz ve sabit fazin alt ve iist
kisminda yer alan fritlerden olusmaktadir. SPE kartuslarinin, 1 mL ila 50 mL arasinda
degisen hacimlerde ve cesitli boyutlarda, bir¢ok sorbent tiirli ve farkli sorbent
miktarlarini igeren tiirleri mevcuttur. Belirli bir uygulama i¢in optimum kartus boyutu
secilirken, tlim analitleri tutma yetenegi, orijinal numunenin hacmi ve eliisyondan sonra
saflagtirilmis numunenin son hacmi gibi faktdérler gz Oniinde bulundurulmaktadir

(Buszewski ve Szultka, 2012; Zwir-Ferenc ve Biziuk, 2006).

4 .
5 =
S H T
E; g
i
H
. =
SPE Kartuslar SPE Diskleri
e ™ - h
m‘*‘*"gﬁ
o
. P N /
96-Kuyucuklu SPE Plakalari Pipet ucu SPE

Sekil 2.9. Sorbent formatlari
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SPE diskleri ise, SPE kartusunun bir ¢esididir. Diskler, adsorbanin bir mikrofibril ag1
icinde immobilize edildigi 0,5 mm kalinliginda bir zardan olusur. Sorbent (polimer veya
silika {izerinde), bir politetrafloroetilen veya cam elyaf ag1 igine gomiiliir. Disklere
gomiilii sorbent partikiilleri, kartuslarda bulunanlardan daha kiigiiktiir. Kisa numune
yolu ve kiigiik pargacik boyutu, analitlerin verimli bir sekilde yakalanmasina olanak
tanir. Fakat kartuslar laboratuvarda kolayca hazirlanirken, diskler simdiye kadar
yalnizca imalat ortaminda iiretilmistir. Ayrica, bliyilk numuneleri islemek ve numune
temizligi gerceklestirmek i¢in kartuglari 6lgeklendirmek, disklere gére daha kolaydir.
Diskler, kartuslardan énemli 6l¢lide daha pahalidir ve nispeten basit, rutin uygulamalar
icin, ekonomik hususlar genellikle kartus kullanimini zorunlu kilar (Zwir-Ferenc ve

Biziuk, 2006; Poole, 2003).

Pipet ucu ekstraksiyonu, kat1 faz ekstraksiyonunun basit ve hizli bir yontemini temsil
eder. Kati faz sorbent, pipet ucunun igindeki iki frit arasina gevsek bir sekilde
yerlestirilir; numune alinir ve sabit faz ile karistirilir. Matriks atiga gonderilir ve adsorbe
edilen analitler az miktarda ¢oziicli ile eliie edilerek kromatografik cihazlarla analizi
gerceklestirilir. Kiiglik ¢6ziicli hacmi nedeniyle zaman alic1 deristirme asamasi gerekli
degildir. Pipet ucu SPE’de tekniginin daha hizli ekstraksiyon siiresi (1-2 dakika), tiim
analitler i¢in tek ekstraksiyon yontemi, temiz ekstraktlar, tipik SPE'den daha az numune
hacmi (200 pL), daha az solvent hacmi (200 — 400 puL) ve daha az solvent atig1 olmak

lizere baz1 avantajlar1 bulunmaktadir (Zwir-Ferenc ve Biziuk, 2006).

SPE'nin yeni formati 96 kuyucuklu SPE plakalaridir. Paralel numune isleme, 96
numunenin yaklagik bir saat veya daha kisa siirede ekstrakte edilmesini saglar. 96
Ornegin ayni anda uygulanmasi, uygulama hatalarini ve is yiikiinii azaltir. 96 oyugun her
biri, 3-10 mg paketleme malzemesi iceren 1 veya 2 mL'lik kiigiik bir SPE kartusuna
sahiptir. Bir SPE kartusundaki paketleme malzemesi, alt frit veya membran ile st frit
arasina yerlestirilir. Tipik SPE kartuslariyla karsilastirildiginda, bu kiigiik dolgulu yatak
kuyular1 farkli akis 6zelliklerine, kiitlelerine ve hacimlerine sahiptir. Fakat bu plakalar

olduk¢a maliyet gerektirmektedir (Zwir-Ferenc ve Biziuk, 2006).
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Literatiirde SPE yontemi kullanilarak idrardaki fitalat monoester metabolitlerinin
tayinine yonelik bir¢ok calisma mevcuttur. Blount ve digerleri (2000) tarafindan
gerceklestirilen bu ¢alismada insan idrarindaki 8 fitalat metabolitinin (MEP, MnBP,
MCyHP, MBzP, MEHP, MnOP, MiNP ve MiDP) HPLC-MS/MS ile eser diizeylerinin
es zamanl Slciimii i¢in bir yontem gelistirilmistir. Ik olarak, idrar 6rnegi amonyum
asetat ile pH 6,5’e tamponlanmustir. Uzerine izotopik olarak etiketlenmis ve dekonjuge
edilmis i¢ standartlar eklenmistir. B-glukuronidaz (Escherichia Coli’den) enzimi
eklenmis ve 37 °C'de 90 dakika inkiibe edilerek hidroliz islemi gergeklestirilmistir.
Enzimatik dekonjugasyondan sonra SPE ile 6n zenginlestirme basamagi uygulanmistir.
SPE islemi 2 kez uygulanmis ve bunun i¢in 60 mg/3 mL ve 60 mg/10 mL olmak {izere 2
adet farkl1 ticari Oasis HLB kartusu kullanilmistir. Ik olarak 1.SPE kartusu (60 mg/3
mL) asetonitril ve bazik tamponla kosullandirilmis ve daha sonrasinda 6rnek kartustan
gecirilip analitler bazik tamponla kartustan eliie edilmistir. Kartustan eliie edilmis bazik
eluatlar asidik tamponla asitlendirilmistir. 2.SPE kartusu (60 mg/10 mL) asetonitril, su
ve asidik tampon ile kosullandirilmigtir. Asitlendirilmis numune 2.SPE kartusundan
gecirilmis ve kartus asidik tamponla yikanarak daha da saflagtirilmistir. Daha sonra
kartus suyla yikanarak fazla tuzlar uzaklastirilmistir. Ardindan analitler etil asetat ve
asetonitril eliie edilmistir. Eliient N> altinda ugurulmus ve kalint1 {izerine su eklenerek
ters fazli HPLC-MS/MS ile tespit edilmistir. Fitalat metabolitlerinin izotop seyreltme ile
miktarlar1 belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda; MEP, MnBP, MCyHP, MBzP, MEHP,
MnOP, MiNP ve MiDP i¢in GS’lan sirasiyla 1,0; 0,6; 0,7; 0,8; 1,2; 0,9; 0,8; 1,5 ng/mL

olarak bulunmustur.

Kato ve digerleri (2004) tarafindan gergeklestirilen bu ¢alismada insan idrarindaki ii¢
fitalat monoester metabolitlerinin (MnBP, MBzP ve MEHP) tayini i¢in ¢evrimici SPE—
HPLC-MS/MS yontemi gelistirilmistir. Ik olarak idrar numunelerine doteryumlu ig
standartlar (d4-MnBP, ds-MBzP ve ds-MEHP) eklenmis ve daha sonra dekonjugasyon
icin numuneye [-glukuronidaz eklenerek 37 °C'de 120 dakika inkiibe edilmistir.
Cevrimici SPE icin HySphere-C18 HD kartusu kullanilmustir. ilk olarak HPLC
sistemine entegre olan kartus metanol, su ve asidik tamponla (NaxHPO4/H3POs)
kosullandirilmistir. Dekonjuge idrar numunesi asidik tampon kullanilarak kartusa

ylklenmis ve ardindan kartus su ile yikanmistir. Numune asetik asit—asetonitril (75:25
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v/v) mobil fazi ile eliie edilerek HPLC’de ayrimi gergeklestirilmistir. Analitler, secici
reaksiyon izleme ile negatif iyon modunda tespit edilmistir ve yontemin dogrulugu,
izotop seyreltme kullanilarak gelistirilmistir. Bu calisma sonucunda geri kazanimlar
%84.,3'lin lizerinde ve bagil standart sapmalar ise %0,8 ila %4,8 arasinda degisim
gosterdigi bulunmustur. GS’1 degerleri 0,7-1,7 ng/mL ve TS degerleri 2,3-5,7 ng/mL

araliginda bulunmustur.

Rastkari ve Ahmadkhaniha (2013) tarafindan gerceklestirilen bir diger ¢aligmada ise,
manyetik ¢ok duvarli nanotiip temelli manyetik kati faz ekstraksiyon kulllanilarak
idrardaki 5 (MnMP, MEP, MnBP, MEHP ve MBzP) fitalat monoesterlerinin tayini
gerceklestirilmistir.  Manyetik ~ karbon  nanotiipler (MCNT'ler),  manyetik
nanopartikiillerin asitle muamele edilmis ¢cok duvarli karbon nanotiipler lizerine monte
edilmesiyle hazirlanmistir. Miikkemmel adsorpsiyon kapasiteleri nedeniyle manyetik
karbon nanotiipler, insan idrarindan fitalat maruziyetinin ana biyobelirtecleri olan fitalat
monoesterlerini ayirmak i¢in manyetik kati faz ekstraksiyonunun (MSPE) adsorbani
olarak kullanilmistir. Manyetik nanopartikiillerin miktarr, numune ¢ozeltisinin pH'",
ekstraksiyon ve desorpsiyon siiresi, tuz miktari, desorpsiyon ¢oziiciiniin tiirii ve hacmi
gibi ekstraksiyonu etkileyebilecek faktorler ayrintili olarak arastirilmis ve ekstraksiyon
kosullar1 optimize edilmistir. pH=2,5-1,5, sorbent miktari=0,5 mg/mL, 100 mg/2 mL
NaCl, 3 dk adsorpsiyon siiresi, desorpsiyon ¢oziiciisii olarak izopropanol ve ¢oziicli
hacmi ise 5 mL, desorpsiyon siiresi ise 2 dk olarak optimize edilmistir. ilk olarak idrar
numunesine i¢ standart (3-bromobenzoik asit) eklenmis ve numune amonyum asetat
cozeltisi ile pH 6,8’e tamponlanmistir. Daha sonra iizerine B-glukuronidaz ilave edilerek
hafifce karistirllmis ve 37 ©°C'de 120 dakika inkiibe edilerek hidroliz islemi
gerceklestirilmistir. Karigim daha sonra fosfat tamponu ile asitlendirilmistir. Daha sonra
karisima MCNT ve NaCl ilave edilerek karisim kuvvetlice karistirllmigtir. Bu iglemin
ardindan manyetik adsorbani sisenin yan tarafina toplamak i¢in bir miknatis kullanilmig
ve siipernatan atilmistir. Ardindan fitalat metabolitlerini adsorbandan ayirmak igin
izopropanol ilave edilerek karistirilmistir. Desorpsiyon ¢oziiciisii toplanarak N> altinda
kurutulmugstur. Kalintrya piridin i¢inde klorotrimetil-silan ve BSTFA eklenerek 65 °C
30 dk tiirevlendirme islemi gergeklestirilerek GC-MS ile analiz edilmistir. Optimize
edilmis kosullar altinda, fitalat monoesterleri i¢in elde edilen en diisiik GS’1 0,025-0,050
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ng/mL araliginda bulunurken, en diisitk TS’1 ise 0,125-0,250 ng/mL araliginda
bulunmustur. Ek olarak, giin i¢i ve gilinler aras1 kesinliklerin sirasiyla %11,2 ve
%]11,4ten daha az bagl standart sapmalarla (BSS) degerlendirilmesiyle
tekrarlanabilirlik saglanmistir. Bes fitalat monoesterin geri kazanimlari, BSS'lar

%10,7'den az olmak tizere %92,6 ile %98,8 arasinda degisim gostermistir.

Elliani ve digerleri (2020) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada ise idrardaki 8 fitalat
monoesterinin (MEP, MiBP, MBzP, MnBP, MCyHP, MEHP, MiNP ve MnOP) kati faz
mikroekstraksiyon (SPME) yontemi kullanilarak  GC-MS/MS ile tayinleri
gerceklestirilmistir. SPME’ de en yliksek ekstraksiyon verimini elde etmek i¢in bazi
kosullarin optimizasyonu gergeklestirilmistir. Bu kosullar; farkli ticari SPME fiberi,
ekstraksiyon siiresi, iyonik kuvvet ve ekstraksiyon sicakligidir. Fiber optimizasyonunda
5 tane SPME ticari fiber arasindan (Poliakrilat 85 um, karboksen/polidimetilsiloksan 85
um  (Car/PDMS), polidimetilsiloksan/divinilbenzene 65 pum (PDMS/DVB),
polidimetilsiloksan 100 pm (PDMS), divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan
50/30 um (DVB/Car/PDMS)) en iyi ekstraksiyon sonucunu veren DVB/Car/PDMS
fiberi se¢ilmistir. Diger optimizasyon kosullarinda ise en iyi ekstraksiyon verimi %10
NaCl (w/w) kullanilarak ve analitlerin 80 °C'de 40 dakika boyunca ekstraksiyonuyla
elde edilmistir. Ik olarak, insan idrarina uygun miktarda déteryumlanmis i¢ standart
(MnBP-d4) eklenmis ve amonyum asetat ile tamponlanmistir. Daha sonra karisima [3-
glukuronidaz eklenerek 37°C’de 2 saat boyunca hidrolizi gergeklestirilmistir. Enzimatik
hidroliz, %10 silfiirik asit ile pH 2'ye asitlendirilerek durdurulmus ve bu islemin
ardindan analitlerin tlirevlenmesi i¢in pH 7'ye ayarlanmistir. Tirevlendirme adimi;
piridin, metanol ve metil kloroformatin eklenmesiyle gerceklestirilmistir. Ardindan
karisima NaCl ilave edilmis ve DVB/Car/PDMS fiberi dogrudan daldirilarak, 80°C'de
40 dakika boyunca SPME’nu gergeklestirilmistir. Fibere adsorbe olan analitler termal
desorpsiyonla eliie edilmis ve GC-MS/MS ile analiz edilmislerdir. Yapilan bu c¢alisma
sonucunda en diisiik GS’1 0,1-2,4 pg/L araliginda bulunurken, en diisiik TS’1 ise 0,3-4,7
pg/L araliginda bulunmustur.
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Huang ve digerleri (2022) tarafindan gergeklestirilen bu ¢alismada, polietilenimin (PEI)
ile fonksiyonellestirilmis amin islevli poli(divinilbenzen) (PDVB) ve ardindan glisidil
fenil eter (PDVB-QPEI olarak adlandirilir) ile kuaternizasyona dayali olarak
sentezlenen, karigtk modlu bir anyon degistirici (MAX) adsorbent gelistirilmistir.
Adsorbent Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopi ve azot adsorpsiyon desorpsiyon
deneyleri ile karakterize edilmistir. PDVB-QPEI'nin 118,5 m*g'lik bir BET spesifik
yiizey alami, 0,37 cm?/g'lik gézenek hacmi ve 16,41 nm'lik gdzenek boyutu ile basarili
bir sekilde sentezlendigini gostermistir. 0,57 mmol/g'lik yliksek iyon degisim kapasitesi
elde edilmistir. PDVB-QPEI MAX adsorbenti kullanilarak, idrar Orneklerindeki
bisfenol analoglarinin (Bisfenol A bisfenol B, bisfenol E, bisfenol F, bisfenol S,
bisfenol Z, bisfenol AF ve tetrabromobisfenol A) ve fitalat monoesterlerinin (MMP,
MEP, MnBP, MBzP ve MEHP) tayini i¢in bir SPE yontemi gelistirilmistir. SPE
verimliligini etkileyen Onemli parametreler olan; adsorbent miktari, 6rnegin pH',
yikama ¢oziiciisii ve eliient tiirii ve eliient hacmi optimize edilmistir. ilk olarak, 200 mg
PDVB-QPEI adsorbent 3 mL'lik bir cam SPE kartusuna doldurulmustur. Kartus, 5 mL
metanol ve 5 mL su ile kosullandirilmistir. Daha sonra 3 mL idrar 6rnegi fosfat
tamponu (pH=7) ile 10 mL'ye seyreltildikten sonra 6rnek 0,5 mL/dk akis hizinda
kartustan gecirilmistir. Daha sonra kartus dnce 2 mL amonyakli su (pH 12) ve ardindan
3 mL saf su ile yitkanmistir. Tam vakum altinda 30 dakika kurutulduktan sonra, nétr
veya bazik etkilesimleri ortadan kaldirmak i¢in kartus 5 mL asetonitril ile yikanmistir.
Analitler iki ayr1 kisma ayristirilmistir. Ilk olarak, bisfenol analoglari 3 mL metanol
(Eliiat 1) ile eliie edilmis ve ikinci olarak, fitalat monoesterler ve tetrabromobisfenol A
metanol i¢inde 3 mL %1 formik asitle eliie edilmistir (Eliiate II). Eliiate I ve Eliate II,
N> altinda 30 °C'de kurutulmus ve ardindan 500 pL su/asetonitril (3/1, v/v) iginde
coziilerek HPLC-DAD ile analiz gerceklestirilmistir. Bu calisma sonucunda geri
kazanim degerleri %80,1 ila %102,4 (%6’dan az, n=3) ve en diisiik GS’1 3-9 ng/mL
araliginda bulunmustur. PDVB-QPEI adsorbenti, ticari kartuslarla (Oasis HLB, C18 ve

Oasis MAX) karsilastirilmis ve bulunan degerler sonucunda {istiin oldugu goriilmiistiir.

Literatiirde idrarda fitalat monoester metabolitlerinin tayininde kullanilan SPE

yontemine yonelik yapilan diger calismalar Cizelge 2.4.’de verilmistir.
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Cizelge 2.4. Literatiirde idrarda fitalat monoester metabolitlerinin tayininde kullanilan SPE yontemine yonelik yapilan ¢aligmalar

Analitiler Matriks Metot Ornek Hazirlama Eliient Gozlenebilme Referans
Metodu Sinir1 (GS)
Tespit Simir1 (TS)

MnMP, MEOHP, Idrar HPLC-MS/MS Hidroliz Asetonitril GS:047-1,6 Silva vd.,
MEHHP, MEHP, MEP, B-glukuronidaz, ve etil asetat ng/mL 2003
MnBP, MBzP, MCyHP, Kolon: Betasil 37°C, 1,5 saat
MnOP, MiNP ve MiDP phenyl + TS: -

(2 x 50 mm, SPE
5 pm) 60 mg ve 200 mg
Ticari Nexus kartuslar
MEP, MnBP, MiBP, Idrar LC-MS/MS Hidroliz Asetonitril GS: 0,11-1,43 Frederiksen
MBzP, MEHP, MEHHP, B-glukuronidaz, ve etil asetat ng/mL vd., 2010
MEOHP, MnOP, MiNP, Kolon: Synergi 37°C, 1,5 saat
MECPP, Mono-(4-metil 4U fusion-RP + TS: -
7-hidroksil oktil) fitalat 80A SPE
(MMHOP), Mono-(4- (2 %75 mm, 200mg/ 3mL Ticari
metil7-okso-oktil) fitalat 4 pm) StrataXL kartusu
(MMOOP), ve Mono-(4-
metil-7-karboksi heptil)
fitalat (MMCHP)
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Cizelge 2.4. Literatiirde idrarda fitalat monoester metabolitlerinin tayininde kullanilan SPE yontemine yonelik yapilan ¢alismalar (Devami)

MEP, MnBP, MBzP, I[drar HPLC-MS/MS Hidroliz Asetonitril GS:0,11-1,1 Chen vd.,
MEHP ve MnMP 2 B-Glukuronidaz, ng/mL 012
Kolon: Thermo 37°C 3 saat
Betasil phenyl + TS: 0,3-1 ng/mL
(50 mm x 2,1 SPE
mm, 3 pm) 200 mg/ 3 mL Ticari
C18 SampliQ kartusu
MBzP, MEP, MnBP, Idrar UPLCMS/MS Hidroliz Asetonitril GS: 0,13-0,37 | Dewalque
MEHP, MEHHP, MEOHP B-glukuronidaz, ng/mL vd., 2014
ve MiBP 37°C 24 saat
Kolon: Kinetex + TS: 0,43-1,23
Phenyl-Hexyl SPE ng/mL
(2,1 x 100 mm, 130 mg/10 mL Ticari
1,7 pm) Bond Elut Certify LRC
kartusu
Mono(3-karboksipropil) idrar | HPLC-MS/MS Hidroliz Asetonitril ve | GS: 0,03-1,4 | Fengvd.,
fitalat (MCP}.))’ MMP’ B-Glukuronidaz, etil asetat ng/mL 2015
MEP, Mo.n01zopr.op11 Kolon: Kinetex 37°C 2 saat
fitalat (MiPP), MiBP, )
Phenyl-Hexyl + TS: -
MEHﬁ/gﬂﬁ’E cpp (2.1 x 150 mm, SPE
. 7 2,6 pm) 60 mg/3 mL Ticari

MEOHP, MCMHP, MBzP,
MCyHP, Mono-n-pentil
fitalat (MnPP), MEHP,
MnOP, MiNP ve MiDP

Oasis HLB kartusu




6¢

Cizelge 2.4. Literatiirde idrarda fitalat monoester metabolitlerinin tayininde kullanilan SPE yontemine yonelik yapilan ¢alismalar (Devami)

MnBP, MiBP, MBzP ve Idrar UPLC-MS/MS Hidroliz Asetonitril ve | GS: 0,3 ng/mL Peng vd.,
MEHP B-glukuronidaz, metanol 2016
37°C, 2 saat TS: 1 ng/mL
Kolon: Waters +
Acquity UPLC SPE
BEH Phenyl 60 mg/ 3 mL Ticari
(2,1 mmx 100 ABS ELUT-Nexus
mm, 1,7 Hm) kartusu
MnMP, MEP, MnBP, Idrar LC/MS/MS Hidroliz Metanol GS: 0,02-0,60 Dong vd.,
MiBP, MBzP, MEHP, B-Glukuronidaz, pg/L 2017
MEOHP, MECPP, Kolon: 37°C, 2 saat
MEHHP ve MCMHP AQUASIL C138 + TS: -
(4,6 x 150 mm) SPE
60 mg/3 mL Ticari PLS
kartusu
MCPP, MnMP, MEP, Idrar HPLC-MS/MS Hidroliz Asetonitril ve | GS:0,02-0,15 Yao vd.,
MiPP, MiBP, MnBP, B-glukuronidaz, etil asetat pg/mL 2018a
MEHHP, MECPP, Kolon: Kinetex 37OC, 2 saat
MEOHP, Phenyl-Hexyl + TS: -
MCMHP, (2,1 x 150 mm, SPE
MCyHP, MPP, MEHP, 2,6 pm) 60 mg/3 mL Ticari
MnOP, MiNP, MiDP ve Oasis HLB kartusu

Monometil izofitalat
(MMiP)
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Cizelge 2.4. Literatiirde idrarda fitalat monoester metabolitlerinin tayininde kullanilan SPE yontemine yonelik yapilan ¢alismalar (Devami)

MEP, MEHP, MECPP, Idrar UHPLC- Hidroliz Metanol (%1 GS:0,01-0,14 Yao vd.,
MCMHP, MEOHP ve MS/MS B-Glukuronidaz, 37°C formik asit) ng/mL 2018b
MEHHP 24 saat
Kolon: Kinetex + TS: 0,04-0,48
Phenyl-Hexyl SPE ng/mL
(2,1 x 150 mm, 150mg/6 mL Ticari
2,6 pm) OasisMAX kartusu
Mono(2-etilheksil) Idrar LC-MS/MS Hidroliz Metanol GS: 0,02-0,3 Been vd.,
terefitalat (MEHTP), B-glukuronidaz, ng/mL 2019
Mono(2-etil-5- Kolon: 37°C, 1,5 saat
hidroksiheksil) terefitalat Phenomenex + TS: 0,05-0,9
(5-OH-MEHTP), Kinetex SPE ng/mL
MPHHP, MPCHP ve Biphenyl 60 mg/3 mL Ticari
MPOHP (2,1 x 100 mm, Oasis HLB kartusu
2,6 um)
MEP, MnBP, MBzP, Idrar UHPLC- Hidroliz Metanol GS: - Dima vd.,
MEHP, MEOHP ve MS/MS B-Glukuronidaz, 2020
MEHHP 55°C 1 saat TS:0,3-1,25
Kolon: C18 + ng/mL
Zorbax Eclipse SPE
Plus 60 mg/3 mL Ticari
(2,1 mmx 50 Oasis HLB kartusu

mm, 1,8 um)




2.4. Molekiiler Baskilama

Molekiiler baskilama, sentetik polimerlerde bir sablon i¢in (atom, iyon, molekiil,
kompleks ve mikroorganizmalar) secici tanima bdlgelerinin ingast olarak tanimlanir
(Chen vd., 2016). Molekiiler baskilanmis polimerler (MIP'ler) ‘‘Molecular Imprinting
Polymer’’, dogal antijenlerden ve antikorlardan ilham alan ve ilk kez 1931'de Polyakov
tarafindan oOnerilen 6zel yapim reseptorlerdir (Arabi vd., 2020). Molekiiler baskilanmis
polimerler, bir analit (sablon) ile fonksiyonel bir monomer arasinda bir kompleks
olusumuna dayanmaktadir. Bir monomerin polimerizasyonu, polimer matriksine dahil
olan hedef molekiiliin (sablon) varliginda gerceklesir. Proses (Sekil 2.10), sablonun,
fonksiyonel monomerin, ¢apraz baglayici ve baslaticinin porojenik bir ¢oziicli i¢inde
¢oziilmesiyle baglar. Kararli bir sablon-monomer kompleksinin olusumu, molekiiler
tanimanin basarisi i¢in temel oldugundan, fonksiyonel monomerler sablon molekiil ile
etkilesime girecek sekilde secilir. Monomerler, sablonun etrafinda uzamsal olarak
konumlandirilir ve konum, capraz baglanan monomerlerle kopolimerizasyon yoluyla
sabitlenir. Elde edilen polimer, sablonunkini tamamlayan ii¢ boyutlu bir yapiya sahip
mikro bosluklara sahip makro gozenekli bir matrikstir. Boylece sablon molekiiller
ekstraksiyon  veya kimyasal reaksiyonlar yoluyla yikanarak polimerden
uzaklastirilmasiyla, sablona sekil, boyut ve kimyasal islevsellik acisindan tamamlayici
olan baglanma bdlgeleri meydana getirilir. Sonug olarak, ortaya ¢ikan polimer, kalip
molekiilleri secici bir sekilde tanir ve baglar. Baglanma yerleri, polimerizasyon
sirasinda kurulan etkilesimlere bagli olarak farkli 6zellikler gdsterir. Bunlar, hidrojen
bagi, dipol-dipol etkilesimler, van der Waals kuvvetleri, iyonik etkilesimler ve m-m

etkilesimleri olabilmektedir (Vasapollo vd., 2011; Hu vd., 2021).
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Sekil 2.10. Molekiiler baskilama prosesi (Plotka-Wasylka vd., 2017)

MIP'ler, hedef molekiiller icin 06zel tanima bdlgelerine sahip 0Ozel yapim yapay
antikorlar ve reseptorler sinifidir. MIP'ler, "kovalent", "kovalent olmayan" ve "yari
kovalent" yaklasimlar olmak {lzere ii¢ farkli baskilama yontemi kullanilarak

sentezlenebilir (Ansari ve Karimi, 2017; Maciel vd., 2019).

1. Kovalent baskilamada, polimerizasyon isleminden once sablon ve fonksiyonel
monomer arasinda kovalent baglar olusturulur. Sentezden sonra sablonun polimer
matriksinden ¢ikarilmasi adiminda kovalent baglarin boliinmesini/kirilmast meydana
gelir. Bu sentez yolunun avantajlarindan biri, baglanma yerlerinin homojen bir sekilde
dagilmasidir ve bir dezavantaji ise bu tiir sentezlerde kullanilabilecek cok sayida

fonksiyonel monomer tiirii olmamasidir (Ansari ve Karimi, 2017; Maciel vd., 2019).

2. Kovalent olmayan baskilamada, sablon, uygun bir fonksiyonel monomer(ler) ile
uygun bir porojen ¢dziicii i¢cinde karistirilir. Sablon molekiiller, sentezlenen polimer
matriksinden bir yikama c¢oziiciisii veya bir ¢oziicli karisimi ile ayrilir. Ardindan,
sablonun yeniden baglanma islemi kovalent olmayan etkilesimlerle gerceklestirilir.
Sentez sirasindaki nispeten basit uygulamasi ve komplekslestirme adimi1 nedeniyle en
yaygin kullanilan baskilama yontemidir (Ansari ve Karimi, 2017; Maciel vd., 2019).

3. Yart kovalent baskilama, Onceki iki yontemin bir karisimidir. Bu nedenle,

polimerizasyondan 6nce, sablon ve fonksiyonel monomerler arasindaki etkilesimler
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kovalent baglarla kurulur ve sablonun polimer matriksinden ¢ikarilmasi adimindan
sonra, analitin MIP'ye yeniden baglanmasi i¢in kovalent olmayan etkilesimlerden

yararlanir (Ansari ve Karimi, 2017; Maciel vd., 2019).

MIP’ler ¢esitli polimerizasyon teknikleri kullanilarak hazirlanabilmektedirler. Bunlar;
yigin polimerizasyonu, slispansiyon polimerizasyonu, iki asamali veya c¢ok asamali
sisme polimerizasyonu, ¢okeltme polimerizasyonu, yiizey polimerizasyonu ve yerinde

polimerizasyondur (Yan ve Row, 2006).

MIP'lerin ana avantaji; baskilama prosediiriinde kullanilan hedef molekiil i¢in yliksek
afinite saglamasidir. Molekiiler baskilanmis polimerler, proteinler ve niikleik asitler gibi
biyolojik sistemlere kiyasla daha yiiksek fiziksel saglamliga, kuvvete, yiiksek sicaklik
ve basinca karsi dirence ve asitlere, bazlara, metal iyonlarina ve organik ¢dziiciilere
kars1 inertlige sahiptirler. Ek olarak, onemli 6lgiide tekrar kullanilabilirlik, hazirlama
kolayligi, diisiik maliyet ve polimerlerin uzun depolama Omiirleri diger avantajlar

arasinda yer almaktadir (Vasapollo vd., 2011; Arabi vd., 2020).

MIP'ler; numune On isleme, ayirma (6rn. SPE), saflastirma, sensorler veya
biyosensorler, kemo/biyoalgilama, kataliz, yapay antikorlar ve ila¢ salim1 gibi cesitli
alanlarda kullamlmaktadirlar (Vasapollo vd., 2011; Chen vd., 2016). Ozellikle MIP'ler
SPE prosediirleri i¢in yeni segici sorbentler olarak tercih edilmektedir ve MISPE olarak
adlandirilmaktadirlar. MIP'nin SPE i¢in segici sorbent olarak uygulanmasi ilk olarak
1994 yilinda Sellergren tarafindan Onerilmistir (Sellergren, 1994). MIP’ler, sadece
numunelerin zenginlestirilmesine ve temizlenmesine degil, ayn1 zamanda karmagsik
matrikslerden hedef analitlerin secici ekstraksiyonuna da izin verirler (Vasapollo vd.,
2011). MISPE sorbentlerin, kartuslar, diskler, pipet ucu SPE, 96 oyuklu SPE plakalar
ve cevrimi¢i 6n kartuslar gibi gesitli bicimleri mevcuttur. Ayrica SPE temelli olan
monolitik, nano o6l¢ek, kompozit, ylizey baski, ici bos godzenekli, yapisal analog
(Dummy), ¢ok islevli monomer, ¢oklu sablon, su uyumlu ve kisith erisim materyalleri
ile birlestirilmis (RAM) MIP'ler olmak {izere yeni baskilama stratejileri bulunmaktadir

(Sekil 2.11) (Arabi vd., 2020).
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Sekil 2.11. SPE temelli yeni baskilama stratejileri (Arabi vd., 2020)

Literatiirde molekiiler baskilama yontemi kullanilarak idrardaki fitalat monoester
metabolitlerinin tayinine yonelik ¢aligmalar kisithdir. Li ve digerleri (2021) tarafindan
yapilan bir g¢aligmada, insan idrar Orneklerinden bes fitalat monoesterinin (MMP,
monohegzil fitalat (MHP), MEP, MnBP, MBzP ve MEHP) ekstraksiyonu i¢in manyetik
dummy (MD) molekiiler baskilanmis polimer nanopartikiillere (MD-MIP'ler) dayali
basit ve etkili bir dagitic1 kat1 faz mikro ekstraksiyon (DSPME) yontemi gelistirilmistir.
Molekiiler baskilama isleminde sablon molekiil olarak MHP kullanilmistir. Manyetik
molekiiler baskilanmig polimerler sol-jel reaksiyonu ve yiizey molekiiler baskilama
yontemi ile sentezlenmis ve transmisyon elektron mikroskobu, taramali elektron
mikroskobu, Fourier dontisimli kizilotesi  spektroskopisi, X-1gm1  kirmnimi,
termogravimetrik analiz ve titresimli numune manyetometrisi ile karakterize edilmistir.
Insan idrar &rnekleri {i¢ saglikli goniillii tarafindan saglanmis ve dnce santrifiijlenmistir.
Daha sonra ornekler pH'1 1'e ayarlanmis ve 20 mL idrar 6érnegine 40 mg Fe;Os@MD-
MIP ilave edilerek 1 saat calkalanmistir. Daha sonra, polimerler numunelerden miknatis
kullanilarak ayrilmis ve adsorbe edilmis fitalat monoesterlerinin eliisyonu i¢in 2 mL

metanol-asetik asit (v/v = 9:1) ¢6zeltisi ile ultrasonik ekstraksiyon gergeklestirilmistir.
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Eliisyon ¢ozeltisi daha sonra N> atmosferi altinda 50 °C'de kurutulmus, ardindan 0,2 mL
metanol eklenerek HPLC ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar, burada hazirlanan
Manyetik molekiiler baskilanmis polimerler yiiksek secicilik, iyi adsorpsiyon kapasitesi
(124,5 mg/g), mikemmel yeniden kullanilabilirlik (bes sorpsiyon-desorpsiyon dongiisii
sonucunda) ve hizli adsorpsiyon siiresi (yaklasik 30 dakika) gosterdigi bulunmustur.
Monoester fitalatlarin ekstraksiyon etkinligi, idrar numunelere bilinen {ii¢ farkli
derisimde monofitalat standardi (2, 10 ve 50 mg/L) eklenerek gerceklestirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, bu yontem MMP, MEP ve MnBP i¢in 1-100 mg/L araliginda,
MBZzP i¢in 1-80 mg/L araliginda ve MEHP i¢in 1-50 mg/L araliginda iyi bir dogrusallik
gostermistir. Ayrica, bes fitalat monoesterinin tiimiinde iyi bir geri kazanim (%80,0-

%101,0) ve bagil standart sapma (%0,6-6,6) sagladig1 goriilmiistir.

2.5. Gaz Kromatografisi (GC)

Gaz kromatografisi (GC) teknigi, 1952'de James ve Martin tarafindan tanitildi (James
ve Martin, 1952). GC, karmasik orneklerdeki ugucu bilesenleri, kaynama noktasi/buhar
basinci ve polarite farkliliklarina dayali olarak ayirabilen bir ayirma teknigidir. Gaz
kromatografisi, hareketli faz olarak inert bir gaz ve sabit faz olarak kati destek iizerine
emdirilmis sivi veya kat1 bir adsorbanin kullanildigi 6zel bir kromatografi tiirtidiir
(Stauffer vd., 2008). GC, hizli, hassas, giivenilir, verimliligi yiiksek, diisiik Ornek
miktar1 gerektiren, nispeten basit ve diisiik maliyetli olma gibi bir¢ok avantaja sahip bir

yontemdir (McNair vd., 2019).

Gaz kromatografisinin temel bilesenleri Sekil 2.12°de verilmektedir (Stauffer vd.,
2008). Bu bilesenler: tasiyici gaz, numune girisi (enjeksiyon bdlmesi), kolon, firin,
dedektdr ve veri kayit sistemidir. GC'nin temel ¢alisma prensibi, bir numune 1sitilmis
bir giris (inlet) olan enjeksiyon portunda buharlastirilarak sisteme verilir. Hareketli faz
olan tasiyici gaz giristen gecerek numuneyi sabit fazin bulundugu kolona siiriikler.
Kolon, sicaklik kontrolliiniin oldugu bir firin i¢inde yer alir. Kromatografik ayirma,
numune karigimi kolondan siiriikklenirken gerceklesir. Ayrilan bilesenler kolondan
ciktiktan sonra analit miktariyla orantili bir elektronik sinyal saglayan dedektore
ulagirlar ve boylece ayirma tamamlanmis olur (Stauffer vd., 2008). Sadece bozulmadan
buharlasabilen bilesikler GC analizi i¢in uygunlardir. Coziiciiler, pestisitler, ugucu

yaglar, hidrokarbon yakitlar ve bir¢ok ilag GC’de analiz edilebilirler. Fakat, asitler,
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amino asitler, aminler, amidler, u¢ucu olmayan ilaclar, sakkaritler ve steroidlerin,
GC’de tayini i¢in ucuculuklari yetersizdir ve bu tiir birlesikler uguculuklarini artirmak

i¢in tliirevlendirilerek analiz edilmesi gerekmektedir (Sparkman vd., 2011).

Basing Regiilatorii

N

Enjeksiyon Bolmesi

Gaz Filtreleri
Tasiyica

Gaz

Veri Kayit Sistemi

Transfer Hatti

Sekil 2.12. GC’nin temel bilesenleri (Stauffer vd., 2008)
2.5.1. GC’nin temel bilesenleri

Taswic gaz

Bir GC sistemindeki hareketli faz, tasiyic1 gaz olarak adlandirilir. Tasiyic1 gaz inerttir ve
analitlerle etkilesime girmez. Tasiyict gazin temel amaci, numuneyi kolon boyunca
tagimaktir. Gaz kromatografisi i¢in en yaygin kullanilan tasiyici gazlar helyum (He),
hidrojen (H») ve azottur (N2). Bir tasiyici gaz, saflik derecesine ve kullanilan dedektoriin
tiirline bagli olarak sec¢ilmektedir. Cesitli dedektdrler igin tercih edilen tasiyict gazlar
Cizelge 2.5’te verilmektedir. Tasiyict gazda, su ve oksijen en yaygin ve en zararh
kirleticilerden bazilaridir. Bir tasiyic1 gazdaki mevcudiyetleri, yiiksek zemin ¢izgisine,
sahte piklere ve pahali kromatografik kolonlarin bozulmasina neden olabilmektedir. Gaz
temizleyiciler veya filtreler kullanilarak kirletici maddeler giderilebilir ve gazin saflig
artirllabilmektedir. Genellikle kullanilan temizleyiciler; nem tutucu, hidrokarbon tutucu

ve oksijen tutucudan olugmaktadir (Stauffer vd., 2008; McNair vd., 2019).
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Cizelge 2.5. Cesitli dedektorler igin tercih edilen tasiyici gazlar (McNair vd., 2019)

Dedektor Tastyic1 Gaz
Termal Iletkenlik Helyum
Alev Iyonlasma Helyum veya Azot
Elektron Yakalama Kuru Azot (Oksijensiz)

Enjektir (Inlet)

Enjeksiyon boélmesi (Sekil 2.13), numuneyi veya numune ¢ozeltisinin kolona
verilmesini saglar. Gaz fazindaki numuneler gaz sizdirmaz siringalar ve gaz ornekleme
valfleri kullanilarak, sivi fazdaki numuneler ise mikrolitre hacimli siringalar yardimiyla,
kat1 haldeki numuneler de uygun ¢oziiclilerle ¢oziilerek mikrosiringalar ile GC
sistemine enjekte edilirler. Kullanilan siringa boyutlar1 1, 5 ve 10 pL arasinda
degismektedir. Numuneler manuel ve oto Ornekleyiciler ile sisteme enjekte
edilmektedirler. Farkli kolon tiirleri i¢in, split (Bolmeli), splitless (Bdlmesiz) ve on-

column olmak iizere farkli numune giris sistemleri mevcuttur (McNair vd., 2019).

Enjeksiyon $wrmgas1 |

Septum
Septum Tahlive Vanasi

Enjeksiyon ignesi

Tasmy1 Gaz Girisi—

| Spﬁ Vanasi

Astar (Liner) —

Sicaklik Kontrol —|>
Cihazn

niin

Kromatografik Kolon

Sekil 2.13. Enjeksiyon bolmesi (Stauffer vd., 2008)
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Split Enjeksiyon: Enjeksiyon bdlmesinde buharlastirilan numunenin yalnizca bir kismi
(genellikle %1-2'si) kolona gonderilir ve geri kalan kismi tastyici gazla bir tahliye
valfinden sistemden atilir (McNair vd., 2019). Genel olarak split oranlar1 10:1 ile 400:1
arasindadir. Bu yontem, kolonun asir1 yliklenmesini Onleyerek, hizli enjeksiyon ve
nispeten yiiksek derisimdeki numunelerin seyreltilmeden analiz edilmesine olanak

saglamaktadir (Sparkman vd., 2011; Karasek ve Clement, 2012).

Splitless Enjeksiyon: Split enjeksiyon ile ayni enstriimantasyon kullanilir. Splitless
enjeksiyonda enjeksiyon tahliye valfi kapalidir, buharlastirilmis numunenin timi
kolona verilir. Splitless enjeksiyon, tespit limitlerini iyilestirmenin en yaygin yoludur ve

eser miktar analizi i¢in en yaygin kullanilan tekniktir (Grob ve Barry, 2004).

Kolon

Kolon, GC’nin kalbi olarak goriilmektedir. Enjekte edilen numunene tasiyict gaz
(hareketli faz) tarafindan kolona tasiir. Sabit faz tarafindan analitlerin secici olarak
alikonulmasiyla kolonda ayirma gercgeklesir (Sparkman vd., 2011). GC’de dolgulu ve
kapiler olmak iizere iki tiir kolon kullanilmaktadir (Sekil 2.14). Dolgulu kolonlar; kati
destek lizerine kaplanmis sivi fazla veya kati adsorbanla doldurulmus paslanmaz
celikten yapilmis tiiplerdir. Kapiler kolonlar ise, erimis silika borunun i¢ duvarinin ince
bir siv1 faz ile kaplanmasiyla elde edilen tiiplerdir (McNair vd., 2019). Dolgulu ve

kapiler kolonun karsilastirilmasi Cizelge 2.6° da verilmektedir.

Kati destek materyali

Sivi faz

a) Dolgulu Kolon b) Kapiler Kolon

Sekil 2.14. GC’de kullanilan kolon tiirleri (McNair vd., 2019)
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Cizelge 2.6. Dolgulu ve kapiler kolonun karsilastirilmasi1 (McNair vd., 2019)

Dolgulu Kolon Kapiler Kolon
Da1s cap 3,2 mm 0,40 mm
Ic cap 2,2 mm 0,25 mm
Kolon uzunlugu I-2m I15—-60m
Ak 20 mL/dk 1 mL/dk
Film kalinhg: 5 um 0,25 pm
Faz hacim oram 15-30 250
Plaka sayisi 4000 180,000
Plaka yiiksekligi 0,5 mm 0,3 mm
Avantajlar Daha diisiik maliyet Daha yiiksek verimlilik
Yapmasi daha kolay Daha hizli
Kullanim1 daha kolay Daha kararlt
Biiyiik 6rnek miktar1 Daha az kolon gerekli

Karmasik karisimlar igin

daha 1yi

Kolon Firini

GC kolonu, sicaklik programlama yetenegine sahip bir firin i¢inde yer almaktadir.
Firinin sicakligi, analiz boyunca sabit (izotermal analiz) tutulabilir ya da bir sicaklik
programi aracilifiyla tam veya kademeli olarak artirilabilir. Firinin sicaklig
degistirilerek, karmagik numunelerin kolay bir sekilde ayrilmasi saglanir (Stauffer vd.,

2008).

Dedektor

Bir GC dedektoriiniin rolii, kolondan ¢ikan tiirlere yanit olarak, 6lctilebilir bir elektronik
sinyal tiretmektir. GC uygulamalar i¢in ¢esitli dedektorler mevcuttur. Bazi dedektorler
yalnizca belirli kimyasal bilesik tiirlerine duyarlidir, digerleri ise hemen hemen her seyi
algilayabildikleri icin “evrensel” olarak kabul edilir. Dedektorler ayrica algilama

limitlerinde de degisiklik gosterir. Dedektdr ne kadar segici olursa hassasiyeti de o
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kadar yiiksek olur (Stauffer vd., 2008). Cizelge 2.7°de GC ile kullanilan en yaygin

dedektorlerin listesi verilmektedir.

Cizelge 2.7. GC ile kullanilan en yaygin dedektorler (Stauffer vd., 2008)

Dedektor Secicilik Duyarhlhik  Lineer Derisim veya
arahk Kiitle
duyarhhgi

Alev Iyonizasyon Cogu organik bilesik ~ 10-100 pg 107 Kiitle
Elektron- Halojentirler, 50 fg 10° Derisim
yakalama nitratlar, nitriller,

peroksitler,

anhidritler,

organometalikler
Termal iletkenlik  Evrensel I ng 107 Derisim
Alev fotometrik S, P, Sn, B, As, Ge, 100 pg 103 Kiitle

Se, Cr
Azot-fosfor N, P 10 pg 10° Kiitle
Foto-iyonizasyon  Aromatik, ketonlar, 2 pg 107 Derisim

esterler, aldehitler,

aminler,

heterosikller,

organosiilfiir, bazi

organometalikler
Kiitle Evrensel I ng 10° Kiitle
spektrometre Segici (SCAN) 10°

1 pg (SIM)

Veri kayit sistemi

Veri kayit sistemi; analiz sonucu iiretilmis olan verilerin kaydedilmesi, verilerin analiz

edilmesi ve depolanmasi i¢in kullanilmaktadir.
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2.6. Kiitle Spektrometresi (MS)

Kiitle spektrometresi (MS), gaz fazindaki Orneklerin yiiksek vakum altinda
iyonlastirilmasi ve iyonlarmn kiitle/yiik (m/z) oranlarina gére ayrilmasini saglamaktadir
(Sekil 2.15). Ayrilan iyonlarin m/z degerlerine kars1 bagil bolluklarini gdsteren grafige
kiitle spektrumu denir (Karasek ve Clement, 2012). Kiitle spektroskopisi, hem
bilinmeyen bilesiklerin (yapi, elemental bilesim ve molekiiler agirlik) nitel
tanimlanmasi1 ve hem de bunlarin nicel tayini i¢in veri saglayan giiclii bir tekniktir

(McNair vd., 2019).

Iyon
Demeti PECL e :
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Elektron
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Sekil 2.185. Kiitle spektrometresi (MS) (Wade Jr, 2013)

Analit molekiilleri, uygun manyetik veya elektrik alan tarafindan g¢ekilmesi (veya
puskiirtiilmesi) i¢in Once iyonlagtirilmalidir. Elektron iyonizasyon (EI), kimyasal
iyonizasyon,  negatif = kimyasal  iyonizasyon,  matriks = yardimli  lazer
desorpsiyonu/iyonlastirma, elektrosprey iyonlastirma ve hizli atom bombardimani
olmak iizere ¢ok sayida iyonizasyon teknigi vardir. Ancak EI en eski, en basit ve en
yaygin olarak kullanilan tekniktir. EI, genellikle ytiksek enerjili bir elektron demetinin
etkisiyle ger¢eklesmektedir (McNair vd., 2019).

Iyonizasyondan sonra, yiiklii pargaciklar (iyonlar), yiiklii lensler tarafindan kiitle
analizoriine gecerler. Burada iyonik tlirler, manyetik veya elektriksel alan ile m/z

oranlarina gore ayrilirlar. Kullanilan kiitle analizorleri; kuadrupol, iyon tuzagi, ugus
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zamanli, tek/cift odaklama ve manyetik sektorlii olmak tizere farkli tiirlerdedir.
Kuadrupol analizorii, basitligi, boyutu, maliyeti ve hizli tarama giicii gibi bircok

avantajindan dolayi siklikla kullanilmaktadir (McNair vd., 2019).

Analizorlerde ayrilan iyonlar, sayilmasi ve bir kiitle spektrumunun olusturulmasi igin
dedektore gonderilir. Tiim MS sistemleri yliksek vakum altinda ¢alismaktadir, ¢iinkii
iyonlari, molekiillerin veya yiizeylerle ¢arpisma yoluyla yiik kaybinin énlenmesi igin

temel bir gerekliliktir (McNair vd., 2019).

2.7. Gaz kromatografisi- Kiitle spektrometresi (GC-MS)

Gaz kromatografisi ve bir kiitle spektrometresinin birlestirilmesiyle (GC-MS) olusan bir
sistemdir (Sekil 2.16). GC kullanilarak kimyasal karisimlar bilesenlerine ayrilir ve MS
dedektorii kullanarak ayrilan bilesenler molekiiler seviyede tanimlanir ve olgiiliir.
Ayirma, GC kapiler kolonunda buharlastirilmis analitlerin inert 1sitilmis helyum
tarafindan tasinmasiyla gerceklesir. Karistmda bulunan farkli tiirdeki molekiillerin
kolon boyunca hareketi siiresince, kaynama noktalar1 ve kimyasal oOzelliklerindeki
farkliliklar sayesinde ayrilmalar1 saglanir. Ayrilan maddeler kolondan ¢iktikca, bir ara
ylizey yoluyla MS'e aktarilirlar. Bu islemi elektron iyonizasyon (EI) takip eder. GC-
MS’de ¢esitli iyonizasyon teknikleri kullanilmaktadir, ancak EI hem molekiiler hem de
fragman iyonlarmn iiretilmesini saglar. Iyonlarma ayrilan bilesenler, kuadrupol kiitle
analizori ile her bir analitten tiretilen iyonlarm kiitle-yiik oranlari saptanir. Bir analitten
gelen tiim iyonlar (molekiiler iyonlar veya fragman iyonlari), bu analit i¢cin benzersiz
olan bir parmak izi kiitle spektrumunu olusturur. Standart bir kosul altinda elde edilen
ve birkag yiiz bin bilesigi kapsayan, bilinen kiitle spektrumlarinin bir "kiitiiphanesi" bir
bilgisayarda depolanir. Cogunlukla bir veritaban1 aramasi, bilinmeyen bir bileseni GC-
MS'de hizli bir sekilde tanimlayabilir. Kiitle spektrometresi, enstriimantal analitik
kimyada giiclii bir aractir, ¢ilinkii bir maddenin bilesimi ve yapist hakkinda diger tiim
analitik tekniklerden daha fazla bilgi saglar ve mevcut tiim GC tespit teknikleri arasinda

tek kesin analitik dedektor olarak kabul edilmektedir (Mohd, 2012).

52
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Sekil 2.16. Gaz kromatografisi- Kiitle spektrometresi (GC-MS) (Mohd, 2012)

GC-MS, giinlimiizde ¢evresel numunelerdeki ugucu organik kirleticilerin analizi i¢in en
yaygin olarak kullanilan tekniktir. GC-MS; hava, atmosferik aerosoller, su, toprak,
camur, biyolojik numuneler ve digerleri gibi farkli kaynakli numunelerdeki 6nemli
sayida kirleticinin analizinde uygulanan bir tekniktir. En yaygin olarak analiz edilen
bilesikler arasinda alkanlar, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, pestisitler, su
dezenfeksiyon yan iirlinleri, poliklorlu bifeniller, poliklorlu dibenzo-p-dioksinler,
furanlar ve endokrin bozucu kimyasallar olan fitalatlar ve kisa etoksi alkilfenol
etoksilatlar gibi bilesikler yer alir. Yukarida belirtilen bilesiklere ek olarak,
tiirevlendirmeden sonra polar ve termal olarak stabil olmayan bilesiklerin analizinde de
GC-MS kullanilmaktadir. Tiirevlendirme ile analit, daha kararli ve gelismis pik sekli
gibi istiin kromatografik Ozelliklere sahip bir iiriine donistiiriliir. Ayrica, MS'de
tirevlendirme, gelismis iyonizasyon verimliligi, gelismis yanit ve eklenen organik
grupla ilgili pargalanma modellerinin iiretilmesiyle sonuglanabilmekte, bu da bilesik

ailelerinin tanimlanmasina yardime1 olabilmektedir (Santos ve Galceran, 2003).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS)

Fitalat monoesterlerinin belirlenmesinde Agilent 7890A model Gaz Kromatografisi ve
5975C model Kiitle Spektrometresi kullanildi. Cihaza Agilent 7693 model oto
ornekleyici ile splitless modda otomatik enjeksiyon yapildi. Ayirmada kullanilan kolon
(30 m uzunluk, 0,25 mm ¢ap) HP-5MS’dir. Cihazda kullanilan firin programi; 100 °C, 1
dk boyunca, 30 °C/dk artis hiz1 ile 180 °C’ye 1sinma, 180 °C’de 1 dk bekleme, 10 °C/dk
artis hiz1 ile 280 °C’ye 1sinma seklindedir. Enjeksiyon hacmi 1 pL, enjektor sicakligi
280 °C ve dedektor sicakligit 230 °C’dir. Tasiyict gaz (helyum) akist 1 mL/dk’dir.
Selektif iyon modunda calisildi. Cizelge 3.1°de hedef analitlere ait alikonma zamanlari

ve selektif iyon modundaki m/z degerleri verilmektedir.

Cizelge 3.1. Analitlere ait alikonma zamanlar ve selektif iyon modundaki m/z degerleri

Isim Ahkonma m/z
Zaman
(tr)
Monoetil fitalat (MEP) 6,419 74,9; 75; 102,9; 103; 118,9; 119;

148.,9; 162,9; 163; 176,9; 177; 222,9;
223; 251; 266; 266,1

Benzil benzoat (iS) 7,515 76,9; 77; 90,90; 91; 104,90; 193,90;
194;211,90; 212

Mono-n-biitil fitalat (MnBP) 7,942 73; 74,9; 75; 103; 103,1; 118,9; 119;
148,9; 162,9; 220,9; 222,9; 239;
278.,9; 279

Monoetil heksil fitalat (MEHP) 10,560 73; 148,90; 162,9; 178,9; 179; 220,9;
221;222,90; 238,9; 239
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3.1.2. UV-GB spektrofotometresi

Ultraviyole-goriiniir bolge (UV-GB) spektroskopisi ile molekiillerdeki elektronik
gecislerin  olusturdugu spektrumlar incelenmektedir. Kalip molekiil olan DEP’in
mikrokiirelerden tamamen uzaklasip uzaklasmadiginin takibi i¢in Shimadzu UV-1700
UV-GB spektrofotometresi kullanildi. DEP’in absorbans takibi 239 nm dalga boyunda
kuartz (Hellma 100-QS, 151k yolu 10 mm) kiivetler kullanilarak gergeklestirildi.

3.1.3. Fourier doniisiimlii infrared (FTIR) spektrometresi

FTIR, maddelerin kimyasal karakterizasyonunda, molekiildeki fonksiyonel gruplarin
tanimlanmasin1 saglayan spektrofotometrik bir yontemdir. Sentezlenen mikrokiirelerin
kimyasal yapisinin karakterizasyonu, Bursa Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Bo6liimii Laboratuvarlari’nda bulunan Perkin Elmer, Spectrum 100 marka FTIR

cihaz ile gergeklestirildi.

3.1.4. Taramah elektron mikroskopu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM), yapt morfolojisi i¢in kullanilan ¢ok yonlii bir
goriintiileme teknigidir. Elde edilen mikrokiirelerin ylizey morfolojisi, Uludag
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Fizik Boéliimii'nde bulunan taramali elektron
mikroskobu (CARL ZEISS EVO 40 model) ile incelendi. Cihazin ¢6ziiniirliigii 3,0 nm
30 kV (SE), 4,5 nm 30 kV (BSD), voltaji 0,2-30 kV, biiylitmesi 7-1000000 x, gdriintii
ise 3072 x 2304 piksel, TIFF, JPEG olarak verildi.

3.1.5 BET analizi

DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)]| mikrokiirelerin, Brunauer-Emmett-Teller
(BET) analizi Ortadogu Teknik Universitesi (ODTU) Merkez Laboratuvar biinyesinde
bulunan ASAP2000 cihazi (Micromeritics) ile gerceklestirildi.

3.1.6. X 151m1 fotoelektron spektrometresi (XPS)

Kati maddeleri uyaran bir x-151n demeti kullanarak fotoelektronlarin sagilmasiyla
maddelerin yiizeyleri hakkinda kimyasal bilgi elde etmek i¢in kullanilan gelismis bir
yiizey analiz teknigidir. XPS ile yiizey element dagiliminm tayini ODTU Merkez
Laboratuvar biinyesinde bulunan PHI 5000 VersaProbe marka cihaz ile yapildi.
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3.1.7. Karistiricl ve 1siticilar

Sentetik idrarin hazirlanma siirecindeki karistirma ve 1sitma islemleri Ika-Werke (RT-15
power) marka ¢oklu (15°li) manyetik 1sitici-karistirict ile gerceklestirildi.

3.1.8. Ultrasonik banyo

Sentetik idrarin homojenizasyon islemleri Wise Clean Ultrasonic WUCAO3H model
ultrasonik banyo kullanilarak ger¢eklestirildi (Germany).

3.1.9. pH metre

pH ayarlamalar1 i¢in kombine cam elektroda sahip olan Hanna Instruments pH 211

marka pH metre kullanildi.

3.1.10. Terazi

Kiitle olgtimleri i¢in 0,0000 g £+ 0,0001 hassasiyetinde Ol¢lim yapabilen Radwag
(AS/220/C/2 model) marka analitik terazi kullanildu.

3.1.11. Saf su cihaza

Deneysel islemler sirasinda kullanilan saf su temini, ELGA PURELAB flex marka ultra
saf su cihazindan saglandi.

3.1.12. Vakum monifold ve pompasi

SPE adiminda basing kontrolii, akis hizi, kartusa numune yiikleme, kosullandirma,
yikama ve eliisyon adimlarinin kolayca kontrolii i¢cin Agilent VacElut 20 Manifold ve

vakum pompasi kullanildi.

3.1.13. Etiiv

Deney sirasindaki kurutma ve inkiibasyon islemleri i¢in Binder Redline 53 model etiiv

kullanildi.
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3.1.14. Calismada kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

Kimyasal Ad1 Firma Adi Katalog
Numarasi

L-triptofan metilester hidrokloriir Aldrich 364517

(C12H14N202.HCI)

Metakriloil kloriir Fluka 64120

(C4H5CIO)

Hidrokinon Merck 8.22333

(CsHa(OH)2)

Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) Merck 8.18847

N,N’-azobisizobiitironitril (AIBN) Merck 8.01595

Polivinil alkol (PVA) Aldrich 341564

Trietilenamin AcrosOrganics 157910010

(CeHisN)

Dietil fitalat Merck 8.22323

(C12H1404)

Monoetil fitalat AccuStandard ALR-137S-CN

(C10H1004)

Mono-n-biitil fitalat AccuStandard ALR-135S-CN

(C12H1404)

Monohegzil fitalat AccuStandard ALR-138S-CN

(C14H1504)

Benzil benzoat AccuStandard M-8061-1S

(C14aH1202)

Toluen Merck 8.01595

(C7Hs)

Diklorometan Merck 1.06054

(CH2Clo)

Asetonitril Merck 1.00030

(C2H3N)

Etanol Merck 1.11727

(C2H6O)

Etil asetat Merck 1.10972

(C4Hg0»)

Metanol Merck 1.06007

(CH40)

Aseton Merck 1.00013

(C3HeO)

n-Hekzan Merck 1.04367

(CeHi4)

N-metil —N-(trimetilsilil) trifloraasetamit SIGMA-ALDRICH 24589-78-4

(MSTFA)

N, O- Bis(trimetilsilil)trifloraasetamit CovaChem 12102

(BSTFA)




3.1.14. Cahsmada kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler (Devami)

Kimyasal Ad1 Firma Adi Katalog
Numarasi

Urik asit SIGMA-ALDRICH 69-93-2

(CsHaN403)

B-Glukuronidaz SIGMA G7646-25KU

(Escherichia Coli’den)

Kreatinin Riedel-de Haén 15705

(C4sH7N30)

Sodyum fosfat dibazik dihidrat SIGMA-ALDRICH 04272

(NaHPO4. 2H>0)

Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat Merck 1.06345

(NaH2PO4. 2H>0)

Potasyum kloriir AnalaR NORMAPUR  26764.298

(KCI)

tri-Sodyum sitrat dihidrat ISOLAB 6132-04-3

(NazCsHs507.2H20)

Magnezyum siilfat heptahidrat Merck 1.05886

(MgS04.7H20)

Sodyum kloriir AnalaR NORMAPUR  27810.295

(NaCl)

Sodyum Siilfat Merck 1.06649

(Na2S04)

Ure ISOLAB 57-13-6

(CH4N20)

Amonyum Kloriir Merck 1.01145

(NH4Cl)

Kalsiyum klortir dihidrat SIGMA-ALDRICH 10035-04-8

(CaCl22H20)

Sodyum oksalat Merck 1.06557

(Na2C204)

Hidroklorik asit (%37) Merck 1.00317

(HCI)

Sodyum hidroksit Carlo Erba 06203

(NaOH)

Asetik asit Merck 1.00056

(CH3COOH)

Amonyum asetat Merck 1.01116

(NH4CH3COO)

MilliporeMillex HV Hidrofilik 0,45 um’lik PVDF enjektor tipi filtre

OASIS HLB, 60 mg, 3mL, kat1 faz ekstraksiyon kartusu
Ayset tek kullanimlik siringalar (5-10 mL’lik)



3.2.Yontem

3.2.1. N-metakriloil-amido L-triptofan metil ester (MATrp) monomerinin sentezi

ve karakterizasyonu

Yaklagik 5,000 g L-triptofan metil esteri ve 0,2000 g hidrokinon buz banyosunda
tutulan bir reaksiyon balonunda 100 mL diklorometan ¢oziiclisii icerisinde ¢oziildii.
0°C’de tutulan ¢ozelti igerisine 17,7 mL trietilenamin yavas¢a eklendi. Bu karigimin
tizerine 5 mL metakriloil kloriir eklendi ve buz banyosundan alinan ¢6zelti karigimi oda
sicakliginda bir gece kanstirllmast i¢in  manyetik karigtirictya  yerlestirildi.
Gergeklestirilen kimyasal reaksiyon sonunda, reaksiyona girmeyen metakroil kloriir
%10’luk NaOH cozeltisi ile ekstrakte edildi. MATrp molekiiliinii iceren diklorometan
faz1 NaxSOs igeren adi slizge¢ kagidindan siiziildii ve ¢oziicli doner buharlastiricida
uzaklastirildi. Kalan kati uygun miktar etanolde c¢oziildii. Sentezlenen MATrp

monomerinin kimyasal karakterizasyonu i¢in FTIR teknigi kullanilda.

3.2.2. Dietil fitalat (DEP) baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerin

sentezi

DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerin sentezi ig¢in siispansiyon
polimerizasyonu teknigi kullamldi. ilk olarak tanima bdlgelerini olusturmak igin kalip
molekiil (DEP) varliginda, etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) (capraz baglayici) ve
MATrp (fonksiyonel monomer), N,N’-azobisizobiitironitril (AIBN) ve polivinil alkoliin
sirastyla baglatici ve stabilizor oldugu bir sistemde polimerlestirildi. MATrp ve DEP
(kalip molekiil) oranlar1 daha 6nceki ¢alismada (Ozer vd., 2017) optimize edilen ve
fitalatlar i¢in en secici mikrokiirelerin hazirlanmasi amaciyla 2:1 oraninda kullanildi.
Fonksiyonel monomer (MATrp) ve kalip molekiil (DEP), 2 saat muamele edilerek 6n
organizasyon kompleksi hazirlandi. Sulu faz, 200 mg polivinil alkoliin 50 mL saf su
icerisinde ¢oOziinmesi ile hazirlandi. Ardindan 6n kompleks tizerine, 10 mL toluen
(gbzenek yapict), 10 mL EGDMA ve 100 mg AIBN eklenerek organik faz hazirlandi.
Organik faz sulu fazda dagitilarak 400 rpm karistirma hizinda polimerizasyon
reaktoriinde karistirildi. Reaktdr polimerizasyon sicakligi olan 65°C’da 400 rpm
karistirma hizi ile 4 saat, 600 rpm karistirma hizinda ve 85°C’de ise 8 saat karistirildi.

Elde edilen mikrokiireler reaksiyona girmemis MATrp ve toluenin uzaklagtirilmasi igin
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fazla miktarda etil alkol ve su ile yikandi ve 50°C’da etiivde kurutuldu. Yikama
isleminden sonra mikrokiireler metanol:asetik asit (9:1) karisimi ile tekrar tekrar
yikanarak kalip molekiil olan DEP yapidan tamamen uzaklastirildi ve bdylece fitalat
monoesterlerini spesifik olarak taniyabilecek baglanma bdlgelerini igeren polimerik
mikrokiireler elde edildi. DEP molekiiliinlin yapidan tamamen uzaklasip uzaklagmadigi
239 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak absorbans Ol¢limleri ile takip edildi.
DEP baskilanmamis poli[ (EGDMA-MATrp)] mikrokiireler (NIP), kalip molekiil (DEP)

kullanilmadan ayn1 yontem ile sentezlendi.

3.2.3. Dietil fitalat (DEP) baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerin

karakterizasyonu

DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerinin karakterizasyon c¢aligmasi
icin Fourier dontistimlii infrared (FTIR) spektrometresi, taramali elektron mikroskobu

(SEM), BET ve X-151n1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) analiz teknikleri kullanildu.
3.2.3.1. FTIR analizleri

DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerinin FTIR spekturumu ATR
aparat1 kullanilarak 4000-550 cm™ dalga sayis1 araliginda kaydedildi.

3.2.3.2. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizleri

Siispansiyon polimerizasyonu teknigi ile sentezlenen DEP baskilanmis poli[(EGDMA-
MATrp)] mikrokiirelerinin morfolojik karakterizasyonu, taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile gerceklestirildi. Mikrokiireler iletken bir yapistirictyla SEM 6rnek plakast
tizerine tutturuldu. Daha sonra mikrokiirelerin yiizeyi vakum altinda metalik altin ile

kapland1 ve hazirlanan 6rneklerin fotograflari ¢ekildi.

3.2.3.3. BET analizi

DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerin spesifik yiizey alani, gdzenek
boyutu ve gozenek hacmi BET analizi ile belirlendi. Analiz sonuglariyla azot

adsorpsiyon/desorpsiyon izotermleri ¢izildi.
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3.2.3.4. XPS analizi

DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiire yiizeylerinin kimyasal yapisi
hakkinda bilgi elde etmek i¢in kullanildi. XPS ile mikrokiirelerin yiizeyindeki karbon,

oksijen ve azot elementlerinin varlig1 aragtirildi.

3.2.4. Fitalat monoester tiirevlendirme basamaginin optimizasyonu

N-metil-N-(trimetilsilil) ~ trifloraasetamit (MSTFA) ve  N,O-Bis(trimetilsilil)
trifloraasetamit (BSTFA) olmak iizere 2 farkl tiirevlendirici kullanildi. Tiirevlendirme
islemi i¢in, vial ig¢erisine 20 uL 10 mg/L monoetil fitalat (MEP), mono-n-biitil fitalat
(MnBP) ve mono-(2-etilheksil) fitalat (MEHP) standart karisimi ve {izerine 20 pL 10
mg/L benzil benzoat (BBz) (I¢ Standart (IS)) eklenerek azot atmosferinde ucuruldu.
Kalint1 iizerine 50 pL tiirevlendirici ve 50 uL diklorometan (DCM) eklenerek, 65 °C’de
30 dakika inkiibasyon islemi gergeklestirildi. Bu islem sonunda viallerin sicakliklar1 oda

kosullarma getirildi ve GC-MS ile analiz edilerek pik alanlar1 karsilastirildi.

3.2.5. Sentezlenen adsorbentler ile SPE optimizasyonu

PH etkisi

Ticari olarak satin alinan bos kati faz ekstraksiyon kartuslar1 (3 mL), yaklasik 100 mg
DEP baskilanmis mikrokiireler ile dolduruldu. Adsorbent ¢ikisini 6nlemek i¢in SPE
kartuslarinin alt ve st kisimlan fritler ile kapatildi. Hazirlanan kati faz kartuslarinda
pH'in adsorpsiyon {izerindeki etkisi incelendi. Hazirlanan kati faz ekstraksiyon
kartuslart vakum manifold (20°1i) diizenegine yerlestirildi ve kartuslar 3 mL aseton ve
10 mL ultra saf su ile sartlandirildi. Farkli pH’lara ayarlanan (pH= 2, 3, 4, 5, 6 ve 7) saf
su igerisine 20 uL 10 mg/L standart karisimi (MEP, MnBP ve MEHP) eklendi ve 6rnek
vakum manifold sistemi yardimiyla kartustan sabit bir hizla (0,2 mL/dk) gecirildi.
Kartuslar vakum altinda azot (N»2) gegirilerek kurutuldu. Daha sonra 5 mL aseton, belirli
bir hizda (1 mL/dk) kartustan gecirilerek kati faza tutunan fitalat monoesterlerinin
eliisyonu gerceklestirildi. Eliie edilmis analitlerin {izerine 20 pL 10 mg/L i¢ standart
(BBz) eklendi ve azot atmosferinde uguruldu. Kalint1 {izerine 50 uL. MSTFA ve 50 pL
DCM ceklenek 65 °C’de 30 dakika inkiibasyon iglemi gerceklestirildi ve ardindan

61



ornekler GC-MS ile analiz edildi. Analiz sonucunda fitalat monoesterleri i¢in en yliksek

pik alan1 veren pH degeri secildi.
Eliisyon ¢éziiciisiiniin etkisi

3 mL hacimli ticari olarak satin alinan bos kat1 faz ekstraksiyon kartuslar1 yaklasik 100
mg DEP baskilanmig mikrokiireler ile dolduruldu. Kartuslara yukarida bahsedildigi gibi
sartlandirma prosediirii (3 mL aseton ve 10 mL ultra saf su) uygulandi. 2 mL pH’1 2’ye
ayarlanan saf su igerisine 20 puL 10 mg/L standart karisigmi (MEP, MnBP ve MEHP)
eklendi ve vakum manifold sistemi yardimiyla ornek kartustan sabit bir hizla (0,2
mL/dk) gecirildi. Kartuslar vakum altinda N> ile kurutuldu. Daha sonra farkli organik
coziiciler kullanilarak kati faza tutunan fitalat monoesterlerinin eliisyonu
gergeklestirildi. Bu amagla eliient olarak hekzan, diklorometan, etil asetat, asetonitril ve
aseton kullanildi. 5 mL hacmindeki organik c¢oziiciiler belirli bir hizda (1 mL/dk)
kartustan gecirilerek eliisyon gerceklestirildi. Eliie edilmis analitlerin iizerine 20 pL 10
mg/L i¢ standart (BBz) eklendi ve azot atmosferinde uguruldu. Tiirevlendirme
prosediirii yukarida bahsedildigi gibi (50 pL MSTFA ve 50 uL DCM eklenek 65 °C’de
30 dakika) gerceklestirildi ve ardindan 6rnekler GC-MS ile analiz edildi. Analiz

sonucunda fitalat monoesterleri i¢in en yiiksek pik alani veren organik ¢oziicii se¢ildi.
Ticari kartus hacminin etkisi

1 mL ve 3 mL hacimli ticari olarak satin aliman bos kat1 faz ekstraksiyon kartuslari
yaklasik 100 mg DEP baskilanmis mikrokiireler ile dolduruldu. Kartuslara yukarida
bahsedildigi gibi sartlandirma (3 mL aseton ve 10 mL ultra saf su) prosediirii uygulandi.
2 mL pH’1 2’ye ayarlanan saf su igerisine 20 pL 10 mg/L standart karisimi (MEP,
MnBP ve MEHP) eklendi ve vakum manifold sistemi yardimiyla 6rnek kartustan sabit
bir hizla (0,2 mL/dk) gecirildi. Kartuglar vakum altinda N ile kurutuldu. Daha sonra 5
mL aseton, belirli bir hizda (1 mL/dk) kartustan gegirilerek kat1 faza tutunan fitalat
monoesterlerinin eliisyonu gerceklestirildi. Eliie edilmis analitler i¢ standart ekleme,
azot atmosferinde ugurma ve tiirevlendirme islemleri yukarida bahsedildigi gibi
gerceklestirildi. Ornekler GC-MS ile analiz edildi. Analiz sonucunda fitalat

monoesterleri i¢in en yiiksek pik alani veren kartus hacmi secildi.
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Adsorbent miktarinin etkisi

3 mL hacimli ticari olarak satin alinan bos kat1 faz kartuglari, yaklagik 10 mg, 60 mg ve
100 mg olacak sekilde farkli miktarlarda DEP baskilanmis mikrokiireler ile dolduruldu.
Kartuslara yukarida bahsedildigi gibi sartlandirma prosediirii uygulandi. 2 mL pH’1 2’ye
ayarlanan saf su igerisine 20 puL 10 mg/L standart karisigmi (MEP, MnBP ve MEHP)
eklendi ve vakum manifold sistemi yardimiyla ornek kartustan sabit bir hizla (0,2
mL/dk) gecirildi. Kartuslar vakum altinda N ile kurutuldu. Eliisyon, i¢ standart ekleme,
azot atmosferinde ugurma ve tiirevlendirme prosediirii yukarida bahsedildigi gibi
gerceklestirildi. Ornekler GC-MS ile analiz edildi. Analiz sonucunda fitalat

monoesterleri i¢in en yiiksek pik alani veren adsorbent miktar1 se¢ildi.
Ornek hacminin etkisi

3 mL hacimli yaklastk 60 mg adsorbentle doldurulmus kati faz kartuslarindan
gecirilecek Ornek hacminin pik alanlarina etkisi incelendi. Kartuslara yukarida
bahsedildigi gibi sartlandirma prosediirii uygulandi. 2, 3, 5, 10 mL olmak iizere farkli
hacimlerdeki pH’1 2’ye ayarlanan saf su icerisine 20 uL 10 mg/L standart karigimi
(MEP, MnBP ve MEHP) eklendi. Farkli hacimlerdeki 6rnekler vakum manifold sistemi
yardimiyla kartustan sabit bir hizla (0,2 mL/dk) gecirildi. Kartuslar vakum altinda N; ile
kurutuldu. Eliisyon, i¢ standart ekleme, azot atmosferinde ugurma ve tiirevlendirme
prosediirii yukarida bahsedildigi gibi gerceklestirildi. Ornekler GC-MS ile analiz edildi.
Analiz sonucunda fitalat monoesterleri i¢in en yiiksek pik alan1 veren 6rnek hacmi

miktari segildi.
Tuz derisiminin etkisi

3 mL hacimli yaklastk 60 mg adsorbentle doldurulmus kati faz kartuslarinda
adsorpsiyona tuz etkisi incelendi. Bu amagla farkli derisimlerdeki 0,01, 0,03, 0,06 ve
0,1 M potasyum kloriir (KCIl) c¢ozeltileri pH’1 2’ye ayarlanan saf su kullanilarak
hazirlandi. Kartuglara yukarida bahsedildigi gibi sartlandirma prosediirii uygulandi.
Farkli derisimlerdeki 5 mL KCI ¢ozeltilerinin icerisine 20 uL 10 mg/L standart karisimi1
(MEP, MnBP ve MEHP) eklendi ve vakum manifold sistemi yardimiyla &rnekler
kartustan sabit bir hizla (0,2 mL/dk) gegirildi. Eliisyon, i¢ standart ekleme, azot
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atmosferinde ugurma ve tlirevlendirme prosediirii yukarida bahsedildigi gibi
gerceklestirildi. Ornekler GC-MS ile analiz edildi. Analiz sonucunda fitalat
monoesterleri i¢in pik alanlar1 belirlendi ve tuz derisiminin fitalat monoester

adsorpsiyonuna etkisi incelendi.

3.2.6. DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] SPE Kkartusu ile ticari OASIS

HLB kartusunun karsilastirilmasi

OASIS HLB (60 mg, 3 mL) ticari kartusu ile DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)]
(60 mg, 3 mL) ile doldurulmus SPE kartuslarmin tekrar kullanilabilirligi incelendi.
Kartuslara yukarida bahsedildigi gibi sartlandirma prosediirii (3 mL aseton ve 10 mL
ultra saf su) uygulandi. pH’1 2’ye ayarlanmis 5 mL saf su igerisine 20 pL 10 mg/L
standart karistmi (MEP, MnBP ve MEHP) eklendi ve vakum manifold sistemi
yardimiyla o6rnekler kartustan sabit bir hizla (0,2 mL/dk) gecirildi. Eliisyon, i¢ standart
ekleme, azot atmosferinde ugurma ve tiirevlendirme prosediirii yukarida bahsedildigi
gibi gerceklestirildi. Ornekler GC-MS ile analiz edildi. Bu islem ayn1 kartusla 15 kez
tekrar edildi. Pik alanlarina gore ticari OASIS HLB ve DEP baskilanmis
poli[(EGDMA-MATrp)] SPE kartusunun tekrar kullanilabilirligi karsilastirildi.

3.2.7. Sentetik idrarin hazirlanmasi

Sarigul ve digerleri tarafindan (2019) hazirlanan sentetik idrar modifiye edilerek
hazirlandi. 0,1700 g NaxSO4, 0,0250g CsH4N4O3, 0,0720 g Na3Ce¢Hs07.2H20, 0,0881 g
C4H7N30, 1,500 g CH4N:0, 0,2308 g KCl, 0,1756 g NaCl, 0,0245 g CaCl22H;0,
0,1266 g NH4Cl, 0,0028 g NaxC204, 0,1082 g MgS04.7H20, 0,2912 g NaH2PO4.2H>0
ve 0,0831 g NaHPO4.2H2O tartildi ve bir miktar ultra saf su ile ultrasonik banyo
yardimiyla ¢6ziildii. Cozeltinin son hacmi 100 mL olacak sekilde ultra saf su ile
tamamlanarak 37 °C’de bir gece boyunca manyetik karistirictyla karistirildi. Siire
sonunda derisik HCl (%37) ile pH’1 2’ye ayarland1 ve 0,45 um’lik filtreler ile siiziilerek

saklandi.
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3.2.8. Sentetik idrar matriksi icin SPE sartlarinin optimizasyonu
3.2.8.1. Sentetik idrar calismalarinda kartus yikama prosediiriiniin optimizasyonu

Matriksden kaynaklanan girisimlerin kartustan uzaklastirilmasi icin kartus yikama
prosediirii optimize edildi. 3 mL hacimli yaklasik 60 mg adsorbentle (DEP baskilanmis
poli[(EGDMA-MATrp)]) doldurulmus kat1 faz kartuslarina yukarida bahsedildigi gibi
sartlandirma prosediirii uygulandi. 1:10 seyreltilmis 5 mL sentetik idrar (pH=2) igerisine
20 uL 5 mg/L standart karigimi eklendi ve vakum manifold sistemi yardimiyla sentetik
idrar 6rnegi kartustan sabit bir hizla (0,2 mL/dk) gecirildi. Daha sonra kartuslar, 3, 5, 10
ve 20 mL pH’1 2’ye ayarlanmis suyla yikandi. Kartuglar vakum altinda ve N> ile
kurutuldu. Eliisyon, i¢ standart ekleme, azot atmosferinde ugurma ve tiirevlendirme
prosediirii yukarida bahsedildigi gibi gerceklestirildi. Ornekler GC-MS ile analiz edildi.
Ayni prosediir sentetik idrarin igerisine standart karigimi eklenmeden (blank) tekrar
edildi. Blank ile standart karisimi eklenmis 6rnek karsilastirilarak matriks etkisin en az

oldugu yikama prosediirii segildi.

3.2.8.2. Sentetik idrar calismalarinda seyreltme orani optimizasyonu

3 mL hacimli yaklasik 60 mg adsorbentle doldurulmus kat1 faz kartuslarma yukarida
bahsedildigi gibi sartlandirma prosediirii uygulandi. Daha sonra 1:1, 1:3, 1:5 ve 1:10
olmak tizere farkli oranlarda seyreltilmis 5 mL (pH=2) sentetik idrar ig¢erisine 20 uL 5
mg/L standart karisimi eklendi ve Ornekler vakum manifold sistemi yardimiyla
kartustan gecirildi. Bu islemin ardindan kartuglar 20 mL pH’1 2’ye ayarlanmis suyla
yikandi. Kartuglar vakum altinda ve N ile kurutuldu. Eliisyon, i¢ standart ekleme, azot
atmosferinde ucurma ve tiirevlendirme prosedirii yukarida bahsedildigi gibi
gerceklestirildi. Ornekler GC-MS ile analiz edildi. Ayni prosediir sentetik idrarmn
icerisine standart karisimi eklenmeden (blank) tekrar edildi. Blank ile standart karigimi

eklenmis 6rnek karsilastirilarak matriks etkisinin en az oldugu seyreltme orani segildi.
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3.2.9. DEP baskilanmis ve baskilanmamis poli[(EGDMA-MATrp)| mikrokiireler

ile baskilama seciciliginin karsilastirilmasi

Yaklasik 60 mg DEP baskilanmis ve DEP baskilanmamis poli[(EGDMA-MATrp)]
mikrokiireler, 3 mL hacimli kati1 faz kartuglara dolduruldu. Yukarida bahsedildigi gibi
sartlandirma prosediirii uygulandi. Daha sonra 1:10 oraninda seyreltilmis 5 mL (pH=2)
sentetik idrar igerisine 20 pL 10 mg/L standart karisimi eklendi ve Ornekler vakum
manifold sistemi yardimiyla kartuslardan geg¢irildi. Bu islemin ardindan kartuslar 20 mL
pH’1 2’ye ayarlanmis suyla yikandi. Kartuslar vakum altinda ve Nz ile kurutuldu.
Eliisyon, i¢ standart ekleme, azot atmosferinde ucurma ve tlirevlendirme prosediirii
yukarida bahsedildigi gibi gergeklestirildi. Ornekler GC-MS ile analiz edilerek

baskilanmis ve baskilanmamis mikrokiirelerin baskilama segiciligi karsilastirildi.

3.2.10. Optimize edilen metodun validasyonu

Optimum SPE sartlar1 altinda yapilan o6rnek hazirlama sonrast GC-MS ile tayin
metodunun validasyonu i¢in sentetik idrar ortamina standart ekleme ile yoluyla
kalibrasyon seti hazirlandi. Sentetik idrarin (5 mL) igerisine 20 pL. hacminde 1, 3, 5, 7,
10 ve 15 mg/L olmak {izere farkli derisimlerde 3 fitalat monoester standart karigimi
(MEP, MnBP ve MEHP) eklenerek 4-60 pg/L araliginda kalibrasyon seti olusturuldu.
Derisimine karst 3 fitalat monoester pik alani/i¢ standart (BBz) pik alan1 oranlari
kullanilarak kalibrasyon grafikleri olusturuldu. Olusturulan kalibrasyon grafiklerden
korelasyon katsayisiin kareleri (R?), metodun gozlenebilme ve tayin simir degerleri
belirlendi. G6zlenebilme sinir1, en diisiik derisimdeki fitalat monoesterlerinin ii¢ tekrari
ile elde edilen pik alanlarinin standart sapma degerlerini dogru egimine bdliip, {i¢ ile
carpilmasiyla (3s/m) hesaplandi. Bununla birlikte 20 pg/L fitalat monoester karigimi
(MEP, MnBP ve MEHP) iceren sentetik idrarin (5 mL) giin i¢in ve giinler arasi en az 5
kez kat1 faz ekstraksiyon islemi gergeklestirilerek, hesaplanan derisim ve standart sapma
degerlerinden tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik degerleri (% bagil standart

sapma (%BSS)) belirlendi.
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3.2.11. Metodun ger¢ek orneklere uygulanmasi

Saglikli bir goniilliden 24 saatlik idrar 6rnekleri topland1 ve 0,45 um’lik filtreler ile
siiziilerek -20°C’de buzdolabinda sakland: (Etik kurul izni, Bursa Uludag Universitesi
Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu kurumundan alindi (EK1)). Analiz
oncesinde idrar Ornedi oda sicakligina getirildi ve 2 dk boyunca vortekslenerek
homojenize edildi. ilk olarak 1:10 oraninda seyreltilmis 5 mL idrar numunesinin, pH
degeri amonyum asetat tamponu ile 6,8’e ayarlandi. Idrar numunesinin (pH=6,8)
tizerine 20 uL 10 mg/L standart karistmi (MEP, MnBP ve MEHP) ve 50 uL (100 unite)
glukuronidaz enzimi eklenerek 37 °C’de 2 saat boyunca hidroliz edildi. Bu siirenin
sonunda derisik HCl (%37) eklenerek, hidroliz durduruldu ve Ornegin pH’1 2’ye
ayarlandi. Ornekler yukarida bahsedilen optimum SPE sartlarinda kartustan gegirilerek
GC-MS ile analiz edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Metodun gercek 6rneklere uygulanmasi

GC-MS Analizi



4. BULGULAR

4.1. N-Metakriloil-Amido L-Triptofan Metil Ester (MATrp) Monomerinin Sentezi

ve Karakterizasyonu

MATrp monomeri, metakriloil kloriiriin L-triptofan metil esteri ile reaksiyonu sonucu

sentezlendi (Sekil 4.1).

H,C )
H O H O
HZ C 0 | I | M | | |
—OCH, MJ— —C—O0CH;
Metakriloil
Kkloriir
-Tnptofan metil ester Metakriloil-amidotriptofan metil ester

Sekil 4.1. MATrp monomerinin sentezi

Sentezlenen MATrp monomerinin kimyasal karakterizasyonu i¢in FTIR teknigi
kullanildi. FTIR spektrumunda (Sekil 4.2); 1659 cm™’de amid karbonil grubuna ait,
1734 cm"de ise ester karbonil (C=0) grubuna ait gerilme band1 yer almaktadir. 2853
ve 2952 cm " de alifatik C-H, 3000-3100cm™ araliginda aromatik C-H gerilmelerinden
kaynaklanan absorpsiyon bandlar1 gozlendi. N-H gerilme titresiminden kaynaklanan

absorpsiyon band1 da 3400 cm™! civarinda ortaya ¢ikmustir.

69



0L

101.0
100

98

96

94

92

90

88

86

%T

84

82

80

78

76

74

72
710

4000.0

3400.09

N-H

2853.14

C-H
C-H 450 Alifatik

Aromatik

@)
I
S 1650.44
O s o)

I
C\

Ester karbonil
grubu

NH
Amid karbonil
grubu

3200 2800

2000 1800

cm-1

Sekil 4.2. MATrp monomerinin FTIR spektrumu

1600 1400 1200

1000

800

650.0



4.2. Dietil Fitalat (DEP) Baskilanmis Poli[(EGDMA-MATrp)] Mikrokiirelerinin

Sentezi ve Karakterizasyonu

DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerin yapisal karakterizasyonu igin
FTIR tekniginden yararlanildi. FTIR spektrumu Sekil 4.3¢te verilmektedir. 1662 cm™ de
amid karbonil grubu (C=0) gerilmesine, 1715 cm’de ester karbonil grubu (C=0)
gerilmesine ait absorpsiyon bandlar1 goriilmektedir. 2955 cm™’de gozlenen absorpsiyon
band1 ise polimerik yap1 icerisinde tekrar eden alifatik C-H baglarina ait gerilmelerden
kaynaklanmaktadir. 3403 ¢m™” de, MATrp monomerininin yapisinda yer alan N-H
gerilmesinden kaynaklanan absorpsiyon bandi goriilmektedir. Poli [[EGDMA-MATrp)]
mikrokiirelerin FTIR spektrumu, MATrp monomerinden kaynaklanan 3403 cm™'de N-
H gerilme titresimine sahiptir. Bu sonu¢ fonksiyonel monomer MATrp’nin basartyla

polimerik yapiya dahil edildigini gostermektedir
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Sekil 4.3. DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerin FTIR spektrumu
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4.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizleri

Stispansiyon polimerizasyon teknigi kullanilarak sentezlenen DEP baskilanmig
polil(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerinin morfolojik 6zellikleri SEM  teknigi
kullanilarak incelendi (Sekil 4.4). Sentezlenen DEP baskilanmis poli[(EGDMA-
MATrp)]’in SEM goriintiileri, polimerik yapinin kiiresel formda oldugunu ortaya
koymaktadir. DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerin ¢aplart 150-
300 um araligindadir.

-
100 pm Mag = 300X Signal A = SE1 T.C. Uludag Universitesi
WD = 14.5 mm EHT = 20.00 kW

Sekil 4.4. DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerin SEM goriintiisii

4.4. BET Analizi

Poli[(EGDMA-MATTrp)] mikrokiirelerin spesifik yilizey alani, gozenek boyutu ve
gozenek hacmi Brunauer-Emmett-Teller (BET) analizi ile belirlendi. Analiz sonuglari
ile azot adsorpsiyon/desorpsiyon izotermleri hazirlandi. Izotermler ve gdzenek boyutu
dagilimlarin1 gosteren grafik Sekil 4.5’te verildi. Mikrokiirelerin spesifik yiizey alani
651,2 m?/g olarak belirlendi. DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATp)] mikrokiireler
icin Tip IV standart izotermler elde edildi. Mezogozenek ve/veya mikrogdzenek iceren
katilar genellikle Tip IV standart izotermlerine uyum gostermektedir. TUPAC’1n
tanimina gore, adsorban gozenekleri {i¢ gruba ayrilmaktadir; mikrogdzenek (¢cap<2 nm),
mezogdzenek (¢ap<2-50 nm) ve makrogdézenek (>50 nm). DEP baskilanmig

poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerin gozenek boyutu 0,996-6,52 nm araliginda
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olup, [IUPAC’1n tanimina gore mikrokiireler mikro ve mezogdzenekler icermektedir.
Gozenek hacmi ise 0,746 cm’/g’dir. DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATtp)]
mikrokiireler yiiksek bir ylizey alanina sahiptir. Bu 6zellik mikrokiirelerin adsorpsiyon

kapasitesini artiran bir parametredir.
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Sekil 4.5. BET analizi sonuglari

(a) Azot gazi ile 77,40 K sicaklikta elde edilen adsorpsiyon / desorpsiyon izotermleri ve
(b) DEP baskilanmis poli[ (EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerin ortalama gozenek ¢apina
gore dV / d (log D) ile elde edilen gozenek boyut dagilimi

4.5. XPS Analizi

DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerin XPS spektrumlart Sekil
4.6’da goriilmektedir. EGDMA’1n kimyasal yapisinda azot bulunmadig1 i¢in elementel
analiz ile tespit edilen azot polimerik yapida yer alan MATrp monomerinden
kaynaklanmaktadir. Bu sonu¢ monomerin polimer yapisina basartyla dahil edildigini

gostermektedir.
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Sekil 4.6. DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerin XPS spektrumu
4.6. Fitalat Monoesterleri icin Tiirevlendirme Basamaginin Optimizasyonu

Fitalat monoesterler, yliksek kaynama noktasi ve diisiik uguculuga sahip bilesiklerdir
(Cizelge 4.1). Bu bilesikler GC’de direkt olarak analiz edilemezler. Analiz 6ncesinde
fitalat monoesterlerin aktif (polar) hidrojen atomlarmin (OH, COOH, SH, NH ve
CONH gibi) farkli gruplar ile yer degistirilerek ucucu tiirevlerine doniistiiriilmesi
hedeflenir. Literatiirde fitalat monoesterlerinin tiirevlendirilmesi amaciyla diazometan
(Martens, F., ve Martens, M., 2002; Kondo vd., 2010), N,O-
Bis(trimetilsilil)trifloroasetamit (BSTFA) (% 1 trimetilklorosilan) (Kim vd.,2014) ve N-
metil-N-trimetilsilil trifloroasetamit (MSTFA) (Kranvogl vd., 2014) gibi ¢esitli

tiirevlendirme reaktifleri kullanilmastir.

Cizelge 4.1. Fitalat monoesterlerinin kaynama noktalar1

Fitalat monoesterleri Kaynama noktasi
Monoetil fitalat 339,6 +£ 25,0 °C
Mono-n-biitil fitalat 363,5°C
Monohegzil fitalat 388,8 +£25,0 °C
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Bu calismada, fitalat monoesterlerinin tiirevlendirilmesi icin MSTFA ve BSTFA
kullanildi. Analiz sonucunda, fitalat monoesterleri (MEP, MnBP ve MEHP) i¢in en
yiksek pik alan1 veren ve kromatogram zemin giiriiltiisii en az olan MSTFA segildi
(Sekil 4.7). Fitalat monoesterlerinin MSTFA ile tiirevlendirme reaksiyonu Sekil 4.8’de

verilmektedir.

Pik Alanv/iS

3,00 - Alam

m MSTFA m BSTFA

2,50

1

2,00 -

1,50 -

1,00 -

0,50 -

0,00 -

MEHP Analitler

MEP MnBP

Sekil 4.7. Farkli tiirevlendirici reaktiflerin, fitalat monoesterlerin pik alanina etkisi

(20 uL 10 mg/L standart karisimi (MEP, MnBP ve MEHP); 20 uL 10 mg/L BBz (iS);
azot atmosferinde ugurma; 50 pL tlirevlendirici ve 50 pL. DCM ekleme; 65 °C’de 30
dakika inkiibasyon)

O CHa
D
o + MSTFA ——> o. 2
~R R
o) O

Sekil 4.8. Fitalat monoesterlerinin MSTFA ile tiirevlendirme reaksiyonu
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4.7. Sentezlenen Adsorbentler ile SPE Optimizasyonu
PH etkisi

pH, analit ve/veya adsorbent yiizey yiiklerinde degismeler meydan getirebilen dnemli
bir parametredir. Ayrica, adsorbent ile sivi ortamdaki hedef molekiiller arasinda uygun
etkilesimlerin (iyonik etkilesimler, hidrojen bagi ve hidrofobik etkilesimler) olusmasi

adsorpsiyon ortaminin pH'ma baghdir.

Bu c¢alismada, fitalat monoesterlerinin DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)]
mikrokiireler ile SPE islemi sirasinda, pH etkisinin incelenmesi amaciyla farkli pH (2-7)
araliklarinda  calisildi.  GC-MS  analizi  sonucunda, fitalat monoesterlerinin
adsorpsiyonunun pH ile degistigi ve analitlere ait pik alanlarmin artan pH degerleriyle
birlikte azalis gosterdigi goriildii (Sekil 4.9). Bu durum, pH’in artmasiyla fitalat
monoesterlerin iyonlasarak eksi yiiklii forma doniismesine ve iyonlasan analitlerin
adsorbentle arasindaki adsorpsiyon iligkisinin olumsuz yo6nde sonuglanmasiyla
aciklanabilir. Fitalat monoesterleri (MEP, MnBP ve MEHP) ve adsorbent pH 2 de
molekiiler formunu korumakta ve molekiiller arasinda diger pH degerlerine gore daha
gliclii bir adsorbsiyon meydana gelmektedir. Aromatik heterosiklik bir yapiya sahip
olan MATrp monomerindeki indol halkasi ile analitlerde bulunan benzen halkasi,
kuvvetli m-m etkilesimlerine yol agabilmektedir. Ayrica monomerin heterosiklik
yapisinda bulunan N atomu ile analitlerin diisiik pH degerlerinde (<pKa=3,08) sahip
olduklar1 —COOH grubundaki H ile hidrojen bagi yapma potansiyeli de mevcuttur.
Sonug olarak, tiim analitler (MEP, MBP ve MEHP) i¢in en yiiksek adsorpsiyon

saglayan pH 2 degeri secildi.
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Sekil 4.9. Fitalat monoester pik alanlarina pH etkisi

(100 mg adsorbent; 2 mL farkli pH’lara ayarlanmig su; 20 pL 10 mg/L standart karisimi
(MEP, MnBP ve MEHP) ilavesi; vakum altinda N, ile kurutma; 5 mL aseton ile
eliisyon; 50 uL. MSTFA ve 50 uL DCM ekleme; 65 °C’de 30 dakika inkiibasyon)

Eliisyon ¢éziiciisiiniin etkisi

Eliisyon c¢oziiciisiiniin tiirii, ekstraksiyon verimini etkileyen O6nemli bir parametredir.
Coziicii tirli segiminde; uguculugu, fiyati, giivenilirligi, ¢oziicli igerisindeki bilesenin
kararlilig1 ve zehirliligi gibi o6zellikler etkilidir. Fitalat monesterlerinin eliisyonunda
literatiirde farkli organik ¢6ziicli ve/veya ¢oziicii karisimlar: tercih edilmistir. Bunlar:
asetonitril ve etil asetat karisimi (Silva vd., 2003; Frederiksen vd., 2010; Feng vd.,
2015; Yao vd., 2018a), asetonitril (Chen vd., 2012; Dewalque vd., 2014) ve metanol
(Dong vd., 2017; Been vd., 2019; Dima vd., 2020) gibi ¢6ziiciilerdir.

Kartusa adsorbe olan analitlerin geri kazanilabilmesi i¢in eliisyon ¢oziiclisliniin, analitler
ile benzer polariteye sahip olmasi gerekmektedir. Bu ¢alismada; asetonitril, aseton, etil
asetat, diklorometan ve hekzan olmak iizere farkli polariteye sahip olan organik
coziiciilerle eliisyon gergeklestirildi (Cizelge 4.2). Analiz sonucunda elde edilen
kromatogramlardaki fitalat monoesterlerinin (MEP, MnBP ve MEHP) pik alanlar
degerlendirilerek uygun eliisyon ¢oziiclisii belirlendi. Aseton ve asetonitril ile yapilan
eliisyon sonucunda analitler i¢in benzer pik alanlar1 bulundu (Sekil 4.10). Asetonitrile

gore yiiksek uguculugundan dolay1 aseton eliisyon ¢oziiciisii olarak seg¢ildi.
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Cizelge 4.2. Kullanilan organik ¢oziiciiler ve polarite indeksleri

Organik Coziiciiler Polarite indeksi
Asetonitril 6,2
Aseton 5,4
Etil Asetat 4,3
Diklorometan 3,4
Hekzan 0,0
140000000 - Pik Alani
e MEP = MnBP MEHP
120000000 -
100000000 -
80000000 -
60000000 - I B I -
40000000
20000000 -
0 - ; ; ; i =
ASETONITRIL ASETON ETIL ASETAT DIKLOROMETAN HEKZAN . .. .
Coziicii
Tiiri

Sekil 4.10. Fitalat monoester pik alanlarina eliisyon ¢oziiciisliniin etkisi

(100 mg adsorbent; 2 mL pH’1 2’ye ayarlanmis su; 20 pL 10 mg/L standart karigimi
(MEP, MnBP ve MEHP) ilavesi; vakum altinda N> ile kurutma; 5 mL organik
¢oziiciliyle eliisyon; azot atmosferinde ugurma; 50 uL. MSTFA ve 50 uL DCM ekleme;
65 °C’de 30 dakika inkiibasyon)

Kartus hacminin etkisi

SPE kartuslarinin hacmini belirlemek i¢in, 1 mL ve 3 mL’lik ticari kartuslar esit
miktarda adsorbentlerle dolduruldu ve ¢o6ziicii calismasinda kullanilan ¢oziictiler ile
eliisyon gegeklestirildi. Analiz sonucunda, 3 mL’lik kartus hacmi genel olarak tiim
¢oziiciilerde yiiksek pik alanina sahip oldugu icin calismaya 3 mL’lik kartuslar ile
devam edildi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Fitalat monoester pik alanlarina ticari kartus hacminin etkisi

(1 ve 3 mL'lik ticari kartuslar; 100 mg adsorbent; 2 mL pH’1 2’ye ayarlanmis su; 20 uL 10 mg/L standart karisimi (MEP, MnBP ve
MEHP) ilavesi; vakum altinda N ile kurutma; 5 mL organik ¢oziicliyle eliisyon; azot atmosferinde ugurma; 50 uL MSTFA ve 50
pL DCM ekleme; 65 °C’de 30 dakika inkiibasyon)



Adsorbent miktarinin etkisi

Adsorbent miktari, ekstraksiyon verimini etkileyen onemli bir diger parametredir.
Literatiirde, fitalat monoesterlerinin analizi i¢in genel olarak 60 mg (Blount vd., 2000;
Peng vd., 2016; Dong vd., 2017; Dima vd., 2020;) ve 200 mg (Silva vd., 2003;
Frederiksen vd., 2010; Chen vd., 2012; Huang v.d., 2022) adsorbentle doldurulmus
kartuslarla caligilmistir.

Bu amagla 10 mg, 60 mg ve 100 mg olmak {iizere farkli miktarlarda DEP baskilanmis
poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiireler ile doldurulan kartuslar ile ¢alisildi. Analitlere ait
pik alanlar1 degerlendirildiginde, 60 mg adsorbent igeren kartuslarin tiim analitler
(MEP, MnBP ve MEHP) icin en yiiksek pik alani verdigi goriildi (Sekil 4.12).
Adsorbent miktarinin artilmasiyla eliisyon sirasinda c¢oziicii ile analit arasindaki
etkilesimlerin azalmasi ve bunun da diigsik geri kazanimlarla sonuglanmasiyla

aciklanabilmektedir.
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Sekil 4.12. Fitalat monoester pik alanlarina adsorbent miktarinin etkisi

(3 mL'lik ticari kartus; 10, 60 ve 100 mg adsorbent; 2 mL pH’1 2’ye ayarlanmis su; 20
pL 10 mg/L standart karistmi (MEP, MnBP ve MEHP) ilavesi; vakum altinda N> ile
kurutma; 5 mL aseton ile eliisyon; azot atmosferinde ugurma; 50 u. MSTFA ve 50 pL.
DCM ekleme; 65 °C’de 30 dakika inkiibasyon)
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Ornek hacminin etkisi

Zenginlestirme, eser miktardaki analitlerin tayin edilebilmesi, matriksten analitlerin
etkin bir sekilde ayrilmasi ve saf olarak elde edilmesi i¢in kullanilan bir yontemdir.
Zenginlestirme faktorii ise, toplanan fazdaki analit derisiminin numunedeki analit
derisimine orani olarak tanimlanir. SPE’de yliksek zenginlestirme faktorii elde etmek
icin kartusa yiiklenen &rnek hacmi 6nemlidir. Orneklerin kartusa diisiik yiikleme
hacimleri, potansiyel matriks etkilerinin ve ekstraksiyon siireleri azaltilmasi agisindan
faydalidir. Ancak ekstraksiyon verimliligi ve zenginlestirme faktorii 6rnek hacmi

arttiginda artmaktadir.

Bu calismada, 2, 3, 5 ve 10 mL olmak {izere farkli 6rnek hacimlerinin analitlere ait pik
alanlar lizerine etkisi arastirildi. GC-MS analizi sonucunda analitlere ait elde edilen pik
alanlar1 degerlendirildiginde, 5 mL 6rnek hacmi ile c¢alisildiginda her bir analit i¢in en

yiiksek pik alanlar1 elde edildi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Fitalat monoester pik alanlarina 6rnek hacminin etkisi

(3 mL'lik ticari kartug; 60 mg adsorbent; 2, 3, 5 ve 10 mL pH’1 2’ye ayarlanmis su; 20
pL 10 mg/L standart karistmi (MEP, MnBP ve MEHP) ilavesi; vakum altinda N> ile
kurutma; 5 mL aseton ile eliisyon; azot atmosferinde ugurma; 50 u. MSTFA ve 50 pL.
DCM ekleme; 65 °C’de 30 dakika inkiibasyon)
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Tuz derisiminin etkisi

Ekstraksiyon yapilacak drnege tuz ilavesi, tuz derisimine ve tuzun yiikiine bagli olarak
ekstrakte edilen analit miktarinda bir artisa veya azalmaya yol acabilmektedir. Artan tuz
derisimiyle bir analitin suda ¢oziiniirliiglinde bir azalma genellikle tuzu disar1 atma
“‘salting-out’” etkisi, analit ¢oziiniirliigiindeki artis ise tuzu igeri alma ‘‘salting-in’’
etkisiyle olarak adlandirilmaktadir. Tuz ilavesiyle analitlerin ¢dzliniirligliniin
degismesi, analit ile adsorbent arasindaki ekstraksiyon verimliligini etkileyen 6nemli bir

parametredir (Grover ve Ryall, 2005).

Bu calismada, farkli derisimlerde (0,01, 0,03, 0,06 ve 0,1 M) KCI igeren ¢ozeltiler
kullanild1 ve fitalat monoesterlerinin pik alanlar1 iizerine tuz derisim etkisi incelendi.
GC-MS analizi sonucu analitlere ait elde edilen pik alanlar1 degerlendirildiginde, tuz
derisimi arttiginda tiim analitler i¢in ekstraksiyon veriminin azaldigi gortldi (Sekil
4.14). Bu da salting out etkisiyle acgiklanabilir. Ortama eklenen KCl ¢dzeltideki iyonlart
ceerek, su molekiilleri tarafindan c¢evrelenir. Bunun sonucunda, ¢6ziicii molekiilleri
hareketsizleserek analitlerin ¢oziiniirliigii azalir. Sonug olarak, ortamdaki iyonik siddetin
artmas1 hidrofilik olan analitlerin adsorbentle olan afinitesini ve ekstraksiyon verimini

azaltmaktadir.
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Sekil 4.14. Fitalat monoester pik alanlarina tuz miktar etkisi

(3 mL'lik ticari kartug; 60 mg adsorbent; 5 mL farkli derisimlerde KCI ilave edilmis
pH’1 2°ye ayarlanmis su; 20 uL 10 mg/L standart karisggmi (MEP, MnBP ve MEHP)
ilavesi; vakum altinda N ile kurutma; 5 mL aseton ile eliisyon; azot atmosferinde
ucurma; 50 pL MSTFA ve 50 pL DCM ekleme; 65 °C’de 30 dakika inkiibasyon)

4.8. DEP Baskilanmis Poli[(EGDMA-Matrp)| SPE Kartusu ile Ticari OASIS HLB

Kartusunun Karsilastirilmasi

Ticari OASIS HLB kartusu ile hazirlanan DEP baskilanmis poli(EGDMA-MATrp)]
SPE kartusunun karsilastirma g¢aligmalart gergeklestirildi. Hazirlanan poli[(EGDMA-
MATrp)] doldurulmus SPE kartusu ile gercgeklestirilen ¢alismalarda Sekil 4.15°te
goriildiigl iizere tiim analitler i¢cin OASIS HLB kartusuyla yapilan deristirme islemine
gore daha yiiksek pik alanlarina ulasildi. Ayrica ayni 6nderistirme kartuslari ile 15 kere
onderigtirme islemi tekrarlandi. 15 kere tekrar kullanimda poli[(EGDMA-MATrp)]
doldurulmus SPE kartusuna ait pik alanlar1 OASIS HLB kartusuna kiyasla yiiksek pik
alanlar1 bulundu (Sekil 4.16).
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Sekil 4.15. DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] SPE kartusu ile ticari OASIS
HLB kartusunun karsilastirilmasi (1.Tekrar)

(3 mL'lik ticari kartug; 60 mg adsorbent; 5 mL pH’1 2’ye ayarlanmis su; 20 pL 10 mg/L
standart karisimi1 (MEP, MnBP ve MEHP) ilavesi; vakum altinda N> ile kurutma; 5 mL
aseton ile eliisyon; azot atmosferinde ugurma; 50 uL. MSTFA ve 50 uL DCM ekleme;
65 °C’de 30 dakika inkiibasyon)
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Sekil 4.16. DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATtp)] SPE kartusu ile ticari OASIS HLB kartusunun karsilastirilmasi (1-15.Tekrar)

(3 mL'lik ticari kartus; 60 mg adsorbent; 5 mL pH’1 2’ye ayarlanmis su; 20 uL 10 mg/L standart karisimi (MEP, MnBP ve MEHP)
ilavesi; vakum altinda N3 ile kurutma; 5 mL aseton ile eliisyon; azot atmosferinde ugurma; 50 pnL. MSTFA ve 50 uL DCM ekleme; 65

°C’de 30 dakika inkiibasyon)



4.9. Sentetik Idrar Matriksi icin SPE Sartlarinin Optimizasyonu
4.9.1. Sentetik idrar calismalarinda kartus yikama prosediiriiniin optimizasyonu

Biyolojik matriksler, ilgili analitlere benzer kimyaya sahip proteinler, tuzlar ve ¢esitli
organik bilesiklerin varlig1 nedeniyle diger bir¢ok matriksten ¢ok daha karmagiktir. Bu
ylizden SPE’de ilgili analitlerle girisim yapabilecek bir¢cok bilesik mevcuttur. Ayrica
idrarda bulunan yogun tuz derisimi, fitalat monoesterlerinin ekstraksiyon
verimliliklerini diigiirmektedir. Bu sebeplerden dolay1 SPE’de ekstraksiyon verimliligini
artirtlmasi, saflagtirma etkisini iyilestirilmesi ve analitlerin maksimum geri kazanimin
elde edilmesi i¢in idrar yiiklenmis SPE kartuslarindan analitlerin eliisyonu Oncesi

yikama prosediiriiniin optimize edilmesi oldukc¢a énemlidir.

Bu calismada, ger¢ek idrar1 taklit etmesi i¢in sentetik idrar kullanimi ile yikama
prosediiriiniin optimizasyonu gerceklestirildi. Bu amagla kartuslar 3, 5, 10 ve 20 mL
pH’1 2’ye ayarlanmis suyla yikandi. GC-MS analizi sonucunda pik alanlarn
degerlendirildiginde; ilgili analitler olan MBP ve MEHP’in alikonma zamanlarinda
sitrik asit, 4TMS tirevi ve 9H-Piirin, 9-(trimetilsilil)-2,6,8-tri[(trimetilsilil)oksi]-
tiirlerin girisim yaptig1 tespit edildi (Sekil 4.17). Bu tiirler, kartusun 20 mL pH=2’ye

ayarlanmis su ile yikanmasiyla giderildi.

Bagil Bolluk
tr: MnBP

Sitrik asit, 4TMS tiirevi
2.5e+07

2e+07

1.5e+07 tr: MEHP

9H-Piirin, 9-(trimetilsilil)-2,6,8-
tri[(trimetilsilil)oKksi]-

Tl M_uw & M ' JLA

650 700 750 ‘sbo b0 600 950 10000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 Zaman

Sekil 4.17. Analitlerin bulundugu alikonma zamanlarinda girisim yapan tiirler
(3 mL'lik ticari kartug; 60 mg adsorbent; 5 mL pH’1 2’ye ayarlanmis sentetik idrar;

vakum altinda N> ile kurutma; 5 mL aseton ile eliisyon; azot atmosferinde ugurma; 50
uL MSTFA ve 50 uL DCM ekleme; 65 °C’de 30 dakika inkiibasyon)
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4.9.2. Sentetik idrar calismalarinda seyreltme oram optimizasyonu

Biyolojik matriks olan idrarin karmasikligi ve yogun miktarda tuz igermesi nedeniyle,
ektraksiyon Oncesinde matriks etkisinin giderilmesi i¢in seyreltilerek analiz edilmesi
gerekmektedir. Bu amagla, 1:1, 1:5, 1:3 ve 1:10 seyreltme oranlartyla ¢alisildi. GC-MS
analizi sonucunda pik alanlar1 degerlendirildiginde, MEP’1n tiim seyreltme oranlarinda
ayn1 pik alanina sahip oldugu goriildii ve bu da seyreltme orani artsa bile geri kazanimin
degismedigini gosterdi. MnBP ve MEHP i¢in ise seyreltme oranin azalmasiyla pik
alanlarinda artis goriildii. Fakat artan pik alanlar1 analitlere ait olmay1p matriskte girisim
yapan tiirlerin varligindan kaynaklanmaktadir. Tim analitlere ait pik alanlari
degerlendirildiginde matriks etkisinin en aza indirildigi 1:10 seyreltme orani segildi

(Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Sentetik idrar idrar ¢alismalarinda seyreltme orani optimizasyonu

Seyreltme
Oram

(3 mL'lik ticari kartus; 60 mg adsorbent; 1:1, 1:3, 1:5 ve 1:10 olmak iizere farkl
oranlarda seyreltilmis 5 mL (pH=2) sentetik idrar; 20 pL 5 mg/L standart karisimi
(MEP, MnBP ve MEHP) ilavesi; vakum altinda N> ile kurutma; 5 mL aseton ile
elisyon; azot atmosferinde ugurma; 50 uL. MSTFA ve 50 uL. DCM ekleme; 65 °C’de
30 dakika inkiibasyon)
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4.10. DEP Baskilanmis Poli[(EGDMA-Matrp)] ve Baskilanmamis Poli[(EGDMA -

Matrp)] Mikrokiirelerinin Baskilama Seciciliginin Karsilastirilmasi

MIP’lerin yeni baskilama stratejilerinden biri olan yapisal analog (Dummy) baskilama;
boyut, sekil ve islevsellik agisindan az bir farkla hedef tiire benzeyen bir kalip
molekiiliin segilerek baskilanmasi (D-MIP) islemine denir. Olusturulan bosluklar, hedef
sablonla benzerliklerinden dolayr hedef molekiile yiiksek afinite ve secicilige

sahiplerdir.

Daha oOnce grubumuz tarafindan sentezi gergeklestirilen DEP baskilanmig
poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerinin (MIP) DEP molekiiliine gosterdigi segiciligi,
stiren ve vanillik asit molekiillerine kars1 degerlendirilmis ve secicilik katsayilarinin
oranini gosteren k' degerleri sirasiyla 2,02 ve 1,86 olarak bulunmustur. Bu katsay1 hedef
molekiil ile yarismaci molekiiller arasinda segiciligi belirlerken hem de DEP
baskilanmis polimer ile DEP baskilanmamis polimer arasindaki segicilik oranini

vermektektedir (Ozer vd., 2017).

Bu calismada, fitalat monoesterlerinin tayini i¢cin dummy kalip molekiilii olarak DEP
kullanildi. Baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] polimerlerin (MIP) segiciligi DEP
baskilanmamis poli[(EGDMA-MATtp)] polimerlerle karsilastirildi. Ayni deneysel
kosullar altinda, pik alanlar1 degerlendirildiginde NIP adsorpsiyonunun MIP’e gore
nispeten daha diisiik oldugu goriildii (Sekil 4.19). Bu da DEP baskilanmis polimerlerin,
monoester fitalat molekiilleri (MEP, MnBP ve MEHP) icin yiiksek afinitiye ve seg¢ilige

sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.19. MIP ve NIP secicilik karsilastirilmasi

(3 mL'lik ticari kartus; 60 mg DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] (MIP) ve DEP
baskilanmamis (NIP) adsorbentleri; 1:10 oraninda seyreltilmis 5 mL (pH=2) sentetik
idrar; 20 pL 5 mg/L standart karistmi (MEP, MnBP ve MEHP) ilavesi; vakum altinda
N2 ile kurutma; 5 mL aseton ile eliisyon; azot atmosferinde ugurma; 50 uLL. MSTFA ve
50 uL DCM ekleme; 65 °C’de 30 dakika inkiibasyon)

4.11. Optimize Edilen Metodun Validasyonu

Validasyon Olglim prosediirliniin, metodun veya cihazin belirlenen amaglara
uygunlugunun objektif olarak test edilerek yazili delillerle kanitlanmasidir. Analitik
metot validasyonu, bir metodun performansini belirlemek igin yapilan birtakim
degiskenlere gore test ve Olgme islemleridir. Analitik 6l¢iim sonucunun dogru ve
tekrarlanabilir olmasi1 gerekir. Uluslararasi kabul edilen ¢esitli validasyon kriterleri
mecuttur. Bunlar; dogruluk, kesinlik, 6zgiinliik, dogrusallik, gézlenebilme sinir1 (GS),
tayin sir1 (TS), calisma araligi, tekraralanabilirlik, saglamlik ya da kararlilik ve

stabilite’dir (Erkan vd., 2022).

Tez galigsmasi kapsaminda belirlenen SPE optimum kosullarinda dogrusallik, duyarlilik,
gozlenebilme siniri, tayin smiri, giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik gibi
parametreler incelendi. Sentetik idrar (5 mL) ¢ozeltisine artan derigimlerde (4-60 ug/L)
fitalat monoester standartlarinin (MEP, MnBP ve MEHP) ilave edilmesiyle hazirlanan
kalibrasyon ¢ozeltilerine SPE prosediirii uygulandi. Ornekler GC-MS ile analiz edildi ve
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pik alanlar1 kullanilarak her bir fitalat monoesteri i¢in kalibrasyon egrileri ¢izildi. 4-60
ng/L derigim araliginda tiim analitler (MEP, MnBP ve MEHP) i¢in dogrusallik elde
edildi ve korelasyon katsayisinin kareleri (R?) degerleri Cizelge 4.3’te verildi. Fitalat
monoesterleri (MEP, MnBP ve MEHP) i¢in gozlenebilme sinir1 (GS) ve tayin siniri
(TS) degerleri sirasiyla 0,04-1,20 pg/L ve 0,15- 4,01 pg/L araliginda bulundu.

Gelistirilen metodun dogrulugunu ve kesinligini belirlemek amaciyla giin igerisinde
sentetik idrar derigimi 20 pg/L olacak sekilde icerisine standart ilave edildi ve SPE
prosediirii uygulanarak GC-MS ile analiz edildi. Bu islemler giin icerisinde 5 tekrarl
olacak sekilde gerceklestirildi. Giinler arasi ¢alismada ise sentetik idrar derisimi 20
ng/L olacak sekilde standart ilavesi ile SPE prosediirii uygulandi ve giin ici ve giinler
aras1 tekrarlanabilirlikleri belirlendi. Yiizde bagil standart sapma (%BSS) verileri giin
ici calismalar icin %]1,11-2,29 ve giinler aras1 calismalar i¢in %4,49-9,34 araliginda
bulundu (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Metot paremetreleri

Analitler  Dogrusal R? GS TS Giinici  Giinler
Arahk (ug/L) (ng/L) %BSS Arasi
(ng/L) %BSS
MEP 4-60 0,9993 0,29 0,97 1,56 4,49
MnBP 4-60 0,9959 1,20 4,01 1,10 7,14
MEHP 4-60 0,9778 0,04 0,15 2,29 9,34

Literatiirde idrarda fitalat monoesterlerinin tayinine yonelik molekiiler baskilanmig
polimerler kullanilarak yapilan tek c¢aligma ile tez calismasinin GS degerleri
karsilastirildi. Tez ¢alismasinda elde edilen verilerin Li ve digerlerinin (2021) yaptigi

caligmadan daha diisiik gbzlenebilme siirina sahip oldugu goriildii (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. idrarda fitalat monoesterlerinin tayinine ydnelik molekiiler baskilanmis
polimerler kullanilarak literatiirde yapilan ¢alisma ile tez ¢alismasinin karsilastirilmast

Analitler = Monomer/Capraz  Matriks Ol¢iim GS (ng/L) Referans

Baglayicy/ Metodu
Baskilanan
Molekiil

MMP (3-Am1n0pr0p11) Idrar HPLC-UV 77 Livd.,
MEP trietoksisilan/ S7 2021
MnBP Tetraetil ortosilikat/ 96

MBzP Monoheksil fitalat 194
MEHP (MHP) 404

MEP MATrp/ EGDMA/ Idrar GC-MS 0,29 Tez
MnBP DEP 1,20 Calismasi
MEHP 0,04

4.12. Metodun Gerc¢ek Orneklere Uygulanmasi

Idrar igerigi bakimindan zengin bir viicut sivisidir. Idrar bilesenleri, 6nemli
biyobelirtegler olarak hizmet etme ve cok sayida hastalifi teshis etme potansiyeline
sahiptir. Bununla birlikte, idrarla ¢calismanin zorluklar1 vardir. Idrarin icerisinde bulunan
bilesenlerin tiirii, miktar1 ve pH’1; cinsiyete, yasa, irka, gida alimina, ila¢ varlifina ve
egzersize gore farklilik gdstermektedir (Sarigul, 2019). Ornegin, insan idararindaki pH
degerleri yaklagik olarak 4,5-9,5 araliginda degisim gostermektedir. Bu pH
degisimlerine (asidik, notr veya bazik) bagh olarak icerisinde bulunan bilesenler iyonik
formda veya molekiiler formda olabilmektedirler. Bu durum ise metot olusturulduktan
sonra analiz edilecek hedef analitlerin gercek oOrneklere uygulanma asamasinda bazi

giicliiklere neden olabilmektedir.

Ornek hazirlama basamaklarinin  optimize edildigi SPE metodu, gercek idrar
numunelerinde  fitalat monoesterlerinin  tayini  i¢in  kullanildi.  Metodun
uygulanabilirligini géstermek amaciyla, saglikli bir goniilliiden 24 saatlik toplanan idrar
orneklerine derigimi 40 pg/L olacak sekilde standart karigimi (MEP, MnBP ve MEHP)

eklendi ve optimum kosullar altinda analiz edildi. Metot uygulandiginda gercek idrarda
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MEP, MnBP ve MEHP derisimleri gozlenebilme sinirlarmin altinda bulundu. Geri
kazanim caligmalarinda ise analitlere ait geri kazanim degerleri sirasiyla MEP, MnBP
ve MEHP i¢in 97,45, 98,03 ve 104,12 olarak bulundu. Sonug¢ olarak, gelistirilen
metotun fitalatlara maruziyetin belirlenmesi i¢cin umut vadetici bir yontem oldugunu

gostermektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

v MATrp monomeri, metakriloil kloriiriin L-triptofan metil esteri ile reaksiyonu

sonucu sentezlendi. Elde edilen monomer, FTIR teknigi kullanilarak karakterize

edildi.

v" Dietil fitalat (DEP) baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerin sentezi
icin siispansiyon polimerizasyonu teknigi kullanildi. En secici mikrokiirelerin
hazirlanmasi amaciyla 2:1 oraninda fonksiyonel monomer (MATrp) ve kalip
molekiil (DEP) muamele edilerek 6n kompleks hazirlandi. Polivinil alkol (sulu
faz), kalip molekiil, fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayici (EGDMA) ve

baslatic1 (AIBN) ile sentez ortam1 hazirlanarak polimerizasyon gergeklestirildi.

v" DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerinin karakterizasyonu
icin FTIR, SEM, BET ve XPS teknikleri kullanildi. FTIR analizleri ile DEP
baskilanmis poli(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerinin yapisal karakterizasyonu
gerceklestirildi. SEM teknigi ile ise mikrokiirelerinin morfolojik o6zellikleri
incelendi ve mikrokiirelerin kiiresel formda oldugu goriildii. BET analizi ile ise
mikrokiirelerin spesifik ylizey alani, gozenek boyutu ve gozenek hacmi ile
belirlendi. XPS analizi ile ise monemerin polimer yapisina basariyla dahil

edildigi gosterildi.

v GC’de direkt olarak analiz edilemeyen fitalat monoesterlerinin ugucu tiirevlerine
dontstiiriilmesi i¢in farkh tiirevlendirme ajanlar1 (MSTFA ve BSTFA) denendi.
Fitalat monoesterlerinin tiirevlendirilmesi i¢in, en yiiksek pik alani1 veren ve

kromatogram zemin giiriiltiisii en az olan MSTFA segildi.

v' Sentezlenen adsorbentler ile SPE kartusunda, pH, eliisyon ¢oziiciisii, kartus
hacmi, adsorbent miktari, 6rnek hacmi ve tuz derisimi gibi parametrelerin

optimizasyonu gerceklestirildi.

94



[lk olarak, DEP baskilanmis poli(EGDMA-MATp)] mikrokiireler ile
adsorpsiyonun pH iizerindeki etkisi incelendi. Bu amacla 2-7 pH araliginda
caligildi. Adsorpsiyonun artan pH ile azaldigi tespit edildi ve pik alanlari
degerlendirildiginde tiim analitler i¢in en yliksek adsorpsiyon saglayan pH 2
degeri secildi.

Gelistirilen SPE metodu optimizasyonunda, kartusa adsorbe olmus analitlerin
geri kazanilmasi icin asetonitril, aseton, etil asetat, diklorometan ve hekzan
olmak ftizere farkli ellisyon ¢oziicii tiirleri incelendi. Analizi sonucunda pik
alanlar1 degerlendirildiginde, tiim analitler i¢in yiiksek pik alan1 veren aseton

eliisyon ¢oziiciisii olarak secildi.

Gelistirilen SPE metodu optimizasyonunda, adsorpsiyonun ticari kartus
tizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla 1 ve 3 mL'lik kartuslar mikrokiilereler
ile dolduruldu. GC-MS analizi sonucunda, 3 mL’lik kartus hacminin genel
olarak tiim analitler i¢in yiiksek pik alanlarma sahip oldugu icin kartus hacmi

olarak 3 mL segcilidi.

Gelistirilen SPE metodu optimizasyonunda, farkli adsorbent miktarlarinin (10
mg, 60 mg ve 100 mg) ekstraksiyon Tlzerindeki etkisi incelendi. Analizi
sonucunda pik alanlar1 degerlendirildiginde, 60 mg adsorbent igceren kartuslarin

tiim analitler i¢in en yiiksek pik alanlar1 elde edildi.

Gelistirilen SPE metodu optimizasyonunda, farkli 6rnek hacimlerinin (2, 3, 5 ve
10 mL) analitlere ait pik alanlar {izerine etkisi incelendi. Analizi sonucunda pik
alanlar1 degerlendirildiginde, 5 mL 6rnek hacmiyle ¢alisildiginda tiim analit i¢in

en yiiksek pik alanlari elde edildi.

Gelistirilen SPE metodu optimizasyonunda, farkli derisimlerde KCI igeren
cozeltiler kullanildi ve fitalat monoesterlerinin pik alanlar1 tizerine tuz derigim
etkisi incelendi. Analiz sonucunda pik alanlar1 degerlendirildiginde, tuz derisimi

arttiginda tiim analitler i¢in ekstraksiyon veriminin azaldig goriildi.
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v Optimizasyonu gergeklestirilen SPE metoduyla, ticari OASIS HLB kartusu ile
DEP baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] SPE kartusunun pik alanlan
karsilastirildi. DEP baskilanmis poli (EGDMA-MATTp)] SPE kartusuna ait pik
alanlarinin OASIS HLB kartusuna kiyasla nispeten yiiksek pik alanlarina sahip
oldugu goriildii.

v' Idrar matriksinde ilgili analitlerle girisim yapabilecek (proteinler, tuzlar ve
cesitli organik bilesikler) bir¢ok bilesik mevcuttur. Ayrica idrarda bulunan
yogun tuz derisimi, fitalat monoesterlerinin ekstraksiyon verimliligini
diisiirmektedir. Idrar matriksini taklit etmesi icin sentetik idrar kullamldi.
SPE’de ekstraksiyon verimliligini artirilmasi i¢in kartus yikama prosediirii ve
sentetik idrar seyreltme orani optimize edildi. Yiiksek geri kazanim, 1:10
seyreltme oranmin secilmesi ve kartuslarin 20 mL pH=2ye ayarlanmis su ile

yikanmasiyla saglandi.

v Baskilanmis poli[(EGDMA-MATrp)] polimerlerin (MIP) segiciligi DEP
baskilanmamis poli[(EGDMA-MATrp)] polimerlerle karsilagtirildi. Analiz
sonucunda elde edilen pik alanlar1 degerlendirildiginde, tiim analitler i¢in NIP’in
pik alanlart MIP’e gore nispeten daha diisiik oldugu bulundu. DEP baskilanmis
poli[(EGDMA-MATrp)] mikrokiirelerinin fitalat monoesterleri icin segici

oldugunu gosterir.

v SPE optimum kosullarinda duyarlilik, dogrusallik, tekrarlanabilirlik,
gbzlenebilme smir1 (GS), tayin smrt (TS), giin i¢i ve gilinler arasi
tekrarlanabilirlik  gibi validasyon parametreleri incelendi. 4-60 pg/L
konsantrasyon araliginda tiim analitler i¢in dogrusallik elde edildi ve korelasyon
katsayilar1 kareleri 0,9778-0,9993 araliginda bulundu. Gozlenebilme sinir1 ve
tayin smrt degerleri, sirastyla 0,04-1,20 pg/L ve 0,15-4,01 pg/L araliginda
bulundu. Giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmalar degerleri yiizde
bagil standart sapma (%BSS) ile sirasiyla %1,11-2,29 ve %4,49-9,34 araliginda

bulundu.
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v" Geligtirilen SPE metodu, ger¢ek idrar numunelerinde fitalat monoesterlerinin
tayini i¢in kullanildi. Metodun uygulanabilirligini gostermek amaciyla, gercek
idrar 6rneklerine derigimi 40 pg/L olacak sekilde standart karistmi (MEP, MnBP
ve MEHP) eklendi ve optimum kosullar altinda analiz edildi. Metot
uygulandiginda gercek idrarda MEP, MnBP ve MEHP derisimleri gozlenebilme
siirlariin altinda bulundu. Geri kazanim ¢aligmalarinda ise analitlere ait geri
kazanim degerleri sirastyla MEP, MnBP ve MEHP i¢in 97,45, 98,03 ve 104,12
olarak bulundu. Sonug¢ olarak, gelestirilen metotun fitalatlara maruziyetin

belirlenmesi i¢in umut vadetici bir yontem oldugunu gdstermektedir.
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