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SUDA BAZI OSTROJENIK STEROIDLERIN GAZ KROMATOGRAFiISi - KUTLE
SPEKTROMETRISI IiLE TAYiINi

Ozlem Kirmizibayrak

0z

insanlar ve hayvanlar tarafindan viicut disina atilan &strojenik maddeler nihai
olarak suya karisirlar. Bu maddeler dogal bilesikler olabildigi gibi ¢esitli amaglarla

kullanilan sentetik bilesikler de olabilirler ve sudaki canli hayatini, insan saghgini

olumsuz etkileyen sonuglara yol agabilmektedirler.

Cok dusuk derigsimlerde bile etkili olabilen &strojenlerin analizi igin yutksek
hassasiyete sahip yontemler kullaniimalidir. Ote yandan giinimiizde analizler igin
cevre dostu yaklasimlar denenmektedir. Bu ¢alismanin amaci, dogal bir dstrojen
olan 17B-estradiol (E2) ve sentetik bir dstrojenik madde olan dietilstilbestrolin
(DES) suda analizi icin kolay, disuk maliyetli, glvenilir bir ydontem gelistirmek ve

yontemin gecerliligini gosteren caligmalari yapmaktir.

Yoéntem gelistirme basamaginda son yillarda ortaya cikan yeni bir teknik olan
dispersif sivi-sivi mikrodzitleme (DLLME) kullaniimistir. Ozltleme basamaginda
¢bzlicu tarleri, hacimleri, geri kazanim ve tekrarlanabilirliklerine goére
karsilastirilarak, en iyi sonuglari veren c¢ozuculer ve miktarlari belirlenmistir.
Bunlarin disinda 6zutleme siresinin ve tuz eklemenin yonteme etkisi incelenmistir.
Gelistirilen yontemin gegerli kilinmasi c¢alismalari yapilmistir. Bu kapsamda
calisilan analitler icin 6zgunluk, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, gozlenebilme siniri,
alt tayin siniri, geri kazanim parametreleri incelenmistir. Yontemin gergek
orneklerdeki performansi arastiriimis ve gercek Orneklere uygulanabilecegi

gOsterilmigtir.

Anahtar Kelimeler: 17(B-estradiol, dietilstilbestrol, gaz kromatografisi-kutle

spektrometrisi, dispersif sivi-sivi mikro6zutleme

Danisman: Prof.Dr. Perihan CAGLAR, Hacettepe Universitesi, Kimya Bélimi



DETERMINATION OF SOME ESTROGENIC STEROIDS IN WATER BY GAS
CHROMATOGRAPHY - MASS SPECTROMETRY

Ozlem Kirmizibayrak
ABSTRACT

Estrogenic substances excreted by human beings and animals are finally
discharged into water. These substances could be both natural compounds and
synthetic compounds used for various reasons and they can lead some adverse

effects on human health and wildlife.

Analysis of estrogens which can be effective even in low concentrations requires
very sensitive methods. On the other hand, researchers try environment-friendly
approaches. The purpose of this study was to develop and to validate a simple,
low cost, reliable method for a natural estrogen 17(@-estradiol (E2) and for a

synthetic estrogen diethylstilbestrol (DES).

For the method development step dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME)
which has been introduced in recent years was used. In order to optimize
extraction procedure, types and volumes of these solvents were compared by
considering recoveries and repeatabilities. Solvents and their volumes which gave
best results were determined. Moreover the effects of extraction time and salt
addition on the method were examined. The validation of the developed method
was performed by studying specificity, linearity, accuracy, precision, limit of
detection, limit of quantification, recovery parameters. The performance of the
method was studied in real samples and the applicability of the method was

shown.

Keywords:  17B-estradiol, diethylstilbestrol, gas chromatography-mass

spectrometry, dispersive liquid-liquid microextraction
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1. GIRIS

Endokrin bozucu kimyasallar 6zellikle son yillarda bilimsel gevrelerin dikkatini
cekmistir ve bu alandaki galigmalar artmistir. Bunun nedeni bu maddelerin hem
insan sagliginda hem de vahsi hayatta yaratabilecegi olumsuz etkilerdir. Endokrin
bozucu kimyasallar bir tur kimyasal 6zellikleri nedeniyle degil, yarattiklari etkinin

ortak olmasi nedeniyle ayni isim altinda siniflandirilirlar.

Ostrojenik hormonlar da endokrin bozucu kimyasallardandir. Vicuttan atilan bu
maddeler sonunda suya karigir. Bu durum oOzellikle sudaki canli hayati icin tehdit
olusturmakla birlikte insanlar Uzerinde de etkileri olabilmektedir. Ostrojenik
hormonlar suda ¢ok dusUk derigsimlerde bulunurlar (Pacakova et al., 2009).
Dolayisiyla bunlarin analizi cok hassas teknikler gerektirir. Bu teknikler zaman

alici, maliyetli islemlerden olusur.

Calismamizda dogal bir ostrojen olan 17B-estradiol (E2) ve sentetik bir madde
olan dietilstilbestrolin (DES) sudaki analizi igin kolay, duisuk maliyetli ve kisa
surede caligilabilen bir yontem gelistiriimis ve bu amagla 6rnegin hazirlanmasinda
son yillarda ortaya ¢ikan bir teknik olan dispersif sivi sivi mikrodzitleme yéntemi,
kullanilarak, analizler gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) ile

yapilmistir.



2. TEMEL BILGILER

2.1. Endokrin Bozucu Kimyasallar (EDC)

Endokrin sistem, salgiladiklari hormonlari dolagsim sistemine veren salgi
bezlerinden olusur. Endokrin bozucular, endokrin sisteminin igleyigini degistirerek
saglam organizmada ya da onun yavrularinda olumsuz etkiye neden olan
digkaynakli bilesik ya da karigimlardir (Mills et al., 2005). EDC’ler endojen
hormonlari taklit edebilirler veya endokrin sisteminin normal hormonal aktivitesini
engellerler (Roepke et al., 2005). EDC’lerin sperm sayisinin dismesinde, cinsiyet
oraninin degismesinde, meme kanseri vakalarinin artisinda etkilerinin
olabilecegine dair galigsmalar vardir (Zhang et al., 2008). Bu maddeler vahsi
yasamda ise gelisimi ve remeyi etkileyebilmektedirler. Ornegin, dogal bir hormon
olan 17B-estradiolin 1 ng/L gibi distk bir derisiminin bile erkek alabalikta disilere
0zgu bir protein olan vitellogenin olusumuna neden oldugu belirtiimistir (Sarmah et
al., 2006).

Endokrin sisteminin karmasikligi goz onune alindiginda dogal ya da sentetik ¢ok
cesitli kimyasallarin endokrin bozucu etkiye sahip olmalari sasirtici degildir. Bir
“Avrupa Birligi” calismasina gore 118 madde potansiyel endokrin bozucu kimyasal
olarak siniflandiriimistir. Aralarinda 17B-estradiolin de bulundugu bazi maddelere

ise 6zel bir dncelik verilmistir (Auriol et al., 2006).

2.2. Ostrojenik Steroidler

Steroid hormonlar kolesterolden sentezlenen lipofilik, dastk molekdl agirlikl,
biyolojik aktiviteye sahip bilegsikler grubudur (Noppe et al., 2008). Steroid
hormonlar fizyolojik etkileri ile insan ve hayvan ilaglarinda genis bir uygulama alani
bulurlar ve hali hazirda bazi hastaliklarin teshis ve tedavisinde énemli rol oynarlar.
Bununla beraber, 1980’'lerden sonra steroid hormonlar, yasadigi olarak
hayvancilikta buyame hizini arttirmak igin kullanilirken spor alaninda da doping
maddesi olarak kullaniimiglardir. Cok sayida arastirma steroid hormonlarin
cogunun potansiyel kanserojenik etkiye sahip oldugunu, steroid hormonlarin uzun
sureli alimlarinin ise endokrin bozukluklarina ve gelisimsel anomalilere yol actigini

gOstermigtir (Kai et al., 2010).



Steroid hormonlarin buyuk bir kismi endokrin bozucu kimyasallar grubuna aittir.
Boyle maddelerin bozunmasi zordur ve gevrede biyolojik birikimleri kolaydir (Kai et
al., 2010). Orme’nin, dogal &strojenlerin buylk bir kisminin insan ve hayvanlar
tarafindan sulfat ve glukoronit eslenikleri halinde idrarla, kiiglk bir kisminin ise
digkiyla atildigini bildirdigi bilinmektedir (Qin et al., 2008). Sulfat ve glukoronit
eslenikleri serbest oOstrojenlere kiyasla biyolojik olarak inaktiftir. Bununla birlikte,
eslenikler enzimatik hidroliz ya da kimyasal pargcalanmalarla serbest hallerine
doénusebilirler (Qin et al., 2008).

Bu gruptaki bilesikler eser miktarlarina ragmen atiksu aritma isleminde tamamen
ortadan kaldirlamaz. Avrupada kullanilan aktiflesmis ¢amurla 14 saat hidrolik
temas 17B-estradioliin %85'ini ortadan kaldirir. Ostrojenler yiizey sularinda pg/L
den ng/L seviyesine kadar bulunurlar (Bodzek and Dudziak, 2006). Ostrojenlerin

sulardaki varligini gésteren bazi ¢alismalar Cizelge 2.1’de gosterilmistir.

Cizelde 2.1. Ostrojenlerin sulardaki varlig

Matriks Analit Tespit edilen miktar Referans

Atik sular El, E2, EE2 0,2-76 ng/L Desbrow et al.
Atik sular El, E2, EE2 0,4-47 ng/L Belfroid et al.
Nehir suyu El, E2, EE2 0,1-5,5 ng/L Belfroid et al.
Nehir suyu El, E2, EE2 0.04-1,5 ng/L Baronti et al.
icme suyu El, E2, EE2 0,3-0,7 ng/L Kuch et al.
Atik sular El, E2, EE2 0,9-3,4 ng/L Kuch et al.

El:Estron, E2:17B-estradiol, EE2:17a-etinilestradiol

Calismamizda dogal bir hormon olan 17(3-estradiol ve sentetik bir dstrojen olan
DES kullaniimigtir. Bu maddelerin bazi fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 2.2’de

kimyasal yapilari $ekil 2.1°de verilmistir.



Cizelge 2.2.Secilen 6strojenlerin bazi fizikokimyasal 6zellikleri (Kuster et al., 2004)

Analit Molekul agirigr | Sudaki ¢ozunurluk Log Pow?
(g/mol) (mg/L)

17B-estradiol 272,4 13 4.01

Dietilstilbestrol 268,4 12 5.07

a:oktanol-su dagiima katsayisi

OH

CH;CH;
HG—{: ::'—n‘f
@DH HI}
CHCH: o

Sekil.2.1. DES ve E2’nin kimyasal yapilari

2.2.1. Ostrojenlerin sudaki analizleri

Ostrojenler gevrede cok diisiik derisimlerde bulunurlar. Mevcut analitik ydntemler
yeterince hassas olmadigi icin bir dnderigtirme basamagi uygulanir. Tipik bir 6rnek
hazirlama islemi sizme, 6ziutleme, saflastirma, hidroliz, tirevlendirme ve ugurma
gibi cesitli basamaklardan olusur (Lopez de Alda and Barcelo, 2001a). Ostrojen
esleniklerinin analizleri, kimyasal ya da enzimatik hidroliz gerektirir ve esleniklerin
derisimi, serbest Ostrojenlerin, hidroliz yapilarak ve hidroliz yapiimadan bulunmus
derisimleri arasindaki fark ile bulunur (Qin et al.,2008). Analitlerin tayini dncesi
yapilacak iglemler, érnek matriksinin ¢esidine, karmasikligina ve analitlerin turine,

sayisina ve derigimlerine baghdir (Pacakova et al., 2009).

Ornek hazirlama islemindeki en kritik basamak 6zitleme/saflagtirma basamagidir.
Bu iglemler 6rnegin turine goére farkh yollarla yapilabilir. GUnimuzde en ¢ok

kullanilan yontem kati faz 6zutlemesidir (SPE) (Lopez de Alda and Barcelo,2001a)



Bununla birlikte sivi sivi 6zutlemenin kullanimi da bildirilmistir (Pedersen et al.,
2005). Ancak sivi-sivi ozutleme yuksek miktarlarda organik ¢ozicu ve ilave
saflastirma basamaklari gerektirir (Kawaguchi et al., 2004). Kati faz 6zutlemesi
icin ¢ok cesitli sorbentler ve cihazlar ticari olarak mevcuttur. Bunlarin arasinda
yapilacak segim, ornegin turl, gerekli olan segicilik ve hassasiyet, maliyet gibi bir
dizi faktére baglidir. Ostrojenlerin gevresel matrikslerden kati faz 6ziitlemesi,
saflastiriimasi ¢cogunlukla oktadesil (C18) silika bagli fazlar, polimerik sorbentler ya

da bunlarin kombinasyonuyla yapilir (Lopez de Alda and Barcelo, 2001a).

Watabe et al. E2 igin molekuler baskilanmis polimer sentezlemislerdir. Yuzey
modifiye molekuiler baskilanmis polimerler, érnekler igin dnislem kolonu olarak
kullaniimistir. Irmak suyu 6rneklerinde sivi kromatografisi-kutle spektrometrisi (LC-
MS) ile yapilan 6lgumlerde 1.8 ng/L g6zlenebilme sinirina ulasiimistir (Watabe et
al., 2006).

Bu alanda floresans o6lgimune dayal biyosensoérler ile yapilan ¢alismalar da vardir
(Wozei et al., 2005).

Wang et al. sudaki 6strojenlerin tayinini bulutlanma noktasi 6zitlemesi yontemiyle
ve yuksek basingh sivi kromatografisi-ultraviyole dedektér (HPLC-UV) kullanarak
yapmiglardir. Triton-X-114’G 6zlatleme ¢ozucusu olarak kullanmiglardir ve bu
yontemle o&strojenler i¢in 0,23 ng/mL ile 0,32 ng/mL arasinda degisen

g6zlenebilme sinirlari elde etmiglerdir (Wang et al., 2006).

Ostrojenlerin analizinde DLLME’nin kullanildigi ¢alismalar Chang et al.(2010) ve
Du et al. (2010) tarafindan bildirilmistir. Chang et al.(2010) c¢alismalarinda
DLLME'yi farkli bir sekilde uygulamislardir (Dispersive liquid-liquid microextraction
based on the solidification of organic drop, DLLME-SFO). Bu yéntemde, dusuk
Ozkutleli ¢ozuculer o6zutleyici olarak kullanilir ve bdylece santrifijden sonra
yuzeyde yuzen sivi bir organik damla bulunur. Cdzeltinin sogutulmasiyla bu damla
donar ve kolayca sudan ayrilir, damla eritilerek isleme devam edilir. Chang et al.,
calismalarinda musluk suyu igin gdézlenebilme sininni 1,4-3,1 ug/L  olarak
bulmuslardir. Du et al. Ostrojenlerin 6zutlenmesinde DLLME'’yi uygulamislardir.

Analizi ise LC ile yapmiglardir. Bu ¢alismanin gézlenebilme siniri 0,1 ng/mL’dir.
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Bir bagka minyaturize teknik olan kati-faz mikroozutlemesi de (SPME) GC ve LC
ile birlikte dstrojenlerin analizinde kullaniimaktadir (Mitani et al.; 2005,Yang et al.,
2006). SPME’nin SPE’ye gore bir avantaji ¢dzucl kullaniminin azaltiimis olmasidir
(Pacakova et al., 2009).

Ostrojenlerin tayininde kullanilan en yaygin yéntem GC-MS’dir (Nakamura et al.,
2001; Mouatassim-Souali et al., 2003; Quintana et al., 2004; Zuo et al.,2007).
Bununla birlikte, biyolojik yontemler de kullaniimaktadir ve son yillarda LC-MS
kullanimi da artmistir (Lopez de Alda et al., 2001b).

GC, cevresel oOrneklerdeki o6strojenlerin analizinde siklikla kullanilir. GC’nin
ustunligu yuksek ayirma verimi, yuksek analiz hizi, ¢cok secici dedektorlerin varhgi

ve kullanilan hareketli fazin inert gaz olmasi nedeniyle ¢gevreye dost olusudur.

Cevresel matrikslerde 6strojenlerin tayininde en ¢ok kullanilan teknik GC-MS ve
GC-MS-MS dir. GC ayirmasinda c¢ok cesitli kapiler kolonlar kullanilirken helyum
taslyict gaz olarak kullanilir. Ostrojenler tiirevlendirme yapilmadan GC ile
dogrudan analiz edilebilir. Bununla birlikte daha ugucu turevlere donustirme islemi
genellikle tercih edilir. En yaygin tlrevlendirme teknigi aktif hidrojen iceren
analitlere uygun silillemedir. Sonugta olusan tlrevin polaritesi azaltiimis,
ucuculugu artmis ve isisal kararlihg iyilestirilmis olur. Ostrojenleri silillemek igin N-
Metil-N-(trimetilsilil)trifloroasetamid (MSTFA), N,O-bis-(trimetilsilil)trifloroasetamid
(BSTFA), N-(tert-butildimetilsilil)-N-metiltrifloroasetamid (MTBSTFA) gibi

tirevlendirme ajanlari kullanilir (Pacakova et al., 2009).

Diyot array dedektor (DAD)(Lopez de alda and Barcelo, 2001a), floresans (Yoon
et al., 2003) ve kutle(Isobe et al., 2003,Mitani et al., 2006) gibi tayin sistemlerinin
kulanildigi sivi  kromatografi c¢evresel matrikslerdeki Ostrojenlerin analizinde
kullanilir. Ostrojenlerin LC’deki ayrilmalari genellikle oktadesil silika durgun fazda
(25 cm x 4,6 mm i¢cap, Sym parcacik boyutu) su asetonitril karisiminin hareketli

faz olarak kullaniimasiyla yapilir (Petrovic et al., 2002).

Hem GC-MS hem de LC-MS dogruluk ve tekrarlanabilirlik agisindan tatmin
edicidir. Bununla birlikte genellikle GC-MS ya da GC-MS-MS analizinden 6nce
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gerceklesen turevlendirme basamagi zaman alici olmasinin yaninda bir hata
kaynagi olusturabilir. GC-MS’in LC-MS’e bir ustunligu de kutle spektrumu

kUtiphanelerinin varligidir (Petrovic et al., 2002).

Ostrojenlerin  gevresel 6rneklerdeki analizleri igin immunoassayler yararl
yontemlerdir (Farre et al., 2007;Huang and Sedlak, 2009). immunodziitleme
tekniklerinde kati faz 6zitleme kartuslar hedef bilesiklere 6zgu antibadiler ile
doldurulmustur ve silika bazli sorbentler iizerine baglidir. immunosorbentlerin
kullanilmasiyla 6zutleme, zenginlestirme ve temizleme (clean-up) tek basamakta
gerceklestirilir (Mozaz et al. 2007). Bu yontemler antibadi baglanma
reaksiyonlarina dayanirlar, genellikle hassas ve oOzgundurler. Fakat serbest
ostrojenlerin analizi icin sadece birka¢ antibadi mevcuttur ve gapraz reaksiyonlar
hala problem tegkil etmektedir (Qin et al., 2008).

2.3. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi

Gaz kromatografisi — kutle spektrometrisi iki glc¢li analitik teknigin
kombinasyonudur. Gaz kromatografisi bir ayirma teknigi, kitle spektrometrisi ise
bir teshis teknigidir. Bu kombinasyon birgok avantaja sahiptir. Birincisi, bu teknikle
nitel analiz amaciyla karmasik yapili bir karisim bilesenlerine ayirilir, her bir
bilesigin kutle spektrumu elde edilir; ikincisi bu bilesiklerin miktariyla ilgili bilgi elde
edilir. GC-MS ile analitin birka¢g femtomolinden butln bir kitle spektrumu elde
edilebilir. Bu spektrum kutle icin dogrudan kanit saglar ve elektron iyonlagsma
tekniginin  kullanildi§i durumlarda da tespitte temel alinacak karakteristik
parcalanma Urunleri veya kimyasal parmakizini saglar (Watson and Sparkman,
2008).

2.3.1. Gaz kromatografisi

Gaz kromatografide 6rnek buharlastirilir ve kromatografik kolonun girisine enjekte
edilir. Hareketli faz olarak gorev yapan tasiyici gaz, érnedi kolon boyunca tasir.
Diger kromatografik ydntemlerin aksine gaz faz érnekteki molekdillerle etkilesmez
(Skoog vd., 1998). Kolondan ayrilan drnek bilesenleri dedektore ulasir.

GC sistemi su bilesenlerden olusur:

-gaz saglama sistemi



-enjektor
-kolon ve firin
-dedektor

-veri sistemi

Gaz saglama sisteminin amaci, temiz, kuru ve saf tasiyici gaz saglamaktir
(Tebbett, 1994). Tasiyici gaz olarak helyum, azot, hidrojen gibi inert gazlar
kullanilir. Gaz sec¢imi kullanilan dedektoére baghdir (Skoog vd., 1998). Enjektore
verilmeden once suyu, hidrokarbonlari ve oksijeni uzaklastirmak igin tasiyici gaz
bir dizi tuzaktan suzulur (Tebbett, 1994).

Enjektdrin amaci belirli hacimdeki 6rnedi calisma basincinda sisteme vermektir.
Yavas enjeksiyon veya fazla miktarda 6érnek verilmesi, pik genislemesine ve dusuk
ayirma gucune neden olur. En yaygin enjeksiyon yontemi sizdirmaz enjektor
kullanimidir. Enjeksiyon, silikon bir lastik diyaframdan veya bir septumdan yapllir.
Septumun hemen arkasinda, kolonun giris ucunda hizli buharlastirici bélime
bulunur. Bu bélme, 6rnek icinde kaynama noktasi en yliksek maddenin kaynama
noktasindan 50 °C kadar ylksek sicakliga isitilir (Skoog vd., 1998).

Gaz kromatografi sisteminin merkezi, ayirmanin gergeklestigi kolondur. Kolon
icindeki sabit faz silika, alumina veya karbon gibi kati bir madde ise yonteme gaz-
kati kromatografisi denir. Ayirma analitlerin kati faz Uzerindeki farkli adsorpsiyon
ilgilerine dayanir. Gaz kromatografisi ydonteminin en yaygin kullanilan tirinde ise
sabit faz inert bir kati dolgu maddesi Uzerine tutturulmus ugucu olmayan sivi bir
filmdir ve bu yonteme gaz-sivi kromatografisi denir. Boylece 2-10 mm i¢ ¢apli, 1-5
m boyundaki kolonlar yerine 0,2-0,5 mm i¢ capinda ve 10-50 m boyundaki kapiler
borular gaz kromatografi kolonu olarak kullanilabilir (Yildiz vd.,1997).

Gaz kromatografide c¢ok cesitli dedektorler kullanilir. Belirli bir analiz igin
kullanilacak dedektor, hassasiyet, segicilik, dogrusallik gibi parametrelere ve
ilgilenilen dedektorin analitlere cevap verme yeteneklerine goére segcilir.
Dedektorler secici dedektorler ve evrensel dedektorler olarak siniflandirilabilir.
Segcici dedektorler sadece belirli heteroatomlari i¢ceren bilesiklere cevap verirken



evrensel dedektorler kolondan gelen her bilesige cevap verir (Grob and Barry,
2004).

Gaz kromatografisinin g¢alisma prensibi Sekil 2.2’de 6zetlenmistir. X ¢dzUlclsu
icinde ¢6zinmUs A ve B maddelerinden olusan karisim GC’ye enjekte edildiginde
buharlasir. Hareketli faz, olugan buhari kolon boyunca tasir. Ornek, kolonda
organik durgun faz ve hareketli faz arasinda dagilir. X ¢ézucusu durgun faz ile gok
az etkilesir (ideal olani hi¢ etkilesmemesidir). Bu yuzden kolondan ¢ikan ilk bilesen
X ¢bzucusu olur. A ve B bilesenlerinin kolondaki hareketi boyunca, B’nin durgun
fazdaki ¢ozunurligu A’nin durgun fazdaki ¢ozunurligunden fazladir. Bu, B’nin
kolonda A’nin tutuldugundan daha fazla tutulacagini gosterir. Sonugta A kolondan
B’den daha once cikar. Kolonun sonundaki dedektor, tasiyici gaza ek olarak
organik bir madde gelmesiyle elektriksel bir cevap Uretir. Dedektor cevabinin
zamana kargi grafigi kromatogrami olusturur. GC-MS teknigi kullanildiginda
kolondan ¢ikan saf bilesen kutle spektrometresinin iyon kaynagina girer (Watson
and Sparkman, 2008).

arnek ve hareketli faz
/f

¢
\:\-} dedektor
B
®RO6HE ®EO® cevabi :
@}E@@w@@ AE®®
AREEE ® ‘ ® D @ @ - A ‘
B EEGHE YOECLS @
buharlagma X .
N |
\ zaman ——s

o
kromatogram
dedektdr

Sekil 2.2. Gaz kromatografisinin galisma ilkesi (Watson and Sparkman, 2008)

2.3.2. Kitle spektrometrisi

Kutle spektrometrisinin temel prensibi inorganik ya da organik bilesiklerden uygun
bir yontemle iyonlar olusturmak, bu iyonlar kutle/yik oranlarina gére ayirmak ve
bunlarin kitle/ydk oranlarini ve bolluklarini ayri ayri nitel ve nicel olarak tespit
etmektir (Gross, 2004).

Batun katle spektrometrelerinin Sekil 2.3’de gosterildigi gibi ¢ ana bileseni vardir:
-iyon kaynagi

-kutle analizoru



-iyon dedektoru

{ = L] ]

decektor | Vet

arnek T iyan kitle
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yiksek vakum

Sekil 2.3. Kitle spektrometresinin genel gosterimi (Gross,2004)

lyon kaynaginin gérevi molekilleri yiklli ya da iyonlagsmis hale déniistlirmektir.
lyonlarin olusmasindan sonra bir kiitle analizéri ile elektrik ve manyetik alanin
uygulanmasiyla iyonlar kitle /yik oranlarina gére ayrilirlar. Sinyal siddetinin m/z
oranina kars! gizilmis iki boyutlu gésterimi kitle spektrumudur. lyonun siddeti, iyon
kaynaginda analitten olusan farkli m/z oranina sahip iyonik turlerin bollugunu
yansitir (Gross, 2004). Molekuler kutle spektrometrelerinde kullanilan iyon

kaynaklari Cizelge 2.3'de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3. Kitle spektrometrisinde kullanilan iyon kaynaklari (Skoog vd.,1998)

Temel Tip Adi ve Kisaltmasi iyonlastirici

Gaz Fazi Elektron impakt (EI) Enerjik elektronlar

Kimyasal iyonlastirma (ClI) Reaktif gaz iyonlari

Alan iyonlastirma (FI) YUiksek —potansiyelli

elektrot

Desorpsiyon

Alan desorpsiyonu (FD)

YUiksek —potansiyelli
elektrot

Elektrosprey iyonlastirma (ESI)

Yuksek elektrik alani

Matriks yardimli desorpsiyon
iyonlastirma (MALDI)

Lazer demeti

Plazma desorpsiyonu (PD)

22Cfnin fisyon Grlinleri

Hizli atom bombardimani (FAB)

Enerjik atom demeti

ikincil iyon kiitle spektrometri(SIMS)

Enerjik iyon demeti

Termosprey iyonlastirma (TS)

Yiksek sicaklik

Gaz fazi iyon kaynaklarinin kullanimi kaynama noktalari 500°C’den kuguk termal
olarak kararli maddeler ile sinirlidir, cogunlukla mol kiitleleri 10° daltondan daha

klguk bilesikler incelenebilir. Analitin ugucu olmasinin gerekmedigi desorpsiyon
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kaynaklari, mol kiitlesi 10° daltona kadar olan yiiksek molekiil agirlikli analitlere

uygulanabilir (Skoog vd., 1998).

En yaygin iyonlastirma teknigi olan elektron iyonlastirma tekniginde, gaz fazindaki
notr molekule kendi elektronlarindan birini firlatmaya yetecek kadar eneriji transfer

edilir ve molekul pozitif yuklenmis olur (Watson and Sparkman, 2008).
M+e — M"+2e”

M+ iyonuna molekiler iyon denir. Bu M® iyonu belirli kimyasal baglarin
parcalanmasi yoluyla dagitilabilen fazla enerjiye sahip olabilir. Cesitli kimyasal
baglarin kirilmasi, kutlesi kendisini olusturan atomlarin kutlelerinin toplamina esit
olan pozitif yukli pargalanma iyonlarinin olusmasina yol acar. Butun molekuler
iyonlar parcalanmaya ugramayabilir. Aromatik bilesikler gibi kararli bir M* iyonu
olusturabilen bilesiklerde bu iyon parcalanmaya direnir ve bunun sonucunda

spektrumda siddetli bir molekuler iyon gorultr (Watson and Sparkman, 2008).

Kimyasal iyonlagtirmada, oOrnegin gaz haline gelmis molekulleri elektron
bombardimani ile iyonlastirimis ¢ok sayida baska bir reaktif gazin iyonlari ile
carpistiriir (Skoog vd., 1998). Elektron bombardimanina tabi tutuldugunda metan
molekiilleri CH," olusturacak sekilde iyonlasir. Bu iyon ikinci bir metan molekliyle

reaksiyona girerek CHs" iyonu olusturur.

CH4+' +CH; — CH5+ + CH3.

Bu CHs' etkili proton dondridir ve iyonlasma bolmesindeki M molekild ile

asagidaki reaksiyona gore iyonlagir.
M + CH5+—> [M+H]++CH4

Bu MH"nin enerjisi M+'dan ¢ok daha dusiktir ve kiitle spektrometri tayininde

blyuk olasilikla degismeden kalir (Watson and Sparkman, 2008).

lyonlastirma bélgesinde olusturulan iyonlar kiitle analizériine gelirler. Kiitle
spektrometrede manyetik sektdér analizorleri, cift-odaklamali spektrometreler,
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kuadrupol, ugus-zamanh analizorler, iyon tuzakli analizorler kullanilir (Skoog
vd.,1998).

Manyetik sektorlu kutle analizorlerinde, iyonlari dairesel bir yola saptirmak icgin iyon
hareketinin yonune dik manyetik alan kullanilir. Dairesel hareketin yarigapi iyonun
hizina ve m/z oranina baglidir. Ayirmayi arttirmak icin sadece belirli kinetik
enerjiye sahip molekullerin alanlarinda gegisine izin veren elektrostatik analizor ya
da elektrik sektor kullanilir. Belirli bir kinetik eneriji igin, egrilik yarigapr dogrudan

m/z de@erine baglidir (Lee, 2009).

Kuadrupol kutle analizoérleri belirli m/z degerine sahip iyonlar igin filtre gorevi gorur.
Bu, elektrot olarak is gbren dort paralel silindirik ¢ubukla saglanir. Karsilikh
cubuklar birbirine baghdir; bir cift degisebilir dogru akim kaynaginin pozitif tarafina,
diger cift ise negatif ucuna baglanir. ilaveten her gubuk ciftine degisebilir radyo-
frekansli alternatif akim potansiyeli uygulanir (Skoog vd., 1998). Radyo frekansi
salinimi iyonlarin gubuklar tarafindan itiimesine ya da c¢ekilmesine neden olur.
Sekil 2.4'de de gosterildigi gibi sadece belirli m/z oranina sahip iyonlar z ekseni
boyunca bir yoriingeye sahip olurlar ve digerleri gubuklar tarafindan tutulurken,

onlar dedektore gecerler (Lee, 2009).

Sekil.2.4. xz-duzleminde bir kuadrupolin c¢alismasi. A: z eksenine dogru

odaklanan iyonlar, B: x gubuklarina g¢ekilen iyonlar (Skoog vd., 1998).

Kitle spektrometresinin  son bileseni iyon dedektoriidir. Iyonlar kiitle
analizérinden gegtikten sonra dedektdrde bir sinyal olusturulur. Dedektor elektron
cogaltici igerir. Elektron ¢ogaltici iyonlarin enerjisini ikincil iyonlara doénusturir. Bu

da sinyalde yaklasik bir milyon kat artisa neden olur (Lee, 2009).
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2.3.3. GC-MS ile veri elde etme

Kltle spektrometresinde iki tane veri isleme modu vardir. Bunlar SCAN (toplam
iyon taramasi) ve SIM (segilen iyon taramasi) modlaridir. SCAN modunda yapilan
analizlerde kromatografik islem suresince surekli olarak kutle spektrumu elde edilir
(Niessen, 2001). SIM modu belirli bir arahktaki butin m/z degerlerinin
taranmasindan ¢ok sadece birka¢ m/z deg@erinin tarandigi moddur (Watson and
Sparkman, 2008). Tarama, m/z de@erleri hedef bilesigi en iyi temsil edecek sekilde
yapilir. SIM modunda kutle analizéru, ilgilenilen m/z degerlerini dénisimll olarak
Olcer. Bir m/z degerinden digerine atlar. Bu nedenle analiz igin gereksiz olan m/z
degerlerinde harcanan tarama zamani sifira inerken ilgilenilen iyonlar igin zaman
10-100 kat artar. Dolayisiyla hassasiyetin arttigi goézlenir (Gross, 2004). Sinirh
sayidaki bilesigin rutin nicel analizinde SIM kullanilarak gézlenebilme sinir
agisisindan daha iyi sonuglar elde edilir. SCAN ya da SIM modu arasinda
yapilacak secgim gerekli olan gozlenebilme sinirina ve elde edilmek istenen bilgiye
gore degisir (Niessen, 2001). SIM modu genellikle hedef-bilesik analizlerinde
kullanilir. Bazi GC-MS cihazlari, ayni veri islemede kullanilan bu iki moddan gelen
veriyi farkli dosyalarda depolar. SIM dosyasi nicel analizde, SCAN dosyasi analitin
varhginin teyidinde ve var olabilecek diger analitleri tespit etmede kullanilabilir
(Watson and Sparkman, 2008).

Veri iglemenin bir sonucu olarak x ekseni boyunca bir G¢ boyutlu veri dizini
(zaman, m/z, ve iyon siddeti) olusturulur. Bu dizin birka¢ yolla islenir. TIC’de
(toplam iyon kromatografisi) her spektrum icgin toplam iyon siddeti, zamanin
fonksiyonu olarak cizilir. TIC’deki piklerden kitle spektrumu elde edilebilir. Kitle

spektrumu, katle spektrumu katiphanesinde arastirilabilir (Niessen, 2001).

2.3.4. GC-MS ile nitel analiz

GC-MS ile nitel analiz yapilabilir. Kromatogramdaki herhangi bir pikin veya bitin
piklerin  kutle spektrumlari sistem Dbilgisayarinda yukli kutiphanedeki
spektrumlarla karsilastirilir (Settle, 1997). Spektral kutuphanelerde, bilgisayarin
yaptigi arastirma veri yorumlama agisindan gugclu bir aragtir. NIST ve WILEY
Katuphaneleri gibi bluyuk spektral kutiphaneler ticari olarak mevcuttur. Bilinmeyen
ornek icin yapilan kutiphane arastirmasi eger o madde kutuphanede varsa ve
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temiz bir kitle spektrumu almayi olanakli kilacak olgude etkili bir gaz kromatografi
ayirmasi yapildiysa dogru sonuca goturebilir (Niessen, 2001).

Kutuphane taramasinin yaninda, kutle spektrumunun yorumlanmasi da bilinmeyen
ornegin tespitinde oOnemlidir. Molekuler iyonun pargalanma reaksiyonlari ve
sonugta olusan parcalanma iyonlari Ornek hakkinda onemli bilgiler verir.
Bilinmeyen 6rnegin nihai tespiti siphe edilen bilesige ait referans maddenin GC
alikonma karateristikleri ve kutle spektrumlarinin orneginkilerle karsilagtiriimasiyla

yapilir (Niessen, 2001).

2.3.5. GC-MS ile nicel analiz

Nicel analiz GC-MS’in énemli bir uygulama alanidir. GC-MS’in nicel analizdeki
gucu, yuksek secicilige ve iyi tayin limitlerine ulasilabilmesi ile aciklanabilir
(Niessen, 2001). Nicel analiz, ilgilenilen bilesigin bilinen derisimlerinin olglimesi
ile bir kalibrasyon egrisi elde edilmesine dayanir. Kalibrasyon egrileri genellikle
genis bir derigim araliginda dogrusaldir. Derisim, gozlenebilme sinirina yaklastikga

dogrusalliktan sapmalar olur (Gross, 2004).

GC-MS’in nicel analizdeki gucu, ideal i¢ standartlara uygulanabilir olmasi
nedeniyle daha da arttirilabilir. Bu i¢ standartlar radyoaktif isaretlenmis
standartlardir ve o6rnek hazirlama, GC ayirmasi ve kitle spektrometresinde
iyonlasma sonucunda analitle ayni karakteristiklere sahiptir. Aralarindaki kuguk

katle farki analitle i¢ standardin ayrilmasini olanakli kilar (Niessen, 2001).

SIM ‘in nicel analizde uygulama sekli, uygulama alanina ve analizi yapilan érnegin
karmasikligina bagldir. Bazi farmasotik uygulamalarda SIM sadece bir tek
karakteristik iyonun m/z degerine gore yapilirken kalinti analizlerinde birkag m/z
kullanilmalidir. Bu tar uygulamalarda analitin varhiginin teyidi i¢in kriterler vardir ve
cesitli iyonlarin pik alanlari referans maddenin kitle spekrumundan belirlenmis
oranlarla uyugsmalidir (Niessen, 2001).

2.3.6. Turevlendirme
Sinirh 1sisal kararliik ya da yetersiz uguculuk nedeniyle GC analizlerine uygun
olmayan bilesikler turevlendirme yoluyla uygun hale getirilebilir. Bu tip

turevlendirmenin amaci analit polaritesinin azaltiimasidir. Bu yolla analitteki aktif
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protonlar baska turlerle yerdegistirir. TUrevlendirme igslemi kitle spektrometresinde
de molekuler iyon siddetinin artmasi, parcalanma iyonlarinda degisiklikler ve
iyonlasma veriminde dizelme gibi sonuglar yaratabilir. Ancak tireviendirme iglemi
zaman alici olmasi nedeniyle analitik yontemi zorlagtirir. Bazen tureviendirme

istenmeyen yan UrGn olusumu nedeniyle problemler ¢ikarir (Niessen, 2001).

Turevlerin hazirlanmasinda cesitli reaksiyonlar kullanilir. Fakat sonugta en c¢ok
olusan UrlUnler birka¢ ana kategoride siniflandirilabilir. Polar gruplardaki aktif
hidrojenlerin yerdegistiriimesi analitik turevlendirmenin buydk bir boluminui
olusturur ve genellikle alkileme, acilleme, sillleme ve kondensasyon

reaksiyonlarini icerir (Knapp, 1979).

Steroidler icin en uygun tlrevlendirme yontemi hidroksil gruplarindaki aktif
hidrojenlerin trimetilsilil (TMS) gruplariyla yer degistirdigi silillemedir (Bowden et
al., 2009). Trimetlilsilii gruplar sillleme amaciyla en yaygin olarak kullanilan
gruptur ve farkh 6zellikte cesitli sililleme ajanlari gelistirilmistir. En ¢ok kullanilan
sililleme ajanlar1 Cizelge 2.4’de gosterilmigtir. Turevler kararsizdir ve su varliginda
kolayca orijinal bileside donusebilir (Tebbett, 1994). Bu nedenle sililleme
ajanlarinin ve kullanilacak ¢ozuculerin, suyun eser miktarini bile icermemelerine
dikkat edilmelidir.

En yaygin hidroksil gruplari igin, tatmin edici eser miktar analizleri trimetilsilil (TMS)
tirevlendirmesiyle elde edilir. En yaygin olarak kullanilan silileme ajani MSTFA’
dir ve genellikle kullanilan katalizérler trimetiliodosilan (TMIS) ve amonyum iyodur
dir(NHg4l). Buna ek olarak dithioerythritol (DTE) ,ethanediol, 1-propanediol ve 2-
merkaptoetanol gibi indirgeyiciler bozunmayi engellemek, tlrevlendirme ajanini

kararli hale getirmek igin siklikla kullanilir (Kai et al., 2010).

Bunlarin icinden DES ve E2 analizi igin MSTFA sililleme ajani olarak tercih
edilmistir. MSTFA en 6nemli sililleme ajanlarindan biridir. Cozuclu kullanmadan
kullanilabilir. Polaritesinden dolayi ¢ok polar maddeleri bile ¢ézebilir. MSTFA’nin
diger tirevlendirme ajanlarina Gstlinligu MSTFA’nin kendisinin ve yan UrGnd olan

N-metilfrifloroasetamidin daha ugucu olmasidir.

15



Cizelge 2.4. Sililleme ajanlar (Knapp, 1979)

Turevlendirme ajani Kisaltmasi Formull
Hekzametildisilazan HMDS (CH3)3Si—N—Si(CH3)3
I
H
Trimetilklorosilan TMCS (CH3)3Si— Cl
N-Trimetilsilildietilamin TMSDEA (CH3)3Si—N(C2Hs)2
N-metil-N-trimetilsilil MSTFA O

I
CF3— C— N— Si(CHs)3
|

CH;
N,O-Bis(trimetilsilil)- BSTFA O— Si(CHa)3
|
CF3—C = N— Si(CH2)3

trifloroasetamid

trifloroasetamid

2.4. Dispersif Sivi-Sivi Mikrodzutleme

Son yillarda 6rnek hazirlama basamaklarini basitlestirme, minyaturize etme ve
kullanilan ¢éziculerin miktarlarini azaltma konusuna olan ilgi giderek artmig, buna
bagli olarak farkh mikro6zitleme teknikleri (kati-faz mikrodzitlemesi, stir-bar
Ozutlemesi vb.) ortaya cikmistir. Bunlarin arasinda, ilk olarak Rezaee et al. (2006)
tarafindan gelistirilen dispersif sivi-sivi mikro6zutlemesi (DLLME), islem kolayhig,
az zaman almasi, dusuk maliyeti, yuksek geri kazanimi ve zenginlestirme faktoru,
organik ¢ozuculerin az kullanimi gibi Ustunlukleri sayesinde yararli bir ornek
hazirlama ydntemi olarak bildirilmistir. Ortaya ¢ikisindan bu yana DLLME, pekgok
organik ve inorganik bilesigin ¢ogunlukla sudan 6zitlenmesi igin uygulanmistir
(Ravelo-Perez et al., 2009).

DLLME oOzutleme ¢ozicusunun mikrolitre seviyesinde kullanildigi minyaturize
edilmis bir sivi-sivi 6zitleme yontemidir. Ozitleme, dzitleme ¢dzlictisii ve érnek

¢cOzeltisi arasindaki dagilim dengesine dayanir. Dagilma katsayisi K 6zutleme
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¢ozlucusundeki ve ornek c¢ozeltisindeki analit derigsimlerinin oranidir. DLLME
sadece yuksek veya orta derecede lipofilik 6zellikteki (K >500) analitler igin
uygulanabilirdir ve ylksek derecede hidrofilik 6zellikteki nétral analitler igin uygun
deqildir. Asidik ya da bazik analitlerin dagilma katsayisi ise, ornek ¢ozeltisinin pH

degerinin kontrol edilmesiyle arttirilabiilir (Zang et al., 2009).

Homojen sivi-sivi 6zutlemesi (HLLE) ve bulutlanma noktasi 6zitlemesi (CPE) gibi
uc bilesenli ¢ozucu sistemlerine dayanir. Yuksek ozkutleli organik bir ¢ozucunun
Ozutleyici olarak, hem Ozutleyici hem de suyla karisabilen bir ¢ézuclinin de
dispersif olarak kullanildigi basit ve hizli bir mikrodzitleme teknigidir. Oziitleyici ve
ve dispersif ¢oziclden olusan karisim sulu érnege hizli bir sekilde enjekte
edildiginde ylUksek bir tlrbllans olusur. Bu turbulans sulu ¢ozeltide damlaciklar
olugsmasina neden olur. Bulutsu ¢dzeltinin olugsmasindan sonra 6zutleme ¢6zucusu
ile sulu 6rnek arasindaki ylzey alani ¢ok buyuktur. Bu nedenle dengeye c¢abuk
ulasilir ve 6zitleme zamani kisadir. Bu, DLLME’nin baslica avantajidir. Bulutsu
¢Ozeltinin santrifijinden sonra konik tlipln dibinde sediment faz ¢oker ve uygun
bir analitik teknik kullanilarak sediment fazin analizi yapilir. DLLME’nin diger
avantajlari uygulama kolayligi, c¢abuk olmasi, dusuk maliyeti, yuksek

zenginlestirme faktoridir (Rezaee et al., 2010).

DLLME Sekil 2.5’de de gosterildigi gibi iki basamaktan olusur:

1) Analitleri iceren sulu ornege uygun ozutleme ve dispersif ¢ozicu karigiminin
enjekte edilmesi. Bu basamakta Ozutleme ¢ozucusu sulu ornek icerisinde ¢ok
kiiclik damlalar halinde dagilir ve analitler 6zuitleme ¢oziiciisiine geger. Oziitleme
¢ozucusu ve sulu ornek arasindaki yluzey alaninin buyuk olmasi nedeniyle sistem
dengeye ¢ok ¢abuk ulasir.

2) Bulutsu ¢ozeltinin santrifuju. Santrifijden sonra sediment fazindaki analitler

analitik cihazlarla tespit edilebilir (Rezaee et al., 2010).
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Sekil 2.5. Bu ¢alismada kullanilan dispersif sivi sivi mikrodzitleme isleminin
gOsterimi (Cunha et al., 2009)

DLLME’de 6zutleme verimini etkileyen faktorler sunlardir:

1) uygun 6zitleme ¢dzucusu

2) uygun dispersif ¢dzlicu

3) 6zltleme ¢ozucusuinin hacmi

4) dispersif ¢bzuclinin hacmi

Uygun bir 06zitleme ¢ozucusunin secilmesi DLLME igleminin baglica
parametresidir. Ozltleme ¢dziicisi iki sarti saglamaldir: Birincisi 6zitleme
¢OzUcusunln 6zkltlesi sudan bluyutk olmali, bu sayede 6zutleme ¢dziclsu sulu
fazdan santrifijle ayriir. Digeri, ilgilenilen bilesikleri dzltleme yetenegidir. lyi
kromatografik davranis ve sudaki ¢dzinurligin az olmasi da yontem agisindan
faydalhdir. Klorobenzen, kloroform, karbontetraklorir ve tetrakloroetilen gibi
halojenurlt hidrokarbonlar 6zkutlelerinin buyuk olmasi nedeniyle genellikle segilen

¢Ozuculerdir (Rezaee et al., 2010).

Dispersif ¢dzlcu, 6ziutleme ¢oziclsinde ¢dzunur ve suyla karisabilir olmalidir. Bu

sayede bulutsu ¢ozelti olusturmak lzere 6zitleme ¢odzlclsiunin sulu fazda kiguk
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damlalar halinde dagilmasini saglar. Boyle bir durumda 6zutleme ¢dzucusu ve
sulu faz arasindaki yuzey alani son derece buyuk olur ve 6ziutleme verimi artar.
Dispersif ¢ozuclnin sec¢iminde hem oOzutleme ¢bézlicusi hem de sulu fazla
karisabilir olmasi esastir. Genellikle aseton, metanol, asetonitril dispersif ¢ozucl

olarak kullanilir (Rezaee et al., 2010).

Ozitleme ¢ozliclsiiniin hacminin énderistirme faktdrl lizerinde blyik etkisi vardir.
Ozitleme ¢dzlcusl hacminin artmasiyla santrifiijden sonra elde edilen organik faz
artarken analitin organik fazdaki derigimi azalir. Ozitleme geri kazanimi hemen
hemen sabit kalmasina ragmen onderistirme faktoru dusmus olur. Bu da hedef
bilesigin tayininde hassasiyetin azalmasina neden olur. Bu ylzden &zitleme
¢bzliclsl hacmi hem yiksek Onderistirme faktori saglamaldir, hem de
santrifijden sonraki basamaklar i¢cin hacminin yeterli olmasi gerekir (Rezaee et
al.,2010). DLLME iglemlerinde genellikle 5-100 mikrolitre 6zutleme ¢6zucusu

kullanilir.

Dispersif ¢ozicu hacmi, dogrudan bulutsu g¢o6zeltinin olusumunu, &6zutleme
¢Ozucusunin sulu fazda dagilma derecesini dolayisiyla da Ozutleme verimini
etkiler. Dispersif ¢ozicl hacminin degismesi sediment faz miktarini degistirir.
DLLME islemlerinde genellikle 0,5-1,5 mL dispersif ¢dziicii kullanilir. lyi bir bulutsu
¢Ozelti elde etmek igin gerekli uygun dispersif ¢ozicli hacmi hem sulu fazin hem

de 6zlUtleme ¢dzucusunun hacmine baghdir (Rezaee et al., 2010).

DLLME’de sediment fazin hacmini etkileyen faktorler:
1) 6zitleme ¢ozucusunin sudaki ¢ozunurlGgu

2) 6rnek ¢ozeltisinin hacmi

3) dispersif ¢dzUcunun hacmi

4) 6zutleme ¢dzucusunun hacmi

Ozitleme siresi ve iyonik siddet DLLME verimini etkileyen diger faktorlerdir.
DLLME’de ozutleme suresi dispersif ¢dzlcu-6zutleme ¢dzicust karisiminin
ornege enjekte edilmesiyle santrifije baslamadan 6nceki zaman arali§i olarak
tanimlanir (Chen et al., 2009).
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Analitin ve Ozutleme c¢ozucusunun sulu fazdaki ¢ozunurlugu genellikle iyonik
siddetin artmasiyla azalir. Bu olay yuksek geri kazanimlara ulasmak igin faydaldir.
Bununla birlikte elde edilen organik fazin miktari artar, bu da analit derisiminin ve

Onderistirme faktérinin azalmasiyla sonuglanir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Cihazlar

Gaz Kromatografi

Kitle Spektrometresi
Santriflj

Ultrasonik Su Banyosu
Vorteks

Hassas Terazi

3.1.2. Kimyasal maddeler
Asetonitril

Metanol

Aseton

Kloroform

Karbon tetraklorur
Diklorometan

Etanol

Isooktan

MSTFA

DTE

Amonyum iyodur

Agilent

Hewlett Packard
Janetzki

Bandelin Sonorex
Heidolph

Denver Instruments

Merck
Riedel-de Haen
Merck
Merck
Merck
Merck
Riedel-de Haen
Merck
Merck
Sigma

Merck



3.1.3. Analitik standart maddeler

DES Riedel-de Haen
17B-estradiol Dr.Ehrenstorfer
3.1.4. Stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi

DES ve E2'nin analitik standartlarindan 10 mg alindi ve etanolde ¢6zuldi. Son

hacim 10 mL’ye tamamlanarak 1mg/mL’lik A stok ¢ozeltisi hazirlandi.

A cozeltisinden 1 mL alinarak etanolle 10 mL’ye tamamlandi ve 100 yg/mL’lik B

stok ¢ozeltisi hazirlandi.

B ¢oOzeltisinden 1 mL alinarak etanolle 10 mL’ye tamamlandi ve 10 ug/mL’lik C

stok ¢ozeltisi hazirlandi.

C ¢ozeltisinden 1 mL alinarak etanolle 10 mL’ye tamamlandi ve 1 pg/mL’lik D stok

cOzeltisi hazirlandi.

D cozeltisinden 1 mL alinarak etanolle 10 mL’ye tamamlandi ve 100 ng/mL’lik E

stok ¢ozeltisi hazirlandi.

Ornekler hazirlanirken 5 mL’lik sulara Cizelge 3.1'de gdsterildigi gibi uygun stok
¢Ozeltilerden eklenmistir.

Cizelge 3.1.0rneklere eklenen standart derigimleri ve hacimleri

Derisim (ng/mL) | 5ml suya stok Stoktan alinan
eklenen miktar
miktar (ng) (bL)
1 5 E 50
2 10 E 100
5 25 D 25
10 50 D 50
20 100 D 100

22



3.1.5. Turevlendirme ¢dzeltisinin hazirlanmasi

Tarevlendirme ajani olarak kullanilan MSTFA, katalizér olarak kullanilan NHal,
indirgeyici olarak kullanilan  DTE 1000:4:2 (v/iw/w) oraninda Kkaristirilarak
hazirlandi (Gaillard et al.,1999;Seo et al., 2005).

3.2. Yontem Gelistirme

Calismalarda kullanilan DLLME yontemi :

5 mL su 6rnegine 1 ug/mL’lik DES ve E2 stok ¢dzeltilerinden 50 pL eklenir. 1000
ML asetonitril (dispersif ¢odzlcu) ve 100 uL kloroform (6zitleme ¢dzlcusi)
karigtinlir. Bu karisim hizh bir sekilde 6rnege enjekte edilir, 10 saniye vorteks
karistiricida kangtirildiktan sonra 5 dakika santrifij edilir. Dipte kalan faz
tirevlendirme tapune alinip azot altinda buharlastirilir. Kuru kalintt MSTFA/ NH,l
/DTE’nin (1000:4:2) 50uL’si ile muamele edilerek 55°C’de 30 dakika bekletilir.
Ornekler oda sicakliina gelince azot altinda buharlastirilir. Buharlastirmanin
ardindan tuplere 25 uL isooktan eklenir, karisim vorteks karistiricida karistirilir,
ultrasonik banyoda 1 dakika tutulur. Ardindan tekrar vorteks Kkaristiricida

karistinlir. Karisim viallere aktarilarak GC-MS’e verilir.
3.2.1. Oziitleme géziiciisiiniin ve dispersif ¢odziiciiniin segimi

Ozitleme c¢oziiclsi olarak kullanilan ¢dziiciler 6zkitleleri sudan daha biyik

olmalari ve analitleri 6zutleyebilme 6zelliklerine gore segilir.

Diklorometan, karbontetraklorir ve kloroform DES ve E2’'nin 6zitlenmesi igin

karsilastirildi. Segilen ¢dzuculerin bazi fiziksel 6zellikleri Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Ozitleme goziicilerinin bazi fiziksel 6zellikleri

Diklorometan Karbontetraklorir Kloroform
Ozkiitle (g/mL) 1,32 1,59 1,48
Sudaki ¢dzunurlik 1,3 0,1 0,8

(g/100mL,20°C)
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Dispersif ¢ozucunun hem organik hem de sulu fazla karigabilir olmasi dispersif
¢ozlclu seciminde temel etkendir. Calismamizda aseton, asetonitril ve metanol

DES ve E2’nin 6zUtlenmesi icin karsilastirildi.

Karsilastirma yapilirken 6zitleme c¢oézlculeri (diklorometan, kloroform, karbon
tetraklorir) ile  dispersif  ¢Ozuculerinin  (aseton, asetonitril, metanol)
kombinasyonlari DLLME igleminde kullaniimig, diger kosullar sabit tutulmustur.
Her ¢ozicu kombinasyonu ile iki ornek caligiimistir. Kargilagtirma sonucunda
hangi ¢ozuculerin kullanilacagina deneyler sonucu elde edilen pik alanlari, geri

kazanim degerleri ve tekrarlanabilirlikler dikkate alinarak karar verilmigtir.
3.2.2. Oziitleme ¢éziiciisiiniin uygun hacminin arasgtiriimasi

Ozitleme ¢ozlcusinin hacminin etkisini incelemek icin farkli hacimlerdeki
kloroform (40 uL, 60 yL, 80 pLve 100 yL) o6zutleme ¢dzliclsu olarak kullaniimistir.
Herbir hacim degeri icin ikiser ornek analizi yapilmistir. Kargilastirma GC-MS

analizi sonucu elde edilen alan degerine gore yapilimistir.
3.2.3. Dispersif ¢oziicliniin uygun hacminin arastirilmasi

Dispersif ¢ozlicunin uygun hacminin secilmesi icin farkli hacimlerde (400uL,
600uL, 800uL, 1000 pL ) asetonitril kullanilarak DLLME iglemi uygulanmigtir.
Herbir hacim degeri icin ikiser 6rnek analizi yapilmigtir. Kargilagtirma GC-MS

analizi sonucu elde edilen alan degerine gore yapiimistir
3.2.4. Oziitleme siiresinin etkisi

DLLME’de o6zutleme suresi, dispersif c¢ozlcu-6zutleme ¢ozucusu karisiminin
drnede enjekte edilmesi ile santrifiije kadar olan siredir. Oziitleme siiresinin etkisi
0-10 dak. araliginda sabit deneysel kosullarda incelendi. GC-MS analizi sonucu
elde edilen sonuglarin geri kazanim degerleri karsilastirilarak 6zutleme suresinin

etkisi belirlendi.
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3.2.5. iyonik siddetin etkisi

lyonik siddetin DLLME iglemine olan etkisini incelemek igin su drneklerine 0-0,4 g
araliginda NaCl eklenerek DLLME iglemi uygulanmistir. Her 6rnek iki paralel

halinde calisiimistir.
3.2.6. GC-MS Uygulamalan

Deneysel ¢alismanin ilk asamasinda DES ve E2 standartlari hazirlanmis ve SCAN
(toplam iyon taramasi) modunda analiz yapimistir. Calismamizdaki GC-MS
calisma kosullari Cizelge 3.3’de, GC’de kullanilan sicaklik programi Cizelge 3.4’de
gOsterilmistir. Analiz sonucuna gore her bir analit igin karakteristik m/z degerleri
secilmistir. Bu degerlerin literatirdeki ¢alismalarla uyumlu oldugu gérulmuastar. Bu
asamadan sonra yapilan analizlerde duyarlihg@ arttirmak igin segilen m/z

degerlerine gore olusturulan SIM modu kullaniimistir.
SIM modu igin secilen m/z de@erleri:

DES: 412, 397, 383

17B-estradiol: 416, 285, 232, 326

Cizelge 3.3. GC-MS calisma kosullari

Kolon sicakhgi : 90 °C,
Enjektor blogu sicakhgi : 280 °C,
Dedektor sicakhgi : 250 °C

Kolon : 17 muzunluk , 0,2 mm ¢ cap ,
%2100 dimetilpolisiloksan capraz bagli kolon

Tasglyici gaz : Helyum (1 mL/dak.),
Enjeksiyon miktar c 2L

lyonizasyon . EI (70 EV)

Analiz siiresi : 30 dak.

Kayit tipi . SIM
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Cizelge 3.4. GC’de kullanilan sicaklik programi

Sicaklik artigi (°C/dak.) Sicaklik (°C) Bekleme sturesi (dak.)
90 1
20 250 21

DES ve E2 standartlarinin tlrevlendirme isleminin ardindan yapilan GC-MS analizi
ile Cizelge 3.5de goOsterilen alikonma zamanlari ve karakteristik iyonlari

belirlenmistir.

Cizelge 3.5. Analitlerin GC-MS’deki ozellikleri

Analit Ahkonma zamani | Karakteristik iyonlar | Nicel analizde
(dak.) (m/z) kullanilan iyon
(m/z)
17B-estradiol 9.43 416, 326, 285, 232 285
DES 8.23 412, 397, 383 412

Su Orneklerine DES ve E2 eklenerek dispersif sivi-sivi mikrodzitleme iglemi
uygulanmistir.  Ozit, MSTFA/NH4I/DTE (1000:4:2) ile tlreviendirilmistir.
Turevlendirme ajaninin ugurulmasindan sonra kuru kalintt 25 pL isooktan ile
¢Ozulerek tuplere alinmigtir. Otomatik 6rnek toplayicisina yerlestirilen vialden

otomatik enjektor tarafindan 2 pyL alinarak GC’ye enjekte edilmstir.

Standart drneklerde ise, her bir derigsim icin su 6rneklerine eklenen miktar kadar
DES ve E2'nin stok standart ¢dzeltisinden turevlendirme tuplune alinarak ¢ézucu
olan etanol ugurulmustur. MSTFA/NH4I/DTE (1000:4:2) ile turevlendirme yapilmig
olup, bu asamadan itibaren su érneklerine uygulanan iglemler sirasiyla yapilmistir.

GC-MS analizi sonucu elde edilen kromatogram $ekil 3.1’de gdsterilmistir. DES’e
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ait kutle spektrumu Sekil 3.2’de, E2’ye ait kutle spektrumu ise Sekil 3.3'de

gOsterilmist

ir.
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Sekil 3.1. DES ve E2 standartlarina ait kromatogram (MSTFA ile turevlendirilmig)
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Sekil ?2.DES standardina ait kitle spektrumu (MSTFA ile tirevlendirilmis)
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Sekil 3.3.E2 standardina ait kutle spektrumu (MSTFA ile tureviendirilmig)

3.3. Yontemi Gegerli Kilma Galigmalari

Yontemi gecgerli kilma ¢aligmalarinin amaci, analitik bir iglemin istenilen amaca
uygun oldugunu gostermektir. Analitik islemin amaci, yontemi gecgerli kilma
calismalari sirasinda degerlendirilecek 6zellikleri belirleyeceginden, acik olmalidir.
Tipik bir yontem gecerli kilma calismasinda degerlendirilmesi gereken ozellikler:
dogruluk, kesinlik, 6zgunlik, gbézlenebilme siniri, alt tayin siniri, dogrusallik ve
araliktir (ICH ,2005).

Yontemi gegerli kilma ¢alismamizda 6zgunlik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, geri

kazanim, gozlenebilme siniri ve alt tayin siniri incelenmigtir.

3.3.1.0zgiinliik

Ozgunlik, ortamda olmasi beklenebilecek maddeler varliinda analitin kesin
olarak tayin edilebilme yetenegdidir (ICH, 2005). Yontemin 6zgunligunu incelemek
icin, gelistirilen yontem, bos su drnekleri ile DES ve E2’nin standartlarinin eklendigi

su orneklerine uygulanmigtir. Elde edilen kromatogramlar karsilastiriimistir.

3.3.2.Dogrusallik

Bir analitik islemin dogrusalligi, belirli bir aralikta analitin 6rnekteki derigimiyle
dogru orantili sonuglar elde edebilme yetenegidir (ICH, 2005). Yontemin dogrusal
calisma araligini bulmak igin su 6rneklerine 5 farkli derisimde 2 paralel halinde

DES ve E2 eklenmig, yontemin uygulanmasindan sonra GC-MS sistemine
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verilmigtir. Analiz sonucunda bulunan pik alanlarinin derisime kargi grafigi

cizilmigtir.

3.3.3. Dogruluk, geri kazanim ve kesinlik

Dogruluk, olcimlerin gercek veya kabul edilen degere yakinh@ini belirtir. Kesinlik,
Olcumlerin tekrarlanabilirligini, yani tamamen ayni yolla elde edilen sonuglarin
yakinligini gosterir (Skoog vd.,1998).

Kalibrasyon egrisinden secilen ¢ derisim icin (1, 5, 10 ng/mL) DES ve E2 su

orneklerine eklenmis ve yontem 3 paralel halinde uygulanmistir.

3.3.4.Gozlenebilme siniri

Bir analitin gozlenebilme siniri, kor 6rnek veya zemin gurultusunden onemli dlglde
farkli bir aletsel sinyalin alindigi derigimdir (Miller and Miller, 2005). Gozlenebilme
sinirini belirlemek igin gesitli yontemler vardir (Ribani et al., 2007). Calismamizda
analitik egrinin parametrelerinin kullanildi§i hesaplama yoéntemi uygulanmistir.
Gozlenebilme sinin (LOD), esitlik 3.1 (Ribani et al., 2007) kullanilarak

hesaplanmigtir.

LOD =3,3 55/ b (3.1)

Sp :Cevabin standart sapmasi (kor 6rneklerden alinan cevaplar)

b : Egrinin egimi

3.3.5. Alt tayin siniri

Alt tayin siniri, bir ydontemin belirli islemsel kosullari altinda, analitin kabul edilebilir
dogruluk ve kesinlik ile tayin edilebildigi en dusik derigimdir. Alt tayin sinir (LOQ)
esitlik 3.2 (Ribani et al., 2007)’e gore hesaplanmistir.

LOQ =10sp/ b (3.2)

Sp :Cevabin standart sapmasi (kor 6rneklerden alinan cevaplar)

b : Egrinin egimi
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3.4. Yontemin Gergek Orneklere Uygulanmasi

Gelistirilen yontemin gercek orneklere uygulanabilirligini incelemek igin gelistirilen
yontem Ankara’nin Etlik semtinden alinan ve 6nceden yaptiriimis analizlerinde
icmeye uygun olmadigi belirlenmis olan kuyu suyu orneklerine uygulanmig ve
orneklerde DES ya da E2 tespit edilmemistir. Bu sudan alinmig érneklere 4 farkli
derisim elde etmek Uzere DES ve E2 eklenmistir. Her derisim iki paralel érnek
halinde calisilmistir. Pik alanlarinin derisime karsi grafigi ¢izilmis, 5 ng/mL (n=3)

derisimi igin geri kazanim ve tekrarlanabilirlik hesaplanmistir.
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4 BULGULAR

4.1.Yontem Gelistirme

4.1.1. Oziitleme ¢oziiciisiiniin ve dispersif ¢éziiciiniin segimi

Codzuculerin karsilastiriilmasindan elde edilen sonuglar Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3 ‘de

gOsterilmisgtir.

Cizelge 4.1. Asetonitrilin dispersif ¢ozucu olarak kullanildigi gcalismanin sonuglari

Analit

DES

17B-estradiol

Nicel analizde kullanilan karakteristik iyonun alani

Asetonitril- Asetonitril- Standart
Karbontetraklortr Kloroform

(n=2) (n=2)

60505 78409 94752
29077 49935 84764

Cizelge 4.2. Asetonun dispersif ¢ozucu olarak kullanildigi ¢alismanin sonuglari

Analit

DES

17B-estradiol

Nicel analizde kullanilan karakteristik iyonun alani

Aseton- Aseton-Kloroform Standart
Karbontetraklortr

(n=2) (n=2)

63165 76533 94752
29567 55841 84764
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Cizelge 4.3. Metanolln dispersif ¢dzlcu olarak kullanildigi calismanin sonuglari

Nicel analizde kullanilan karakteristik iyonun alani

Analit Metanol- Metanol-Kloroform | Standart
Karbontetraklorur (n=2)
(n=2)
DES 19240 23963 94752
17B-estradiol 13261 23367 84764

Diklorometan 6zutleme ¢ozlcusu olarak kullanildiginda her Gg dispersif ¢gdzicuyle
yapilan caligmalarda, ¢ozucu karisimi ornege enjekte edildiginde bulutsu ¢ozelti
olusmamistir. Ardindan yapilan santriflij isleminden sonra da sediment elde
edilememigtir. Bu durum diklorometanin sudaki ¢ozunurlGgunian fazla olmasiyla

aciklanabilir.

Cozlcu kombinasyonlarinin DES’in 6zltlenmesi icin karsilastiriimasi Sekil 4.1’de

E2’nin 6zutlenmesi icin kargilastiriimasi Sekil 4.2.'de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Cozucu kombinasyonlarinin DES’in 6zutlenmesi igin kargilastiriimasi
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Sekil 4.2. Cozucu kombinasyonlarinin E2’nin 6zutlenmesi icin karsilastirilmasi

Metanolin dispersif ¢ozucl olarak kullanildigi galismalarda her iki 6zitleme
¢ozlcuslyle de elde edilen pik alani (nicel tayinde kullanilan, analite ait bir
karakteristik iyonun alani) ¢ok disuk olmustur. Her iki analit icin de en yuksek pik
alanlarini veren ¢dzicu kombinasyonlari asetonitril-kloroform ve aseton-kloroform
olmustur. Bu nedenle ozutleme ¢dzuclsu olarak denenen c¢ozlculer arasinda,
kloroformun en uygunu olduguna karar verilmis ve 06zltleme ¢ozicusu olarak
kloroform secilmistir. Ote yandan dispersif ¢éziicller olan asetonitril ve asetondan
elde edilen pik alanlar birbirine yakin oldugu icin hangi ¢oézicunin dispersif
¢ozlcu olarak kullanilacagina karar vermek igin geri kazanimlar ve
tekrarlanabilirlikleri incelenmigtir ve Cizelge 4.4'de gOsterilen sonuglar elde

edilmistir.

Geri kazanim esitlik 4.1’e gore hesaplanmistir.

Csed

% Geri Kazanim = x 100 (4.1)

Co

Csed : Sediment fazdaki analitin iyon alani

Co : Analite ait standart maddenin iyon alani
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Cizelge 4.4. Cozucu kombinanasyonlarinin DES ve E2’nin 6zutlenmesi igin

kargilastiriimasi

Geri Kazanim (%)

Analit Asetonitril- | Asetonitril Aseton- Aseton- Metanol- Metanol-
kloroform karbontetra- kloroform karbontetra- kloroform Karbontetra-
klorur klortr klortr
DES 82,7+6,79 63,8+7,00 80,7+10,11 66,6+5,51 25,2+8,48 20,2+5,02
E2 58,9+0,57 34,3+6,93 65,8+7,00 34,8+1,48 27,6+0,64 15,614,81

Asetonitril-kloroform, aseton-kloroform kombinasyonlari geri kazanim agisindan
birbirine yakin degerler vermislerdir. En uygun sec¢imi yapabilmek igin
tekrarlanabilirliklerine bakildiginda asetonitril-kloroform kombinasyonundan elde
edilen tekrarlanabilirlikler yliksek oldugu icin dispersif ¢dzlici olarak asetonitril

secilmigtir.

Bu sonuglar dogrultusunda DES ve E2 ‘nin DLLME ile 6zutlenmesi igin dispersif
¢bzlcl olarak asetonitrilin  6zitleme ¢dzlcusl olarak da kloroformun

kullaniimasina karar verilmistir.
4.1.2. Oziitleme ¢oziiciisiiniin uygun hacminin segimi

Ozitleme ¢dzlictisuniin farkll hacimlerde kullanildigi calismalarin sonucu Sekil 4.3

ve Sekil 4.4’de gosteilmistir.

Ozitleme ¢dziicusi olarak 40 pL kloroform kullanildiginda hem DES hem E2
tespit edilememistir. Ote yandan 6zitleme ¢oziicisli hacminin artmasiyla pik
alanlarinin (nicel tayinde kullanilan her bir analite 6zgu karakteristik iyonunun
alani) arttigi goézlenmistir. 100 pL kloroformun &zutleme ¢dzlclisu olarak

kullaniimasina karar verilmigtir.
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Sekil 4.3. Ozutleme ¢dzlictisii hacminin DES'’in éziitlenmesine etkisi
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Sekil 4.4. Ozitleme ¢odziclisii hacminin E2’nin éziitlenmesine etkisi

4.1.3. Dispersif ¢goziuiciiniin uygun hacminin segimi

Dispersif ¢ézucunun farkh hacimlerde kullanildigi ¢alismalarin sonucu Sekil 4.5 ve
4.6’da gosterilmigtir. Dispersif ¢ozlcu miktarinin artmasiyla pik alanlarinin arttigi
g6zlemlenmistir. Yapilan karsilastirmada 1000 uL asetonitrilin kullaniimasiyla daha
yuksek pik alanlari elde edildigi goralmustir ve 1000 pL asetonitrilin kullaniimasina

karar verilmigtir.
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Sekil 4.5. Dispersif ¢oztucl hacminin DES'’in 6zutlenmesine etkisi
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Sekil 4.6. Dispersif ¢ozlcu hacminin E2’nin 6zutlenmesine etkisi

4.1.4. Oziitleme siiresinin etkisinin incelenmesi

Farkli 6zlGtleme sirelerinde yapilan ¢alismanin sonuglari Sekil 4.7 ve 4.8de

gosterilmisgtir.
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Sekil 4.7. Ozutleme siiresinin DES’in dzltlenmesine etkisi
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Sekil 4.8. Ozitleme siiresinin E2’nin dziitlenmesine etkisi
Ozitleme siiresinin artmasiyla geri kazanim degerlerinin diistiigi gdézlenmistir. Bu

nedenle dispersif ¢dzlcu-6zutleme ¢bzucusu karigimi drnede enjekte edildiginde

bekletiimeden santriflj islemi yapilmigtir.
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4.1.5. iyonik siddetin etkisinin incelenmesi
lyonik siddetin etkisi Sekil 4.9 ve 4.10’da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. iyonik siddetin DES’in 6ziitlenmesi lizerine etkisi
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Sekil 4.10. iyonik siddetin E2’nin 6ziitlenmesi tizerine etkisi

DES igin iyonik siddetin artmasiyla pik alaninin azaldigi gézlenmistir. E2 icin ise
0,1-0,2 g tuz eklemenin pik alanini onemli olgude degistirmedigi ancak daha
fazlasinin pik alanlarinda azalmaya yol actigi gozlenmisti. Bu nedenle

calismalarda 6rnege tuz eklenmemistir.
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4.2. Yontemi Gegerli Kilma Calismalari

4.2.1. Ozgiinlitk

Bos su ornekleri ile DES ve EZ2’nin standartlarinin eklendigi su orneklerine
geligtirilen ydntemin uygulanmasinin ardindan, elde edilen kromatogramlar Sekil
4.11. ve 4.12'de gosterilmistir. Kromatogramlarin karsilagtiriimasiyla analitlerin

allkonma zamanlarinda bos su oOrneklerinden herhangi bir pikin gelmedigi

gOrulmustir (Bkz. Sekil 4.13.). Bdylece yontemin 6zglnliga gosterilmistir.

TANCC S =g =S == 1T ES IO >

= ====
== ]

Sekil 4.12. DES ve E2’nin standartlarinin eklendigi su érneginin analiziyle elde

edilen kromatogram

39



ARnumoEmEn

naoo DES TO: mplc=_a_3_13o810.0
] : 1 __Macm1o.0 (el
manA]
EETatF
manA]
aanoo] o

E-R=]-]-}

plalslsp

2000

R 1=1-F

L slulal

T Bo T Ao B.A0 B 20 B A0 B.AD B.AD O.50 B.20 B.A0 B.A0 B ADT0 Mo =0

Tlrmm—=

Sekil 4.13. Bos ve ekleme yapilmis drneklerin kromatogramlarinin birlikte

gosterilisi

4.2.2. Dogrusallik
Bos su orneklerine DES ve E2’nin standartlarinin 5 farkli derisimde eklenmesiyle
elde edilen orneklerin analiziyle yapilan dogrusallik ¢alismasinin sonucunda elde

edilen regresyon egrileri sekil 4.14 ve 4.15’de gosterilmistir.
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Sekil 4.14. DES igin dogrusal ¢alisma araliginin belirlenmesi
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Sekil 4.15. E2 i¢in dogrusal ¢alisma araliginin belirlenmesi

DES icin tanimlayicilik katsayisi(r?) degeri 1-20 ng/mL araliginda 0,994, E2 igin
0,963 olarak bulunmustur. Regresyon egrisinin Ozellikleri Cizelge 4.5, 4.6. ve
4.7’de verilmigtir. E2 igin 1-10 ng/mL araliginda cizilen regresyon egrisinin
tanimlayicilik katsayisi ise 0,999'dur. Bu nedenle E2 igin cizilen kalibrasyon

egrilerinde bu aralik kullanilimistir.

Cizelge 4.5. DES’e ait regresyon egrisinin 6zellikleri (1-20 ng/mL arahdinda)

Egrinin denklemi Tanimlayicilik

katsayisi(r?)
y=8172,4x-142,21 0,994

y: iyon alani x: derisim(ng/mL)

Cizelge 4.6. E2’ye ait regresyon egrisinin 6zellikleri (1-20 ng/mL araliginda)

Egrinin denklemi Tanimlayicilik

katsayisi(r?)
y=3861,5x+7831,9 0.963

y: iyon alani x: derisim(ng/mL)
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Cizelge 4.7. E2’ye ait regresyon egrisinin ozellikleri (1-10 ng/mL araliginda)

Egrinin denklemi Tanimlayicilik

katsayisi(r?)
y=5353,3+2297,7 0,999

y: iyon alani x: derisim(ng/mL)
4.2.3. Dogruluk, geri kazanim ve kesinlik

DES ve E2nin su O&rneklerine eklenmesiyle U¢ farkli derisimde hazirlanan
orneklere yontemin uygulanmasiyla bulunan sonuglar Cizelge 4.8 ve 4.9.da

gOsterilmisgtir.

Geri kazanim esitlik 4.2’deki gibi hesaplanmigtir.

Sediment fazdaki analitin derigimi
% Geri Kazanim = x 100 (4.2)
Baslangig¢ derisimi

Cizelge 4.8. DES igin dogruluk ve kesinlik ¢alismasinin sonuglari

Eklenen Bulunan derisim | Kesinlik %Geri kazanim | Dogruluk
derisim (ortalama,ng/mL) | (S,n=3) (%bagil hata)
(ng/mL)

1 0,89 0,16 88,7 £16,2 -11,3

5 4,54 0,27 90,8+ 5,44 -9,2

10 10,68 0,92 106,8 £ 9,26 6,8
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Cizelge 4.9. E2 igin dogruluk ve kesinlik ¢calismasinin sonuglari

Eklenen Bulunan derisim  Kesinlik | % Geri kazanim Dogruluk
derisim (ortalama, ng/mL) @ (S,n=3) (%bagil hata)
(ng/mL)

1 0,93 0,09 93,3+ 9,07 -6,7

5 5,01 1,44 100,2 + 28,8 0,2

10 10,6 0,62 106,6 + 6,24 6,6

4.2.4. Gozlenebilme siniri
Analitik egrinin parametrelerinin kullanildigi hesaplama sonucunda DES igin

g6zlenebilme siniri 0,42 ng/mL, E2 igin 0,71 ng/mL olarak bulunmustur.

4.2.5. Alt tayin siniri

Analitik egrinin parametrelerinin kullanildid1 hesaplama sonucunda DES igin alt

tayin siniri 1.29 ng/mL, E2 igin 2,16 ng/mL olarak bulunmustur.

4.3.Yontemin Gergek Orneklere Uygulanmasi
5 ng/mL derigsiminde olacak sekilde DES ve E2 eklenmis gercek orneklere
yontemin uygulanmasiyla, kalibrasyon egrisinden bulunan sonuglar Cizelge 4.10

‘da gosterilmisgtir.

Cizelge 4.10. 5 ng/mL derisimindeki gercek érneklere ait geri kazanim galismasi

Analit Eklenen derisim | Bulunan derisim @ Gerikazanim (%)
(ng/mL) (ng/mL)

DES 5 5,08 101,6 £ 0,04

17B-estradiol 5 4,67 93,4 +£0,23

43



5.SONUCLAR

Ostrojenlerin sudan 6zitlenmelerinde cogunlukla kati-faz 6zitlemesi kullanilir. Bu
yontem pahali, zaman alici ve ¢ok organik ¢ozucu gerektiren bir yontemdir.
Calismamizda ise bu maddelerin analizi i¢in kolay, dusuk maliyetli ve az ¢ozucu
gerektiren bir yontem gelistiriimeye c¢alisiimis ve bu amagla son yillarda ortaya
cikan dispersif sivi-sivi mikrodzitleme yontemi kullaniimistir. Bu yontem pek ¢ok
bilesie uygulanmakla beraber 6strojenik steroidler icin uygulamasi iki yayinda
bildirilmigtir (Chang et al., 2010; Du et al., 2010).

DES ve E2’nin gevresel 6rneklerdeki analizleri genellikle GC-MS ile yapilir ve
yuksek bir performans saglanir. Calismamizda da analizler GC-MS ile yapilmistir.
%100 dimetilpolisiloksan kolon kullaniimigstir. DES ve E2'nin GC-MS ile
analizlerinde turevlendirme iglemi gereklidir. Bu amagla DES ve EZ2'nin
tirevlendiriimesinde sik kullanilan bir tdrevlendirme ajani olan MSTFA
kullaniimistir. MSTFA’ya katalizér olarak NHyl, tlrevi kararl hale getirmek icin de
DTE eklenerek bir tirevlendirme karisimi hazirlanmigtir. Tarevlendirme reaksiyonu
icin gerekli slre ve sicaklik literatirdeki benzer calismalarda belirtilen degerlere
gore belirlenmigtir. Tarevler su varliginda yikima ugradiklari igin turevlendirme
Ozutleme ile eszamanli olarak yapilmamig, ornek hazirlama islemi 6zutleme ve
turevlendirme olmak Uzere iki kisimdan olugsmustur. DES ve E2 standartlarinin
hazirlanan turevleri GC-MS’e verilmis ve veriler SCAN modunda alinmistir. Elde
edilen kromatogramlardan ve spektrumlardan DES ve E2’nin alikonma zamanlari
ve karakteristik iyonlari belirlenmigtir. DES igin 412 E2 i¢in 285 m/z degeri en
yuksek bolluga sahip iyonlar olduklari i¢in nicel analizde kullaniimak Uzere
secilmislerdir. Dedektor cevabir olarak bu iyonlarin alanlarn oOlgulmuagstar.
Calismanin bundan sonraki bolimlerinde hassasiyeti arttirmak i¢cin GC-MS’de SIM
modu kullaniimigtir.

DLLME c¢alismalarinda, yontemin performansini etkileyen parametreler olan
Ozutleme c¢ozlcUsunun tard, dispersif ¢ozicunun turl, 6zutleme ¢dzucuslnun
hacmi, dispersif ¢o6zUcunin hacmi kargilastirma yoluyla belirlenir. Bizim
calismamizda da bu yol izlenmig ve en yuksek pik alanlarini veren dolayisiyla da
en yuksek geri kazanimlari veren c¢ozucu turleri ve hacimleri belirlenmigtir.

Literatlrdeki ¢alismalarda bu parametreler karsilastirilirken geri kazanim degerleri
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yaninda zenginlestirme faktori de dikkate alinmistir. Ancak c¢alismamizdaki
yontemde, belirtilen yontemlerin aksine DLLME sonucu elde edilen sediment faz
dogrudan analiz edilmez. Sediment faz buharlastirildiktan sonra tureviendirme
islemi yapilir ve bunun sonrasinda 25 uL isooktanla ¢ozulur. Dolayisiyla butln

calismalarin son hacimleri esit olmus olur.

DLLME'yi etkileyebilecek parametreler olan 6zutleme slresi ve iyonik siddetin
etkisi de incelenmistir. Ozlitleme siresinin artmasiyla geri kazanimlarin distugu
gorulmustir. Ozellikle 10. dakikada geri kazanimdaki diisiis gok blylk olmustur.
Literatirdeki DLLME ile yapilmig ¢alismalarin gogunda surenin 6zutlemeye dnemli
bir etkisi olmadigi belirtiimistir. Bu durumun nedeni de DLLME’nin dogasi geregi
denge haline cabuk ulasilmasi olarak gdsteriimistir. Ote yandan Du et al.(2010)
Ostrojenlerin  analizinde DLLME’yi kullandidi yayininda 06ziutleme sudresinin
artmasiyla 6zutleme veriminde dusls gozlemlemistir. Yazara goére bu durumun
nedeni tam bilinmemekle birlikte, 6zlUtleme suresindeki artis bazi parametreleri
degistirebilir ve daha sonrasinda da dagilma katsayisi azalabilir, bunun sonucunda
da pik alani azalir.

lyonik siddetin etkisini incelemek igin 6rneklere NaCl eklenmistir. DES igin tuz
miktarinin artmasiyla 6zutleme veriminin azaldigi gézlenmigtir. E2 i¢in 0,19 ve 0,2
g NaCl eklendigi durumlarda pik alanlarinda buyuk bir fark gézlenmezken 0,3 g ve
fazlasinin kullanildigi durumlarda pik alanlarinda dusus gozlenmistir. Bu durumun
nedeni iyonik siddetin artmasiyla 6zutleme ¢ézucusunin sudaki ¢ozUnurlagunin
azalmasidir. Bu c¢alismalar sonucunda DLLME isleminin optimum kosullari
belirlenmistir.

Tarevlendirme isleminde kullanilan ¢ézelti Gaillard et al.(1999) ,Seo et al.(2005) ve
Bowden et al.,(2009) ‘in galismalar dikkate alinarak hazirlanmistir.

Gelistirilen yontemin gegerli kilma ¢alismalar yapilmis ve bu kapsamda 6zgunluk,
dogrusallik, dogruluk, kesinlik, geri kazanim, gozlenebilme siniri, alt tayin siniri
parametreleri incelenmistir. Bildigimiz kadariyla 0Ostrojenik maddelerin sudaki
analizlerini gecerli kilma g¢alismalari igin bir rehber olmadigindan gecerli kilma
calismalarinda ICH Q2(R1)'de belirtilen yontem izlenmisgtir.

Ozglinliik icin bos su 6rnedi ile bilinen derisimlerde DES ve E2 eklenmis su

orneklerine ait kromatogramlarin karsilastirlmasi sonucunda su Orneklerinin
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incelenen analitlerle girisim yapmadiklari gorulmugtur. Boylece yontemin
O0zgunlugu kanitlanmigtir.

Dogrusallik calismasinda ise, 5 farkh derisimde hazirlanan érneklere yontemin
uygulanmasiyla elde edilen pik alanlarinin derisimle degisimi grafigi gizilmistir. Bu
calismayla, DES ‘in kalibrasyon egrisinin 1-20 ng/mL araliginda dogrusal oldugu
gorilmistiir. E2’ye ait r? dederinin ise 1-10 ng/mL araliginda daha yiiksek oldugu
gOrulmustir. Bu nedenle E2 igin 1-10 ng/mL araligindaki kalibrasyon egrisi
kullanilmistir.

Bir yontemin dogrulugu bulunan sonugla gergek sonucun birbirine yakinligidir. Ug
farkli derisimde hazirlanan orneklerin Uger paralel halinde calisiilmasi sonucunda
% bagil hata DES igin 6,8-11,3; E2 i¢in 0,2-6,7 arasinda olmustur. Geri kazanim
degerleri ise DES icin 88,7-106,8 E2 icin 93,3-106,6 arasindadir. Yiksek
derisimlerdeki % bagil hata degeri duslk derigsimlere gore daha dusuk olmustur.
Kesinlik ayni kosullarda elde edilen sonuglarin birbirine yakinliginin gostergesidir.
Standart sapma degerlerinin DES igin 0,16-0,92, E2 icin 0,09-1,44 arasinda
degistigi gorllmustir. Goézlenebilme sinirlari DES igin 0.42, E2 icin 0.71 ng/mL
olarak bulunmustur. Alt tayin siniri ise DES i¢in 1,29, E2 i¢in 2,16 ng/mL olarak
bulunmustur. Bu analitlerin analizinde yaygin olarak kullanilan yontemler ile
g6zlenebilme sinirlari ng/L mertebesinde olmustur. Bu agidan gelistirilen yontem
dusuk derisimlerde DES ve E2'nin analizine imkan verse de, yaygin olarak
kullanilan yontemler kadar hassas degildir. Ancak gelistirilen yontem
uygulanmadan, dogrudan analitlere ait standartlarin turevlendiriimesi sonucu da
cok dusUk derisimlerde cevap alinamamistir. Bu durum kullanilan GC-MS
sisteminin yontemin hassasiyeti lizerinde etkili oldugunu dusindirmistir. Ote
yandan gelistirilen yontemin diger yontemlere Ustinligu kolay, dusuk maliyetli,
hizli olmasidir. Ayrica organik ¢dzuculerin gok az miktarlarda kullaniimasi yonuyle
de digerlerinden ayrilmaktadir.

Sonug olarak, sudaki dstrojenlerin analizi igin gelistirilen yéntemin kesin, dogru,
segcici ve tekrarlanabilir oldugu gosterilmigtir.
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