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ONSOZ

Giinliik hayatta kozmetiklerden farmasdtiklere gida ambalajlarindan evimizdeki yap1
malzemelerine kadar birgok ftalat igeren iirlinlere c¢evresel olarak maruz
kalinmaktadir. Bu ¢alismayla maruz kalinan ftalatlarin biyolojik materyalde
diizeylerinin belirlenmesi i¢in gaz kromatografisi kiitle spektrometresinde metot

olusturulup validasyon ¢alismalar1 yapilmistir.

Tez ¢aligmamda tecriibe ve motive edici giiciinii benden esirgemeyen danigman

hocam, Saymn Yrd. Dog. Dr. Zeliha Kayaalti’na;

Hayalimi gergeklestirmeme firsat taniyan ¢ok degerli hocam Ankara Universitesi

Adli Bilimler Enstitiisii Miidiirii, Saym Prof. Dr. Tiilin SOYLEMEZOGLU na;

Laboratuvar ¢aligmalarinda, titizligi, dikkati, isine ve insanlara olan saygisiyla her
zaman Ornek aldigim, emegini, bilgisini ve yardimlarini esirgemeyen Uzm. Biyolog

Emrah DURAL’a;

Tez yazim sirasinda her zaman yamimda olan arkadaslarirm Kim.Miih. Ozlem

TUNAya, Ars.Gér. Betiil ISINER e ve Biyolog Esma SOYLEMEZe;
En zorlu zamanlarimda her zaman yanimda olan hayat yoldasim Osman ALKAN’a;

Sabr1 ve ilgisiyle her zaman yanimda olan ANNEME, bir giiliisiiyle biitiin sikintimi1
gideren biricik kardesim Omeralp’e, uzakta da olsa manevi destegini her daim
hissettiren ABLAMA ve benim i¢in her zaman en iyisini isteyen, ayaklarimin

iistiinde durmamu saglayan canim BABAMA;

Tesekkiir ederim.
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MS Mass Spectrometer (Kiitle Spektrometresi)
MSD Mass Selective Detector (Kiitle Secici Dedektor)
ppb Parts Per Billion (Milyarda Bir Olgii)

ppm Parts Per Million (Milyonda Bir Olgii)

PVC Polivinil Kloriir

RRF Relative Responce Factor

RSS Relatif Standart Sapma

RT Retention Time

SS Standart Sapma

SIM Selected Ion Monitoring (Secilmis Iyon izleme)
SPE Solid Phase Extraction (Kat1 Faz Ekstraksiyonu)
TCD Thermal Conductivity Detector (Termal fletkenlik Dedektorii)
tr Retention Time (Tutulma Siiresi)

US EPA United States Environmental Proteciton Agency
pL Mikrolitre



TABLOLAR

Tablo.1.1.
Tablo.1.2.
Tablo.1.3.
Tablo.1.4.
Tablo.2.1.
Tablo.2.2.
Tablo.3.1.
Tablo.3.2.
Tablo.3.3.
Tablo 3.4.

Ftalatlar ve Potansiyel Maruziyet Kaynaklar1 (Heudorf Ve Ark., 2007)
BBzP’nin Fizikokimyasal Ozellikleri

DBP’nin Fizikokimyasal Ozellikleri

DEHP’nin Fizikokimyasal Ozellikleri

GC Firm Program

Ftalatlara Ait Baslangic Zaman Ve lyonlari

ISTD Alan ve Konsantrasyon Degerleri

DBP Alan ve ISTD’ye Oranlanmig Degerleri

BBzP Alan ve ISTD’ye Oranlanmig Degerleri

DEHP Alan ve ISTD’ye Oranlanmig Degerleri

Tablo3.5. DBP, BBzP ve DEHP Kalibrasyon Grafiklerinin R* Degerleri

Tablo.3.6.
Tablo.3.7.
Tablo.3.8.
Tablo.3.9.

Tablo.3.10.

Tablo.3.11

Tablo.3.12.
Tablo.3.13.
Tablo.3.14.
Tablo.3.15.
Tablo.3.16.
Tablo.3.17.
Tablo.3.18.

DBP’1n SS ve RSS Degerleri

BBzP’1n SS ve RSS Degerleri
DEHP’1n SS ve RSS Degerleri

DBP’a Ait LOD ve LOQ Degerleri
BBzP’a Ait LOD ve LOQ Degerleri

. DEHP’a Ait LOD ve LOQ Degerleri
DBP’ye Ait Geri Kazanim Degerleri
BBzP’ye Ait Geri Kazanim Degerleri
DEHP’ye Ait Geri Kazanim Degerleri
% Geri Kazanim Degerleri

Idrar Numunelerindeki Ftalatlarin Degerleri (ppb)
Tanimlayici Istatistikler

Normallik Testleri

g o1 b~ W

31
32
34
35
36
37
37
39
40
41
42
42
43
43
44
44
45
45
50
50



SEKILLER

Sekil 1.1.
Sekil 1.2.
Sekil.1.3.
Sekil.1.4.
Sekil.1.5.
Sekil.1.6.
Sekil.1.7.
Sekil. 1.6.
Sekil.1.8.
Sekil.3.1.
Sekil.3.2.
Sekil.3.3.
Sekil.3.1.
Sekil.3.2.
Sekil.3.3.
Sekil.3.4.
Sekil.3.5.
Sekil.3.6.
Sekil.3.7.
Sekil.3.8.
Sekil.3.9.

Biitil Benzil Ftalatin Kimyasal Yapist
Di-n-biitil Ftalatin Kimyasal Yapisi
Di(2-Etilhekzil) Ftalatin Kimyasal Yapisi
SPE Yontemi ile Maddelerin Ayrilma Sekli
Gaz Kromatografisinin Sematik Gosterimi
Kolon ve Firin

Kuadropol GC-MS Sisteminin Sematik Gosterilisi
Iyon Kaynag1

QP Tipi Kiitle Spektrometresi

DBP Kalibrasyon Grafigi

BBzP Kalibrasyon Grafigi

DEHP Kalibrasyon Grafigi

Idrar Numunesinde Ftalat Analizine Ait Kromatogram
DBP’nin Histogrami

DBP’nin Normal Q-Q Grafigi

DBP’nin Kutu Grafigi

BBzP’nin Histogrami

BBzP’nin Normal Q-Q Grafigi

BBzP’nin Kutu Grafigi

DEHP’nin Histogrami

DEHP’nin Normal Q-Q Grafigi

Sekil.3.10. DEHP’nin Kutu Grafigi

20
22
23
25
25
26
35
36
37
48
51
51
52
53
53
54
55
55
56



1. GIRIS

1.1. Genel Bilgi

Ftalatlar (ftalat esterleri), ftalik asitin dialkil ya da alkil aril esterleridir. ilk
olarak 1920’lerde iiretilen ftalatlar, 1950’lerde ilk defa gelistirilen ftalat esterleriyle
yumusatilmis polivinil kloriiriin (PVC) biiyiik 6lgekli ticari iiretimiyle piyasaya

striilmistir (Kimber ve Dearman, 2010).

Ftalatlar, PVC iiriinlerine esneklik ve dayaniklilik veren plastiklestirici gibi birgok
ama¢ icin kullanilan endiistriyel kimyasallarin bir iiyesidir. Coziiclilerde, motor
yaglarinda, fiksaj maddelerinde ve deterjanlar gibi kisisel bakim {iriinlerinde de
kullanilmaktadir. PVC’ye katildigit zaman, ftalatlar kovalent olarak bagh
olmadigindan kolayca cevreye salinarak insan ve hayvanlarda maruziyete neden

olurlar (Lyche ve ark., 2009).

Yillik 3 milyon tondan daha fazla kiiresel olarak kullanilan ftalatlara (Bizzari ve ark.,
2000), kullanimin yayginlagmasi, her yerde bulunabilmesi ve siirekli ¢cevresel olarak
varligi nedeniyle insanlarin, evcil hayvanlarin ve yaban hayatin maruziyeti neredeyse

kacinilmazdir (Lyche ve ark., 2009).

Ftalatlarin kullanim1 baslica molekiil agirliklarina baglidir. Yiiksek molekiil agirlikli
di(2-etilhekzil) ftalat (DEHP), di-isononil ftalat (DiNP) ve di-isodesil ftalat (DiDP)
ingaat malzemelerinde, kiyafet, gida ambalajlama, ¢ocuk iiriinleri ve tibbi cihazlar
gibi bir¢ok PVC iiriinlerinde kullanilmaktadir (Lyche ve ark., 2009). Diisiik molekiil
agirlikli dimetil ftalat (DMP), dietil ftalat (DEP) ve di-n-biitil ftalat (DBP) gibi
ftalatlar ise daha ¢ok c¢oziicli olarak, kozmetikler, insektisitler ve farmasotiklerde

kullanilmaktadir (Heudorf ve ark., 2007).



Uygulamalarda ftalatlar i¢inde en ¢ok kullanilan DEHP ve bunun yaninda biitil
benzil ftalat (BBzP), di-isobutil ftalat (DIBP) ve DEP iken son zamanlarda DEHP
yerine DIDP, DINP ya da di(2-propil heptil) ftalat (DPHP) gibi uzun zincirli

ftalatlarin kullanimi artmistir (Kimber ve Dearman, 2010).

Insan maruziyetinin genelindeki ana kaynak iiretim, isleme ve paketleme esnasinda
kontamine olmus gidalarin alimidir. Diger onemli kaynaklar ise i¢ mekan hava
maruziyeti ve kozmetiklerledir (Koo & Lee, 2004; Kavlock ve ark., 2006). Ayrica
insanlar kan verme gibi tibbi uygulamalar sirasinda da tibbi cihazlardan ftalatlara
yiiksek dozlarda maruz kalabilirler (Calafat ve ark., 2004). Ftalat esterleri ve onlarin
metabolitleri kapali mekanda, tiiketim {iriinlerinde, insan idrarinda, anne siitiinde ve
amniyotik sivida belirlenmistir. Dahas1 ftalatlara plasentada rastlamak miimkiindiir.

Fetal maruziyet maternal maruziyetle yakindan iligkilidir (Lyche ve ark., 2009).



Tablo.1.1. Ftalatlar ve potansiyel maruziyet kaynaklar1 (Heudorf ve ark., 2007).

Ftalat Diester

Potansiyel Maruziyet Kaynaklari

Dietil ftalat (DEP)

Kisisel bakim iirtinleri, kozmetikler

Biitilbenzil ftalat

Plastik yer karolar1, gida tasiyici bantlar, suni deri, trafik konileri

(BBzP)
Di-n-biitil ftalat PVC plastikler, lateks yapistiricilar, kozmetikler, kisisel bakim
(DBP) iiriinleri, seliiloz plastikler, boya ¢oziiciileri

Di(2-etilhekzil) ftalat
(DEHP)

Yapt malzemeleri (duvar kagidi, elektrik teli ve kablo yalitimi),
araba iriinleri, giysi (ayakkabi, yagmurluk), gida ambalajlamasi,

¢ocuk triinleri (oyuncak), tibbi cihazlar

Din-n-hekzil ftalat

Alet saplari, doseme, vinil eldivenler, pire tasmalari, gida

(DnHP) proseslerindeki tasiyici bantlar

Di-n-oktil ftalat C6-C10 ftalat karigimlarinda, bahge hortumlari, yer karolari, tente,
(DnOP) tastyici bantlar

Di-isononil ftalat Bahge hortumlari, yer karolari, tenteler, oyuncaklar

(DINP)

Di-isodesil ftalat
(DIDP)

PVC plastikler, tel ve kablo kaplama, suni deri, oyuncaklar

1.2. Ftalatlarin Kimyasi ve Ozellikleri

Ftalatlar, benzen halkasina iki fonksiyonel grubun bagl oldugu diester

yapisindaki maddeler olup ftalik asitin alkolle reaksiyonuyla olusmaktadir (Autian,

1973; Lyche ve ark., 2009). Esterlerin ¢ogu renksiz sivilardir. Sudaki ¢oziiniirligi

diisiik olup, zincir uzunlugu artikca diger bir ifadeyle molekiil agirlig1 artikca

¢oOziiniirliikte azalmaktadir. Sonug olarak, DMP ve DBP gibi kisa alkil gruplara sahip

diisiik molekiil agirlikli ftalatlarin suda ¢oziiniirliigii uzun zincirli ftalatlara oranla
daha fazladir (Lyche ve ark., 2009). Standart sicaklikta uguculuk 6zellikle DEHP ve

BBzP gibi uzun zincirli ftalatlar igin genellikle disiiktiir (Rusyn ve ark., 2006).

Diisiik uguculuga sahip ve suda ¢oziliniirliigii az olmasina karsin organik ¢oziiciilerde

ve yaglarda ¢oziiniirler (Autian, 1973).




Biitil benzil ftalat (BBzP); butanol ve benzil kloriiriin ftalik anhidridle sirali
reaksiyonu ile olusur (NTP-CERHR, 2003).

0,(CH,)sCHs

CO,;CH

Sekil 1.1. Biitil Benzil Ftalatin kimyasal yapisi.

Tablo.1.2. BBzP’nin Fizikokimyasal Ozellikleri.

Ozellikler Deger

Kimyasal Formiilii C19H2004

CAS No 85-68-7

Molekiiler Agirligi 312.35 g/mol

Buhar Basinci 6 x 10" mmHg (25°)
Erime Noktasi -40.5°C

Kaynama Noktas1 370 °C

Suda Coziiniirligi Az 2.7 mg/L

Di-n-biitil ftalat (DBP); n-butanol ile ftalik anhidridin reaksiyonuyla olusur (NTP-
CERHR, 2000b).

——COO0(CH:z)sCH:

—COO(CHz):CH;

Sekil 1.2. Di-n-biitil ftalatin kimyasal yapist.




Tablo.1.3. DBP’nin Fizikokimyasal Ozellikleri.

Ozellikler Deger

Kimyasal Formiilii Ci16H2,04

CAS No 84-74-2

Molekiiler Agirligi 278.35 g/mol

Buhar Basinci 2.7 x 10° mmHg (25°)
Erime Noktas1 -35°C

Kaynama Noktas1 340 °C

Suda Coziiniirligi Az 11.2 mg/L

Di(2-etilhekzil) ftalat (DEHP); bir asit katalizorii varliginda 2-etilhekzil alkol
ile ftalik anhidritin esterlesmesiyle olusur (NTP-CERHR, 2006).

/TEDGGHEGH{CQHEJ{CszsﬂHa

~ TCOOCH,CH(C,HCH,),CH,

Sekil.1.3. Di(2-etilhekzil) ftalatin kimyasal yapisi.

Tablo.1.4. DEHP’ nin Fizikokimyasal Ozellikleri.

Ozellikler Deger

Kimyasal Formiili CyuH350,

CAS No 117-81-7

Molekiiler Agirligi 390.57 g/mol

Buhar Basinci 1.0 x 10" mmHg (25°)
Erime Noktasi -47°C

Kaynama Noktasi 384 °C

Suda Coziiniirligi 0.041 mg/L




1.3. Maruziyet Yollari

Ftalatlarin fizikokimyasal ozellikleri kimyasal yapisiyla ¢esitlilik gosterir ve
genellikle buhar basinglar1 diisiik olmasina ragmen buhar fazi ig¢erebilir. Oral alim,
inhalasyon, intravendz enjeksiyon ve deri absorpsiyonu olasi maruziyet yollaridir.
Insanlarin ftalatlara maruziyeti ya direk temas sonucu ya da ftalat igeren iiriinlerin

kullanimiyla ger¢eklesebilir (Aurela ve ark., 1999).

1.3.1. Oral

Ftalatlarin mideden alinimi; yiyecekler, enteral beslenme mamalari,
farmasoétikler, ek besinler, emen ¢ocuklarin oyuncaklar1 ve diger agiz objeleriyle

gerceklesmektedir.

Genel niifustaki ftalat maruziyetinin en biiyiikk kaynagi kontamine olmus gidalarin
alimidir. Ftalatlarin gidadaki seviyeleri genis 6l¢iide degisken olmasina ve veriler
cogunlukla eski olmasina ragmen simdiki maruziyet seviyesini gdsteremeyebilir.
Tahminen, giinlik alinimi DBP i¢in maksimum 0.48 pg/kg/giin (MAFF, 1996),
DEHP i¢in 4.9-18 pg/kg/gin (Meek & Chan, 1994), BBzP i¢in 0.11-0.29
ng/kg/giin’diir (MAFF, 1996).

IV c¢ozeltileri, kan, besinsel formiiller ve solunum gazlarinin verilmesi i¢in DEHP ile
yumusatilmis  polivinil yapimi tibbi cihazlar degisken miktarlarda ftalat
oziitlemektedir. Yag iceren ¢ozeltiler Oziitlemeyi kolaylastirirlar. PVC/DEHP
paketlerde saklanan yag emilsiiyonu i¢ceren ve PVC/DEHP boru sistemiyle iletilen
enteral mamadan DEHP maruziyeti tahminen yaklasik olarak maksimum 9.5
mg/glin’diir. Yetiskinlerde 0.14 mg/kg/giin iken yeni dogan bebeklerde bu yolla
maruziyet 2.5 mg/kg/giin olabilir (FDA, 2001).



Farmasoétik ilaglar cogunlukla ilacin sindirim kanalinda dagilim yerini ve zamanini
etkileyecek sekilde bir polimerle kaplanirlar. Eudragit, amonyak metakrilat
kopolimer kaplamasi olup diisiik mide pH’sinda bozunmadan dururken yiiksek pH’l1
kalin bagirsakta bozulur (Chourasia ve Jain, 2003). Bagirsakta ila¢ dagilimini
etkilemek icin Eudragit’e DBP ve DEP iceren cesitli plastiklestiriciler katilabilir.
ABD  Patent Ofisinin  veri  tabanindaki  bir internet  arastirmasi
(http://www.patentstorm.us/), kaplamalarimda DBP ve DEP iceren ftalat
plastiklestiricilere sahip farmasdtik iirlinlerin birgok oOrneklerini gostermektedir.
Bunlar i¢inde yaygmn olarak kullanilanlar antibiyotikler, antihistaminler ve
laksatiflerdir. Gebelik sirasinda kullanimi igin tasarlanmis olanlar da dahil olmak
tizere patentli bitkisel ilaglar ve ek besinlerde formulasyonlarinda ftalatlari
icerebilirler (Schettler, 2006).

Bir durum raporunda, iilseratif kolit i¢in Asacol alan bir bireyin idrarinda yiiksek
miktarda (16 868 ng/mL) DBP’nin monoester metaboliti tespit edilmistir (Hauser,
2004). Yaygin olarak kullanilan farmasétikler, bitkisel ilaglar ve ek besinler genel
populasyonda ftalat maruziyetinin arastirilmamis onemli kaynaklarindan olabilir

(Schettler, 2006).

Ftalatlarla yumusaklagtirilmis polimer oyuncaklar c¢ocuklarda potansiyel oral
maruziyet kaynagidir. Avrupa Birligi biitiin ¢ocuk oyuncaklari, DEHP, DBP ve
BBzP igeren ¢ocuk bakim esyalar1 bunun yani sira DiNP, di-n-oktil ftalat (DnOP) ve
DiDP igeren 3 yas alt1 ¢ocuklar i¢in tasarlanmis oyuncaklarin pazarlanmasini gecici
olarak yasaklamisti. Cocuklarin agiz aktivitelerinden kaynaklanan ortalama DINP
maruziyeti tahminen varsayimlar ve istatiksel tekniklere bagl olarak 5.7 ile 44

ng/kg/giin araligindadir (Kavlock, 2002a).



1.3.2. Inhalasyon

Maruziyetin niceligi nadiren denenmis olmasina ragmen DEHP, PVC
borularindan gecen solunum gazlariyla transfer edilebilir. Hill, deneysel kosullar
altindaki 6l¢timlerini baz alarak solunum tedavisi ile DEHP maruziyetinin 28.4-94.6

ug/giin olarak hesaplamistir (Hill, 1997).

Polimer modelleme Kkili olusturulup ardindan bir firinda pisirilerek iyilestirilir.
Ftalatlarin kompleks bir karisimi oda sicakliginda materyale yumusak bir sabitlik
saglar. Sculpey ve Fimo ¢amurundan 10 ornek agirlikca % 3.5 ile % 14 arasinda
diizeyde toplam ftalat igermekteydi. Pisirme sonrasi ftalatlarin havadaki
konsantrasyonu BBzP i¢in (32-2667 pg/m>), DnOP i¢in (ND-6670 pg/m®)dir. DEHP
ve/veya kimyasal olarak benzer analoglar1 6.05-4993 pg/m® olarak saptanmustir. Kisa
stireli maruziyetlerde US EPA, 18 yas alti ¢ocuklarda solunum hacminin tahmini
olarak degerini ortalama 1.0 m%sa olarak kullamlmasini énermektedir. 1 saatlik
maruziyet siiresinde bu BBzP, DnOP ve DEHP i¢in sirasiyla 2667, 6670 ve 4993 pg

maksimum soluma maruziyeti ile sonuglanabilmektedir (Schettler, 2006).

Kapali mekan hava ve tozlari; bina {iriinleri, ev désemeleri, oyuncaklar, kiyafetler ve
otomobil i¢i plastik bilesenlerden sizan ftalatlar1 icermektedir. Ftalatlarla g¢evrenin
kontaminasyonu, bazi belirlenmemis derecede gida, su ve kapali mekan toz

seviyelerinde pay1 bulunmaktadir (Schettler, 2006).

Otake (2004) Tokyo’da 27 evde yaptig1 ftalat seviyesi analizinde DEP, DBP, BBzP,
disikloheksil ftalat ve DEHP sirasiyla 0.10, 0.39, 0.01, 0.07 ve 0.11 pg/m® olarak
rapor edilmigtir. 20 m3/g1'jn soluyan yetiskin bir birey i¢in, soluma maruziyeti
sirastyla 2, 78, 0.2, 1.4 ve 22 pg/giin olarak sonug¢lanmistir. Kontamine tozlari

soluma daha genis soluma maruziyeti ile sonuglanacaktir.



1.3.3. intravenoz

DEHP ile plastiklestirilmis PVC yapimi ¢esitli tibbi cihazlar saglik bakiminda
kullanilmaktadir. Poset ve/veya borular intravendz sivilari, besin mamalarini, kani
dagitmakta ve ekstrakorporeal membran oksijenlendirme ve diyalizde
kullanilmaktadir. Cihazlardan sizan DEHP yag igerigi, sicaklik, depolama siiresi ve
calkalama ile farklilasmaktadir (FDA,2001). Ozgiin calismalar 6zel kosullara ve
ekipman sec¢imlerine bagli olarak maruziyet diizeylerinde varyasyon gosterir.
Ornegin; ekstrakorporeal membran oksijenlendirme (ECMO)’den gelen DEHP
maruziyeti heparinlenmis PVC/DEHP borular kullanilarak olduk¢a azaltilabilir
(Karle, 1997).

Calafat (2004), IV asilama igeren yogun tibbi tedavi alan 6 prematiire bebegin
idrarlarinda DEHP metabolitlerini  dl¢limii  sonunda genel popiilasyondaki
ortalamadan (2.7 ng/ml) daha yiiksek oranda MEHP metabolitinin (129 ng/ml)
oldugunu raporlamistir. Green (2005) 2 yeni dogan yogun bakim tiinitesinden 54 yeni
dogmus bebekten alinan idrar 6rneklerinde DEHP metabolitlerini 6lgmiistiir. Bu
calisma, artan yogun bakim ve DEHP iceren cihazlarin daha sik kullanimi ile
DEHP’nin idrardaki metabolitlerinin daha yiliksek seviyede oldugunu belgelemistir.
Yogun bakimda bulunan bebeklerdeki ortalama idrar MEHP degerleri diisiik, orta ve
yiiksek seviyeleri sirasiyla 9.3, 41, 139 ng/mL’dir.

1.3.4. Deri

Deri; ftalat iceren kiyafetler, kozmetikler, giines kremleri, insektisitler, diger
kisisel bakim iirtinleri, modelli killer, oyuncaklar, temizlik malzemeleri ve protez

malzemeler ile direk temasla kars1 karsiya kalabilir (Munksgaard, 2004).
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Genelde transdermal absorpsiyon kimyasal konsantrasyona, kimyasal yapiya, sudaki
¢Oziiniirliige, tasiyict formulasyonu ile stratum corneum arasindaki oktanol:su
dagilim katsayisina, tastyicinin formulasyonuna ve uygulamanin anatomik alanina
baghdir (US EPA, 1992). Kimyasallarin yiiz, koltuk alt1 ve skrotumdan absorpsiyonu
koldan 10 kat daha fazla olabilir (Schettler, 2006).

Kemiricilerin derileri kullanilarak yapilan c¢alismalar ftalatlarin absorpsiyonunun
genellikle diisiik oldugunu gosterir. In vitro olarak yapilan karsilastirmali calisma,
insan derisindeki ¢alismalar az olmasina ragmen ftalatlara karsi insan derisinin fare
derisinden daha az gegirgen oldugunu gdstermistir (Scott, 1987; Elsisi, 1989). Insan
iist kolunda in vivo olarak yapilan calisma, propilen glikolde DBP’in doygun
¢ozeltisi uygulandiginda DBP absorpsiyonunun maksimum akismi 10 pg/cm?/saat
oldugunu gostermistir (ortalama 3.8) (Hagedorn-Leweke & Lippold, 1995). Yazarlar,
oktanol:tasiyic1 dagilim katsayisinin deri absorpsiyonunda en genis dederminant
oldugu kanisina varmiglardir. Dimetil ftalat (DMP) ve DBP bocek kovucu olarak
kullanilird1 (Ware & Whitacre, 2004). DBP, DEP, DMP ve DnOP son zamanlarda
US EPA’nin “potansiyel toksik inertler” listesinde olup, dermal ve soluma

maruziyetlerine neden olan insektisitler ve kovucular igindeki diger maddelerle
birlikte kullanilabilir (Schettler, 2006).

1.4. Toksikokinetik

1.4.1. Absorbsiyon

In vivo olarak insanda dermal absorpsiyon ¢aligmalar1 mevcut degildir. Buna
ragmen rat ve insan derisinden ftalat esterlerinin absorpsiyonunun in vitro
karsilastirmasi, ftalatlarin rat derisinde daha hizli absorbe oldugunu gostermistir
(Scott, 1987). Bununla beraber rodentlerde dermal absorpsiyon nispeten yavastir
(Elsisi, 1989). Ama bir kere absorplandiginda bilesiklerin oral olarak alindig:
durumda oldugu gibi ftalatlar dagilirlar. Kobaylarda uygulanan dermal dozun sadece
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% 3 ile % 21’1 absorplanmistir ve 1-7 gilin sonra sirayla viicuttan atilmistir (Ng,
1992). insanlarda inhalasyonla ftalatlarm absorpsiyonu iizerine uygun bir ¢aligma
mevcut degildir. Buna ragmen PVC solunum borular ile hava verilen yeni
doganlarda ve ftalatlara mesleki olarak maruz kalan isgilerde akcigerler ile
absorpsiyon igin dolayl tespiti gdzlenmistir. Inhalasyon yoluyla alimi1 gerceklestigi
diisiiniilen, bebek ve iscilerin idrarlarinda 6nemli dl¢iide yiiksek seviyelerde MEHP
ve ikincil metabolitleri saptanmistir (Pan ve ark., 2006; Kavlock ve ark., 2002b).
Ayrica, radyokaktif olarak etkilenmis DEHP inhalasyonla maruziyette ratlarda
hizlica absorbe edilmektedir (General Motors, 1982).

Ftalatlar, bagirsak lipazlartyla hizli hidrolize edildiginden, baslica monoesterler
formunda, genis konsantrasyon-bagimli araliginda rat bagirsaklarinda hizlica
absorplanirlar. DEHP, ¢aligilan higbir tiirlin idrarinda saptanamamustir ancak fegeste
idrardaki metabolitlerin derecesine ters oranti miktarlarda bulunmustur. Ciinki
sindirim sisteminden ana bilesiklerin absorbsiyonu az olmaktadir (Kavlock, 2002b).
Rodentlere oral uygulama sonrasi, gidalarda birlesmis olarak DBP’nin % 90’dan
fazlast ve DEHP’nin % 40-50’sinin idrarda tespiti gidalardaki ftalatlarin iyi bir
sekilde absorplandigini gosterir (Kluwe, 1982). Koch (2006), idrar metabolitlerinin
seviyelerini  Olgerek saglikli Kafkas erkek goniillilerde DEHP’nin oral
absorpsiyonunu degerlendirmistir. 24 saat sonra dozun % 67’si, takiben ikinci giin %
3.8’lik ilaveyle idrarla atilmasi midedeki DEHP’nin c¢ogunun sistematik sekilde

absorplanip idrarda atildigin1 gostermektedir.

1.4.2. Dagihim

Absorplandiktan itibaren ftalatlar ve metabolitleri viicudun her yerinde biitiin
dokularda dagilmaktadir. Farkli tlirlerde DEHP dagilimiyla ilgili birka¢ g¢alisma
karaciger ve bobreklerde en yiiksek konsantrasyonlarda oldugunu gostermektedir. Ek
olarak, insanlarda ftalatlar seminal sivi, amniyotik sivi, tiikiiriik ve plasentada da
bulunmaktadir (Koch, 2003a, 2003b; Calafat, 2004; Silva 2004a, 2004b, 2005).
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Dokularda anlamli olmayan kiimiilatif birikim uygulanmasindan birka¢ giin sonra
dozun % 1’den daha azinin kalmis oldugu belirtilmistir. (Kavlock, 2002b). Ftalatlar
plasenta ile fetusa iletilir, buda rahim yasami sirasinda bu kimyasallara maruziyetin
gerceklestigini gosterir (Latini, 2003, 2006; Mose, 2007) ve fetal ftalat seviyeleri
maternal konsantrasyonlar ile iliskilidir. Ftalatlar bebeklerin ana besin kaynagi olan
anne siitiinde de tespit edilmistir (Mortensen, 2005; Zhu, 2006). Ftalatlarin plasenta
ile fetusa ve anne siitiiyle yeni dogmus bebege aktarimi rodentlerde de

belgelenmistir. (Srivastava, 1989).

Oral ya da intravendz (IV) yoluyla alinan DBP hizlica temizlenir. Gozlenen
biyobirikim c¢ok azdir ya da hi¢ yoktur. Radyoaktif DBP uygulanmasiyla
gastrointestinal (GI) sistemde, bosaltim organlarinda (karaciger ve bobrek) ve yagda
bulunabilir. Karaciger, bobrek ve GI sistemde muhtemelen atilimin bir mekanizmasi

olarak birikebilir (Williams & Blanchfield, 1975).

1.4.3. Biyotransformasyon ve Atihm

Oral alimin ardindan diester ftalatlar nonspesifik esterazlar ve sindirim
yolundaki lipazlar tarafindan hizli bir parcalanma ile monoesterlerine ayrilirlar.
Bebeklerin azalmis metabolik kapasitelerinden dolay: yetiskinlere nazaran pankreas
lipaz daha diisiik seviyelerdedir. Bebeklerdeki bu diisiik pankreas lipaz aktivitesine
ragmen anne siitii, tiikiirik, mide ve karacigerdeki lipazlar sayesinde ftalatlar
metabolitlerine dontiisebilirler. Tirler arasinda lipaz aktivitesinde anlamli bir
degiskenligin  olabildigini  Oneren  farkli  tiirlerdeki  kinetik  caligmalar
biyotransformasyonun birinci basamaginda cinsler arasi yiiksek degiskenligi
ispatlamistir (Ito, 2005). Absorpsiyonun ardinda monoesterler, gesitli oksidasyon ve
hidroksilasyon reaksiyonlariyla, idrarla atilan ya da atilim oncesi glukuronik asite
konjuge olan ikincil metabolitlerine metabolize olurlar. Yetiskinlerde {iriner
metabolitlerin hemen hemen %80-90’1 glukuronik asite konguje olurlar (Peck &

Albro, 1982). Cocuklarda 3 aylik olana dek glukuronidasyon yollar1 tam olarak
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gelismediginden, bu 6nemli atilim mekanizmasi yeni doganlar ve kiiclik bebeklerde
tam olarak uygun degildir (Cresteil, 1998). Ayrica prematiire ve normal bebeklerde,
toksik metabolitlerin dahili dozlarin1 artirabilen, azalmis glomeriiler filtrasyon hizina
ve olmamis glukuronidasyona bagh diisiik renal atilima sahiptirler (Kavlock, 2006).
DEHP’nin, baslica monoesteri mono(2-etilhekzil) ftalat (MEHP) ve dort adet ikincil
metabolitleri  mono(2etil-5-hidroksihekzil) ftalat (50H-MEHP), mono(2-etil-
50ksoheksil) ftalat (50kso-MEHP), mono(2-etil-5-karboksipentil) ftalat (5¢cx-MEPP),
mono(2-karboksimetil hekzil) ftalat (2cx-MMHP) anlamli seviyelerde idrarda tespit
edilmistir (Koch, 2006). Déteryumlu DEHP’nin ikincil metabolitleri olarak atilmasi
gerekirken, kontrollii oral dozunun % 10’dan daha azi1 idrarda MEHP olarak
atilmistir (Koch,2005). Ayrica ikincil metabolitler, ana monoester MEHP’a kiyasla
olduk¢a uzun eliminasyon yar1 6mrii ve daha ge¢ azami tiriner atilim gostermistir. Bu
uzun yari Omiirlii eliminasyon, kronik maruziyet kosullarinda oksitlenmis ftalat
metabolitlerinin insanlarda birikebildigini gosterir. DEHP’a maruz kalan iscilerde, is
vardiyas1 sirasinda {iriner metabolitleri iki kat artmistir (Liss, 1985). Diger bir
calismada 2 erkek goniillii DEHP almis ve 24 saat igerisinde idrarda sadece MEHP
seviyeleri analiz edildiginde dozun yaklasik %13’ atilmistir (Schmid ve Schlatter,
1985). Tam tersi, maruziyet belirtegleri olarak ikincil metabolitleri (SOH-MEHP,
50x0-MEHP, 5cx-MEPP, 2cx-MMHP) icerdiginde goniillii bir erkegin idrarinda
uygulanan dozun % 70 civarinda oldugu tespit edilmis olup, buda sadece
monoesterlere odaklanmis olan bir Onceki c¢alisma maruziyet derecesini Onemli
Olclide degerini diisiirmiistiir (Koch, 2003b, 2006; Fromme, 2007). Ayn1 ¢alismada
predominant metabolit olarak monoester MEHP ile birlikte bes metabolit kan plazma
orneklerinde tespit edilmistir. Ratlar ve marmosetlerle kiyaslandiginda insanda
MEHP’1n daha yiiksek kan seviyelerine yol actigmni varsayarsak, goniilliilerin
kanindaki MEHP’in alan konsantrasyon- zaman egrisi, ratlar ve marmosetlerde
onceden bulunandan 15-100 kat daha yiiksek hesaplanmistir (Wittassek & Angerer,
2008).

Radyoaktif olarak etiketlenmis DEHP’a oral olarak ya da soluma ile maruz kalan

ratlar da hemen hemen doza esit miktarlarda idrar ve fegeste atilmistir. Dahasi
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ratlardaki oral ¢aligmalar 5-7 giinde dozun % 80’ninin atildigin1 gostermis ve doz
artik¢a fekal atilim azalmasina ragmen lriner atilim artmistir. IV asilama ile ratlarin
dozlanmas1 oral dozlamada oldugu gibi idrar ve feceste yakin atilim hizlariyla

sonug¢lanmistir (Koo & Lee, 2007).

Oral olarak ratlarda yapilan ¢alismalar BBzP’ nin hizlica monoesterlerine (monobutil
ve mono benzil ftalatlar) metabolize oldugunu gostermektedir. Bu metabolitler
absorblanip ya idrarda esterleri olarak ya da glukuronik asitle konjuge olduktan sonra
glukuronat olarak idrarla atilirlar (National Toxicology Program, 2000a).

Ratlarda 3 giin boyunca oral uygulamay: takiben (3.6 mmol BBzP/kg/giin) idrar
metabolitlerinin % 70’inin monoesterleri oldugu, kalan kisminin ise monoester
konjugatlart oldugunu gostermistir. Monobutil esteri genellikle en yiiksek miktarda
olup bir ¢calismada monobutilin mono benzil ftalata oraninin 5:3 oldugu gosterilmistir

(Mikuriya ve ark, 1988).

Diisiik dozlarda (2-200 mg/kg) absorblanan BBzP ve metabolitlerinin atilimi hizlica
olup, yaklasik olarak % 90’1 24 saat i¢inde elimine olur. Bunun yaklasik % 80’1 idrar,
% 20’s1 1se fecestedir. Kandaki BBzP’nin yar1 6mrii 10 dakika olup, metabolitlerinin

ise yaklasik 6 saattir (Eigenberg ve ark., 1986).

Lake ve arkadaglar1 (1977); rat, babun ve insan bagirsak preparatlariyla yaptiklar
DBP’nin monohidrolizinin goreli oranlarin1 karsilastiran caligsmalarinda bu tiirlerin

benzer igsel lipaz aktiviteye sahip olduklarini gostermislerdir.

Rodentlerde DBP de dahil olmak iizere dialkil ftalatlarin bir¢ok dokuda bulunan

enzimler tarafindan metabolize oldugu bulunmustur. Genellikle oral olarak alinan
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ftalat diesterlerin kantitatif olarak hidrolizinin bagirsak florasiyla degilde, ince
bagirsak duvarindaki lipazlar ile pankreas lipazlar1 tarafindan oldugu kabul edilir

(Rowland ve ark., 1977).

DBP ana metaboliti olan MBP’nin eliminasyonda birincil yolu rodentler ve
insanlarda idrar atilimidir. Rat idrarinda monobutil ftalat glukronid tanimlanan
birincil metaboliti olarak goriiniir (Saillenfait ve ark., 1998). Etkin enterohepatik
dolagimin oldugunu belirtir sekilde MBP (yaklasik % 45) safrayla atilirken sadece
yaklasik % 5°lik kismi fegesle elimine olur. DBP’nin safra metabolitleri monobutil
ftalat, monobutil ftalat glukronid ve okside monobutil ftalat glukronid icermektedir
(Tanaka ve ark., 1978). Ratlarin dermal olarak DBP’ye maruziyeti sonrasinda, idrar
birincil atilim yolu olup atilim hiz1 hemen hemen giinde dozun % 10-12’sidir (Elsisi

ve ark., 1989).

1.5. Toksikoloji

Ftalatlarin akut olarak toksik oldugu gosterilmemistir. Kronik toksisitesi sadece
laboratuar hayvanlarinda ¢alisilmistir. Insanlarda kronik maruziyetin oldugu birkag
mesleksel calismada yan etkilerin fazla riskli oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bir vaka
kontrol ¢alismasi prematiire telarsli kizlardaki bazi ftalatlarin kontrol grubundaki
kizlara kiyasla daha yiiksek serum seviyelerinin oldugu bulunmustur. Uzun siireli
takip edilen g¢alismalarda tibbi olarak maruz kalan bebeklerde potansiyel ftalat
toksisitesi degerlendirilmistir. Insan toksisitesi ¢ok iyi calismadigi icin, hayvan
toksikoloji verileri insan maruziyetleriyle bagintisi incelenmelidir. Her bir ftalat
esterin toksisitesi ana bilesigin bir toksik metabolite doniisiimiine baghdir.
Doniisiimiin miktar1 maruziyet yolu, hayvan tlirlerindeki ¢alismalar ve maruz kalan
hayvanlarin yasi ile degismektedir. Toksikokinetikte bu farkliliklar DEHP hakkinda
mevcut verilerle iyi sekilde kanitlanmistir (Shea, 2003).
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Hayvanlarda ftalat ¢alismalar1 hepatik peroksizom proliferasyon ve kanser, bobrek
ve tiroidde degisimleri igeren cesitli yan etkiler olusturmustur (Kavlock, 2006).
Bununla birlikte gézlenen ¢ok ciddi yan etkiler {ireme ve gelisimsel etkilerle ilgili
goriinmektedir. Cok daha az arastirilmasina ragmen ftalatlarin tiroid sinyali, immiin
fonksiyonlar1 ve metabolik homeostazis gibi diger fonksiyonlar1 ve sistemleri ters
olarak etkiledigini gdsteren raporlar mevcuttur (Jaakkola & Knight, 2008; Meeker,
2007; Stahlhut, 2007). Bir veya daha fazla hayvan tiiriindeki gozlenen etkilerden
dolayr DEHP, DBP ve BBzP’nin normal gelisim ve liremeyi bozma potansiyeline
sahip olduguna dair genel fikir birligi vardir (Fabjan, 2006). Rapor edilen yan etkiler,
testisler ve erkek tireme mukoz bezlerinde patolojik degisimleri, hipospadias,
kriptorsitizm, nipellerin birikimi, azalmis anogenital mesafe (AGD) ve azalmis
sperm {retimini igermektedir. Bu dogum sonrasi degisimler azalmis testosteron
tiretimi (Fisher, 2003; Foster, 2006; Latini, 2006; Mylchreest, 2000; Parks, 2000;
Sharpe, 2006) ve insiilin benzeri faktér 3 (INSL3) mRNA seviyeleri (Wilson, 2004)
ile iligkili fetal Leydig-hiicre fonksiyonunun bozulmasiyla olusmustur. Ayrica DBP
fetal maruziyeti yetiskinlerde testis Leydig hiicre adenomalariyla sonuglanmistir

(Mylchreest, 2000; Barlow & Foster, 2003; Barlow ve ark., 2003).

Ftalat maruziyetine bagh yan etkiler doz ve zamana baglidir. 6-15 giinliik gebelik
stiresinCe maruz birakilan ratlardaki standart teratolojik calismalarda yiiksek dozlarda
maruziyetleri takip eden etkileri gosterilebilmistir (Ema, 1993, Hellwig, 1997,
Waterman, 1999). Buna ragmen bu calismalar iireme sistemleri farkli olan (Gebelik
Glinli 12-20) gebe bireylerde bu siire iginde gergegi yansitmaz. Son calismalar,
iireme gelisimi {izerine tiim ters cevaplarin geg gebelikteki maruziyeti takiben diisiik
dozlarda uyarilmis oldugunu géstermistir (Mylchereest ve ark., 2000; Foster ve ark.,
2001, Foster, 2006; Gray ve ark., 2000; Tyl ve ark., 2004; Ryu ve ark., 2007). DEHP,
DBP ve BBzP en ¢ok arastirilan ftalatlar olup DEHP > DBP > BBzP seklindeki
relatif toksik etkisiyle hemen hemen benzer cevaplar verdikleri bulunmustur (Foster,
2005). Fakat diger ftalatlarin iireme toksik potensiyeli ile ilgili smirli verilere
ragmen, DnHP, DiBP ve DiNP gibi diger ftalatalarin {ireme toksisitesine sebep
oldugunu gosteren bilgiler vardir (Fabjan, 2006; Howdeshell, 2008; Borch, 2006 ).
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Rat galismalarinda gozlenen etkiler insanlarda testikiiler disgenezisi sendromuna
benzemektedir. Bu sendrom, insanlarda gdzlenen sperm sayisinda diigsme, yiiksek
oranda testikiiler ve prostat kanserleri, yiiksek oranda kriptorsidizm ve hipospadias
gibi erkek iireme eksikliklerinin sayisindaki rapor edilen artis1 agiklamak igin ileri
stiriilmistiir (Sharpe & Skakkebaek, 2008). Simdiye kadar insan saglhigi ve ¢evresel
ftalat maruziyeti arasindaki iligskiyi birkag¢ calisma kanitlamistir (Kavlock, 2006;
Matsumoto, 2008). Mevcut veriler, ftalat maruziyeti ile insan tireme sagligi yan
etkileri arasinda bir baglant1 ortaya koymasina ragmen, insanlarda maruziyet ve
bunlarin etkileri arasindaki neden sonug iliskisi kurmak i¢in kanitlar ¢ok smirlidir.
Fakat hayvan ¢aligmalar1 bu hipotezi desteklemektedir (Skakkebaek, 2006; Foster,
2005; Latini, 2006).

T.C. Saglik Bakanligi da “Oyuncak ve Cocuk Bakim Esyalarindaki Phthalatlar
Hakkinda Teblig” (2005) adi altinda {i¢ yasindan kiicliik cocuklarin agizlarina
gotlirebilmesi muhtemel olan ve agirliginin % 0,1’inden fazlasim1 DINP, DEHP,
DNOP, DIDP, DBP ve BBzP’den bir veya birkaginin olusturdugu kismen ya da
tamamen yumusak PVC’den iiretilen oyuncaklar ile cocuk bakim esyalarinda
kullanilmasinda siirlama getirildigini 20.10.2005 tarih ve 25972 sayili Resmi
gazetede yayimnlamigstir. Ayrica bakanligin kozmetik yonetmeliginde yer alan ek-I1I’de
kozmetik triinlerinin icermemesi gereken maddeler listesinde DEHP, BBzP ve DBP

bulunmaktadir.

1.6. Kimyasal Ayirim Yoéntemleri

Bir karistmda bulunan bilesiklerin fiziksel veya kimyasal o6zelliklerindeki
farkliliklar kullanilarak bilesenlerine ayrilabilir. Fiziksel ayrimlar genelde biiyiikliik
ve yogunluk farki kullanilarak yapilirken, ayirimi saglayan kimyasal ozellikler;

¢Oziiniirliik, kaynama noktasi ve buhar basincidir.

Ayirim metodlar;
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a) Santrifiij

b) Kromatografi
c) Distilasyon

d) Ekstraksiyon
e) Elektroforez

f) Ultrafiltrasyondur.

Kromatografide numune ve igindeki tiim maddeler hareketli bir fazla siiriiklenirler
veya tasinirlar. Numune icindeki bilesenler sabit fazla aralarindaki ilgiye gore az
veya c¢ok tutulurlar. Ancak yiiriitiicli faz tarafindan detektore iletilirler ve spektrumda
pik olarak goriiniirler. Numunedeki analitin durucu ve hareketli faz arasindaki
konsantrasyon orani o bilesigin dagilma katsayisini verir. Kati faz ekstraksiyonuda
ayni prensiple isledigi icin Ozellikle kromatografik analizlerde numune hazirlama

asamasinda en ¢ok kullanilan yontemdir (Soylemezoglu ve Cegen, 2003).

1.6.1. Kat1 Faz Ekstraksiyon (Solid Phase Extraction, SPE)

Kat1 faz ekstraksiyon (SPE), numune 6n hazirligi asamasinda kullanilan gii¢li
bir yontemdir. SPE proteinler gibi interfere eden matriks bilesenlerini uzaklastirmak
ve metabolitleri ve biyoaktif ilaclarin kantitatif tayinlerinde pg/ml diizeyine kadar

inebilmek i¢in gereken numune 6n hazirlama agamasidir.

Ekstraksiyon belli bir matriks i¢indeki numune(ler)in kati bir destege (sorbent)
adsorplanmasi vasitasi ile olur. SPE kartuslarinda ekstraksiyon iki ayr1 temel prensip

uzerine kuruludur:
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Matrikste interfere eden maddeler adsorplanir, ancak analit adsorban
tarafindan tutulmaz. Bu strateji eger aranan analit matriksin i¢inde yiiksek

konsantrasyonda bulunursa uygulanir.

Matrikse interfere eden maddeler yikanarak toplanirken analit adsorbana
tutunur. Eger aranan madde diisiik konsantrasyonda ise veya polariteleri ¢cok
farkl1 maddelerin ayrim isteniliyorsa ikinci yolun kullanimi daha uygundur.
Bu yol 6zellikle analitin ¢ok diisiik diizeylerde oldugu durumlarda ve ¢ok

seyreltik bir numunenin konsantre hale getirilmesi i¢in kullanilir.

SPE ile yapilan ekstraksiyonun ii¢ ana amaci vardit:

Analiti daha konsantre hale getirmek: Numune hazirlama esnasinda analit

daha konsantre hale getirilerek kantitatif tayin sinirlari igerisine ¢ekilmelidir.

Interferanslarin uzaklastirilmasi: Numune ortamidaki diger bilesenler tayin
edilmesi gereken analiti maskeleyebilirler. Numune 6n-hazirlama agamasinda
istenmeyen tiim bilesikler uzaklastirilarak, aranilan analitin temiz ve

informatif kromatogrami elde edilir.

Analitin ¢ozeltiye cekilmesi: Ekstre edilmis numune daha sonraki analitik

asamalar i¢in uygun bir ¢dziicl i¢ine alinir.

SPE yontemi dort ana basamaktan olusmaktadir:

a) Sartlanma: Analitin adsorbanla etkilesiminin gergeklesebilmesi i¢in

adsorbanin sartlandirilmasi gerekir. Sartlanma basamaginin bir bagka ismi de
¢Oziicii ile 1slatma, yikamadir (solvation). Adsorban 1slatilarak analitin

adsorblanmasi kolaylastirilmis olur.

b) Adsorbsiyon (Numune uygulanmasi): Kartusa uygulanan matriks i¢indeki

analit alikonulur.
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C) Adsorbanin yikanmasi (Aritma, durulama): Potansiyel interferans maddelerin

kartustan ge¢meleri saglanirken, bilesigin sorbente bagli kalmasi temin edilir.

d) Elisyon: Artik saflasmis olan numune analiz i¢in toplanir (Sdylemezoglu ve
Cegen, 2003)

sartlandirma ornegin uygulanmasi

-— - o e

£1 £

s 5

elisyon
istenmeyen bilesenler

Sekil.1.4. SPE yontemi ile maddelerin ayrilma sekli.

1.6.2. Gaz Kromatografisi — Kiitle Spektrometresi (GC-MS)

1.6.2.1.Gaz Kromatografisi

Kromatografi; bir karisimda bulunan maddelerin, hareketli ve sabit faz arasinda

dagilma, adsorpsiyon, iyon degisimine ve bunun gibi bazi mekanizmalara bagh
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olarak ayrilmasi esasina dayanir. Gaz kromatografi tekniginde, numune
buharlastirilir ve kromatografi kolonunun girisine enjekte edilir. Inert bir gaz olan
hareketli fazin akisiyla eliisyon gerceklestirilir. Diger ¢ogu kromatografi
tiirlerindekinin aksine, hareketli faz analit molekiilleriyle etkilesime girmez; tek
islevi, analiti kolon icinde tasimaktir. iki tiir gaz kromatografi vardir: gaz-kat:
kromatografi (GSC) ve gaz-sivi kromatografi (GLC). Gaz-sivi kromatografi yaygin

olarak uygulanir ve genellikle gaz kromatografi olarak kisaltilir.

Gaz-sivi kromatografisinde ayrilma, hareketli faz olan gaz ile inert kat1 yiizeyine
tutulmus siv1 faz arasindaki bilesiklerin go¢ etme hizlarinin farkli olmasi prensibine

dayanilarak yapilir.

Numunenin enjeksiyonu ile pikin detektore ulagsmasi arasinda gegen siireye tutulma

stiresi (tg) denir.

L (Kolon Boyu)
Vh (Hareketli Faz Hiz1)

R

Kolondaki bir ¢oziinen tiir i¢in tutulma siiresi, dagilma oranina bagh olup, bu deger
ise durgun fazin kimyasal nitelikleriyle iliskilidir. Gaz-sivi kromatografide yararl
olabilmesi i¢in, sabit fazdaki tutulmus sivinin farkli tiirler icin farkli dagilma
oranlarina sahip olmasi gerekmektedir. Bununla birlikte bu oranlar arasindaki farklar
cok da fazla olmamalidir; ¢ok biiyiik degerler, asir1 uzunlukta tutunma siirelerine,
cok kiiciik degerler ise ayrilmayr imkansiz kilacak kadar kisa tutulma siirelerine

neden olur (Skoog, D.A. ve ark., 1999, Flanagan R. ve ark.2007, Hites, R.A.).
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Sekil.1.5. Gaz Kromatografisinin Sematik Gosterimi.

1.6.2.2.Gaz Kromatografisi Cihazinin Boliimleri

1.6.2.2.1. Tasiyic1 Gaz

Gaz kromatografisinde, mobil faz olarak tasiyici gaz kullanilir. Tasiyict gazin
gorevi, maddeleri siiriiklemektir. Tasiyict gazin uygunlugunu ise ayrilacak olan
bilesik ve sabit fazla reaksiyona girmemesi, gaz difiizyonunu en diisiik diizeyde

tutabilmesi, saf, kolay bulunabilir, ucuz olmasi ve detektdre uygun olmasi belirler.

Mobil faz olarak helyum, azot ve argon gibi inert gazlar kullanilir. Yanici olmamasi
ve ¢ok sayida dedektorle ¢alisabilmesi helyumun yaygin olarak kullanilmasini saglar

(Skoog, D.A. ve ark., 1999, Flanagan R. ve ark.2007, Hites, R.A.).
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1.6.2.2.2. Enjeksiyon Boliimii

Tastyic1 gaz kagagini, sisteme hava ve nem girisini 6nleyen 6zel bir maddeden
yapilmis enjeksiyon bolmesi ilizerine yerlestirilmis septumdan mikro siringa
yardimiyla otomatik olarak numune buharlastirma kismina enjekte edilir (Skoog,

D.A. ve ark., 1999).

1.6.2.2.3. Kolon ve Firin

Ayirma isleminin gergeklestigi kolon, kromatografide en 6nemli kismidir. Gaz
kromatografisinde, dolgulu ve kapiler kolon olmak {izere iki tiir kolon kullanilir

(Skoog, D.A. ve ark., 1999).

Sekil.1.6. Kolon ve Firin.

Baslangicta kompleks karisimlart ¢6zme amaciyla gelistirilen kapiler kolonlarin
bliylilk ayirma gilicii vardir. Kolonlar cam ve paslanmaz c¢elik kullanilarak
hazirlanirken, gliniimiizde analitik toksikolojinin ¢ogu uygulamalarinda kaynasik
silika kolonlar1 kullanilmaktadir. Genel olarak 6dlgiileri 0.05-0.53 mm ¢apinda ve 10-
50 m uzunlugundadir (Flanagan R. ve ark., 2007).
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Tekrarlanabilir ¢aligmalar i¢in kolon sicakligi 6nemli bir degisken olup, sicaklik bir
derecenin onda bir diizeyinde kontrol edilebilmelidir. Bu nedenle, kolon firin i¢inde

tutulur (Skoog, D.A. ve ark., 1999).

1.6.2.2.4. Dedektor

Gaz kromatografisinde farkli dedektorler kullanilabilir. Baslica dedektorler

sunlardir:

e Termal iletkenlik dedektorii (Thermal conductivity detector TCD)
e Elektron yakalama dedektorii (Electron capture dedector ECD)
e Alev iyonlastirma dedektorii (Flame ionization detector FID)

o Kiitle secici detektor (Mass selective detector MSD)

1.6.2.3.Kiitle Spektrometresi

Kiitle spektrometresi (MS), iyonize atom veya molekiil tilirlerinin kiitle/yiik
(m/z) oranma gore buhar fazinda ayrilmasiyla iligkilidir. MS diger tekniklere gore
daha az numune kullanarak bir analit hakkinda daha fazla bilgi verebilir (Flanagan R.
ve ark., 2007).

Bir kiitle spektrometresi aranan maddenin iyonlarini iireterek, onlari kiitle/yiik (m/z)
oranina gore ayirir ve mevcut her iyon tiirlerinin bagil bollugunu kaydeder

(http://www.forumsci.co.il/HPLC/usp-ms-2spaltet.pdf).

Bir kiitle spektrometresinin temel bilesenleri; bir giris aygiti, iyon kaynag, kiitle

analizoru ve detektordiir.


http://www.forumsci.co.il/HPLC/usp-ms-2spaltet.pdf
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GC 9% dedektar

Sekil.1.7. Kuadropol GC-MS Sisteminin Sematik Gosterilisi.

1.6.2.3.1. Iyon Kaynag

Iyon kaynagi, son derece diisiik basing altinda tutulur ve numuneye uygulanan
basing altinda buhar haline geldigi sicakliga kadar 1sitilir. Renyum veya tungstenden
yapilmis bir flament elektronlar1 yayana kadar 1sitilir. Bu elektronlarin enerjisi bir
molekiiliin baglarin1 kirmak icin gerekli olandan daha fazladir. Parcalanmis iyonlar
iyon kaynagi disinda elektrik alan tarafindan hizlandirilmislardir (Flanagan R. ve
ark., 2007).

M+e — M +2¢e

akim flament

€ A

A AT A¥

AA &

kilcal kolon AE A+ A*

AN e
gaz—>» A. Q R A e - A+ —> analizdr
Ae

&
—I— ~<t— elektron kaynag

Sekil.1.6. iyon Kaynag.
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1.6.2.3.2. Kiitle Analizor

Numunelerin iyonlasmasindan sonra kiitle analizorii iyonlar1 m/z degerine gore
ayirir. En ¢ok kullanilan kiitle spektrometresi kuadropol (QP) tiirtidiir. Bir kuadropol
kiitle analizorii paralel olarak dizilmis yaklagitk 20 cm uzunlugunda dort cubuk

icermektedir (Flanagan R. ve ark.2007).

1.6.2.3.3. Dedektor

Kuadropol kiitle filtresiyle ayrilmig iyonlar, iyonlar1 elektronlara (elektrik
akimina) doniistiiren detektor tarafindan yakalanir. Daha sonra akim ytikseltici devre
ile iglenir. Sinyal yogunlugunu artirmak icin, iyonlarin sikistirilmasiyla yiizeyden
yayilan elektronlarin sayisini artirmaya yarayan elektron cogaltici en popiiler

olanidir.

Pre-amplifier

iyon Kaynagi Kuadropol Kitle Dedektor
Analizérd (Elektron Cogaltic)

Numune lyonizasyonu Kiitle Ayirimi Iyon Dedeksiyonu

Sekil.1.8. QP tipi Kiitle Spektrometresi.

GC/MS analizlerinde SCAN ya da SIM modlar kullanilabilir. Sec¢im analizin
amacina baghdir. Kiitle spektrumunu kullanarak numune bilesenlerini tanimlamak
onemli ise SCAN mod gereklidir. SIM mod ise kiitle spektrumlar1 bilinen eser

bilesenlerinin kantitatif analizi i¢in uygundur. SIM modda kiitle spektrometresi
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sadece belirtilen kiitleyi Olecmek icin ayarlanir

(http://www.shimadzu.com/products/lab/ms/tutorial/oh80jt0000007cva.html).

Calismamizda Onemli c¢evre kirleticiler olan ftalatlarin  biyolojik sivilarda
belirlenmesi amaciyla GC/MS cihazinda yontem kurularak, idrar orneklerinde
yontemin validasyonu, standardizasyonu, verimi ve islerliginin kontrol edilmesi

amagclanmustir.


http://www.shimadzu.com/products/lab/ms/tutorial/oh80jt0000007cva.html
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Prensip

Ftalatlarin idrarda belirlenmesi amaciyla once standartlarla yontem kurulup
yontemin validasyonu yapilmistir. Daha sonra biyolojik 6rneklerden izolasyon igin
kat1 faz ekstraksiyon sistemleri kurularak verimlilik arastirilarak, en son asamada ise
biyolojik Orneklerden izolasyon ve verim c¢aligmalari yapilmistir. Bu amagla
yontemlerin kurulmasinda daha 6nce yaymlanmis olan ¢alismalardan yararlanilmistir
(Teirlynck ve Rosseel 1985; Sjoberg ve Bondesson 1985; Dirven ve ark. 1993;
Blount ve ark. 2000; Kambia ve ark. 2001; Wahl ve ark. 2001; Niino ve ark. 2002;
Silva ve ark. 2004c; Silva ve ark. 2005; Sircar ve ark. 2008).

Yapilan calismalarla, metodun tekrarlanabilirligi (repeatability), dogrusallig:
(linearity), geri kazanimi (recovery), tayin limiti (LOD) ve olgiim limiti (LOQ)

belirlenmistir.

GC/MS yonteminin kurulmasi amactyla asagidaki igslemler yapilmustir.

1) Dogrusallik: Metodun dogrulugunu saglamak amaci ile standartlarla
caligilarak kalitatif ve kantitatif degerlendirmeler standardize edilmistir.
Bilinen konsantrasyonlarda hazirlanan stok ¢ozeltiler iicer defa enjekte
edilerek, her bir ftalat DEHP, DBP, BBzP igin 5 noktali grafikler hazirlanarak
bu grafiklerin RRF (relative response factor) ve R? degerleri degerlendirilerek
dogrusallik belirlenen konsantrasyon araliginda saglamistir. Tim stok
¢ozeltilere ve numunelere i¢ standart olarak “Benzil Benzoat” eklenmistir.

2) Tekrarlanabilirlik: Bu amagla; ftalatlarin  diisiik, orta ve yiiksek
konsantrasyonlarindaki degerleri alinarak hazirlanan ¢ozeltiler, her bir

konsantrasyon 5 defa analiz edilmek suretiyle, tekrarlanabilirlikleri %
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degisim katsayisi (% CV), standart sapmalari (SS) ve rolatif standard
sapmalar1 (RSS) hesaplanarak degerlendirilmistir.

3) Verim (Geri Kazanilabilirlik) Hesaplari: Matriks etkisini gorebilmek
amaciyla maruziyetin olmadig1 tesbit edilmis idrar Ornegi igerisine ml
konsantrasyonunda ftalatlar katilarak elde edilen ¢ozeltiler sisteme verilerek

ve geri kazanilabilirlik (%) ortalamalar1 ve araliklari belirlenmistir.

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

o Asetik Asit (MERCH)

e Asetonitril (MERCH)

e Benzil Benzoat (SIGMA)

e Potasyum Dihidrojen Fosfat (MERCH)
e Hekzan (MERCH)

e Metanol (MERCH)

e Sodyum Asetat (MERCH)

e BBzP Standarti (EHRENSTROFER)

e DBP Standarti (EHRENSTROFER)

e DEHP Standarti (EHRENSTROFER)

2.3. Kullanilan Aletler ve Alet Sartlar:

Geregler ve Sarf Malzemeler

e Gaz Kromatografisi(Agilent 6890 N GC system)

e Kiitle Spektroskopisi(Mass Selective Detector G2577A)
e DB-5MS (30m*0,25mm*0,25um) Kolon

e Vorteks (NUVE NM 110)

e Santrifiij (HERAUS SEPATECH LABOFUGE 200)

e SPE Diizenegi (Varian)
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e SPE Kartuslar1 (Waters 3 cc Sep-pak Cartridges)
e Mikro Pipet (Rainin)
e Cam malzemeler (Schott)

e Azot Ucurma Sistemi (TECHNE SAMPLE CONCENTRATOR DB- 3 Dri-
Block)

e Saf Su Cihaz1 (NUVE NS 245)
e Ultra Saf Su Cihazt (HUMAN UP 900 SCHOLAR - UV)
e pH metre (Mettler)

2.4. Cozeltiler

2.4.1. Stok ve Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

DBP (47.6 ul), BBzP (45.5 ul) ve DEHP (51 pl)’den yogunluklarina gore belli
miktarlarda alinip 10 ml’ye tamamlandiktan sonra elde edilen 5 mg/ml’lik ana stok

cozeltilerinden seyreltilerek ¢aligma ¢ozeltileri hazirlandi.

2.4.2. Ekstraksiyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi
0,1 M Sodyum Asetat Tamponu (pH=6) Hazirlanmasi: 27.216 g sodyum asetat
balon jojede distile suda ¢oziilerek 2 1’ye tamamlandi.

0,1 M Fosfat Tamponu (pH=6) Hazirlanmasi: 6.8045 g KH,PO, balon jojede

distile suda ¢oziilerek 500 ml’ye tamamlandi.

1M Asetik Asit Hazirlanmasi: 28.59 ml asetik asit ¢ekilerek 500 ml’ye tamamlandi.

2.5. Numunelerin Ekstraksiyonu

Idrar numunelerinin ekstraksiyonu Sdylemezoglu ve Cegen tarafindan

uygulanan metot modifiye edilerek yapilmistir (S6ylemezoglu ve Cegen, 2003).



Igili kat1 faz uygulamast icin idrar numuneleri su islemlere tabi tutulmustur:

e Numuneler kartusa uygulandi.

Kartusun sartlanmasi i¢in 2 ml MeOH ve 2 ml 0,1 M sodyum asetat tamponu
(pH=6) kullanildi.

e Kartus yikanirken once (80:20) oraninda hazirlanmis 0,1 M fosfat tamponu

(pH=6) ve MeOH’den 1 ml, ardindan 1M asetik asitten 1 ml uygulandi.

e Kartustan 4 ml asetonitril gegirilerek ftalatlarin toplanmasi saglandi.

e Azot ucurma islemi gerceklestirildikten sonra kalan 6rnekler 2 ml hekzan

igcinde ¢oziip GC-MS’e verildi.

2.6. GC-MS Kosullari

GC kosullari: G6890A GC System

a. Enjeksiyon hacmi: 1 pL
b. Inlet mode: Splitless

a2 o

e. Fuwin Programu:

Taswyict gaz ve akis hizi: Helyum — 1.2 mL/dk
Kolon: DB-5MS (30m*0,25mm*0,25um)

Tablo.2.1. GC Firin Program.

Firin °C/dak °C Tutma Siiresi | Calisma Siiresi
Basamaklari (dak) (dak)
Baslangic 80 1.00 1.00

Basamak 1 50 200 0.00 3.40

Basamak 2 15 325 2.00 13.73
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MS kosullari: Mass Selective Detector G2577A
SIM mod

MS Kuad. Sicakligi : 150

MS Kaynak Sicaklig: : 230

Tablo.2.2. Ftalatlara ait baglangi¢c zaman ve iyonlart.

Baslangic Zamani Iyonlar (m/z)

DBP ) 29, 41, 149, 150
BBzP 7 91, 149, 206
DEHP 8 57, 149, 167

2.7. Validasyon

Validasyon, bir cihazin, metodun veya sistemin performansiin belirlenen

kosullara uygun oldugunu gdstermek i¢in yapilan islemlerdir.

2.7.1. Metot Validasyonu

Dogru karar verebilmek i¢in analitik 6l¢lim sonucunun dogru ve giivenilir

(tekrarlanabilir) olmasi gerekmektedir.

Yapilan Ol¢limiin belirlenen amaca uygun dogrulukta sonu¢ vermesi Onemli bir
ithtiyactir. Bu ise analitik 6l¢liim yapan laboratuvarin belli kosullar1 yerine getirmesi
ile miimkiindiir. Bu dogrultuda metot validasyonu, metodun belirlenen amaca uygun

oldugunu gosteren ¢alisma sonuglaridir.
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2.7.2. Validasyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Validasyonu yapilacak metot performans parametreleri metodun uygulama
amacina ve kapsamia bagli olarak belirlenir. Ornegin safsizlik analizi yapilacak bir

metotta lineer 6l¢iim araliginin belirlenmesine gerek yoktur.

Metot validasyonuna baglamadan o6nce kullanilacak cihazin performansinin

standartla test edilmesi ve uygunlugunun saptanmasi gerekir.

Metot performansi ile ilgili higbir bilgi yoksa on testler yapilarak metodun uygulama
amacina uygunlugu kontrol edilir. ilk test sonuglarma gdre metot performans

kriterleri belirlenir.

Validasyon deneyleri igin belli bir siralama yoktur. Metoda ve validasyon
parametrelerine bagl olarak belirlenebilir. Kromatografi metodu igin su sira
kullanilabilir; standart 6rnekle segicilik, pik alan1 ve ¢ikis zamani (RT) kesinligi,
lineer ol¢lim araligi, LOQ, LOD, gercek ornekle secicilik, gerceklik/dogruluk (farkli

derisimlerde), metot saglamlig:.
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3. BULGULAR

3.1. Kalibrasyon Grafikleri
Stok ¢ozeltilerden seyreltilerek hazirlanan konsantrasyonlar1 bilinen ftalat

¢oOzeltilerinin alan degerlerinin ISTD alan degerlerine oranm1 kullanilarak kalibrasyon

grafikleri ¢izilmis ve bu grafiklerin R? degerleri hesaplanmustir.

Tablo.3.1. ISTD alan ve konsantrasyon degerleri.

STD Kons
(ppm) ISTD (alan)
al 0,25 4.655.205
a2 0,25 4.578.798
a3 0,25 4.556.657
bl 0,50 4.675.285
b2 0,50 4.588.731
b3 0,50 4.587.157
cl 0,75 4.796.974
c2 0,75 4.862.417
c3 0,75 4.910.880
dl 1,00 5.121.843
d2 1,00 5.163.058
d3 1,00 5.107.455
el 1,25 5.041.371
e2 1,25 5.098.408
e3 1,25 5.095.116
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Tablo.3.2. DBP alan ve ISTD’ye oranlanmis degerleri.

DBP (alan) | DBP/ISTD
al 3.812.841 0,819
a2 3.717.704 0,812
a3 3.728.598 0,818
bl 7.471.215 1,598
b2 7.430.908 1,619
b3 7.470.785 1,629
cl 12.446.085 2,595
c2 12.880.673 2,649
c3 12.890.231 2,625
d1 17.036.721 3,326
d2 17.230.417 3,337
d3 17.395.447 3,406
el 21.137.919 4,193
82 20.928.984 4,105
e3 21.223.314 4,165

Alan

5,000
4,000
3,000
2,000
1,000
0,000 -

DBP (Dibutil ftalat) Kalibrasyon Grafigi

y = 3,3669x - 0,0121
R?=0,9971

0,00

0,50

1,00

Konsantrasyon (ug/ml)

1,50

Sekil.3.1. DBP kalibrasyon grafigi.
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Tablo.3.3. BBzP alan ve ISTD’ye oranlanmig degerleri.

BBzP (alan) | BBzP/ISTD
al 214.213 0,046
a2 214.213 0,047
a3 218.701 0,048
bl 1.096.868 0,235
b2 1.077.945 0,235
b3 1.094.548 0,239
cl 2.194.474 0,457
c2 2.350.372 0,483
c3 2.384.333 0,486
d1 3.870.773 0,756
d2 3.808.133 0,738
d3 3.878.392 0,759
el 4.827.653 0,958
e2 4.856.937 0,953
e3 4.974.368 0,976

BBzP (Butil benzil ftalat) Kalibrasyon Grafigi

1,200 y = 0,9381x - 0,2093
1,000 R = 0,9959

0,800
0,600
0,400
0,200
0,000

Alan

0,00 0,50 1,00 1,50

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil.3.2. BBzP kalibrasyon grafigi.
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Tablo 3.4. DEHP alan ve ISTD’ye oranlanmis degerleri.

DEHP (alan) | DEHP/ISTD
al 1.192.596 0,256
a2 1.188.679 0,260
a3 1.173.219 0,257
bl 3.094.543 0,662
b2 3.054.515 0,666
b3 3.084.335 0,672
cl 5.739.316 1,196
c2 5.906.875 1,215
c3 5.937.239 1,209
d1 8.830.332 1,724
d2 8.792.935 1,703
d3 8.873.354 1,737
el 11.050.331 2,192
e2 11.140.206 2,185
e3 11.138.977 2,186

2,500
2,000
1,500
1,000
0,500

Alan

DEHP (2-Etil hekzil ftalat) Kalibrasyon Grafigi

y = 1,9659x - 0,2664
R?=0,9982

0,000
0,00

0,50

1,00

Konsantrasyon (ug/ml)

1,50

Sekil.3.3. DEHP kalibrasyon grafigi.

Tablo3.5. DBP, BBzP ve DEHP kalibrasyon grafiklerinin r* degerleri.

DBP

BBzP

DEHP

0,9971

0,9959

0,9982
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3.2. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik i¢in ftalatlarin diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyon (0.25
ppm, 0.75 ppm, 1.25 ppm) degerleri alinarak hazirlanan ¢ozeltiler 5 defa analiz
edilerek degisim katsayis1 (CV), standart sapma (SS) ve rolatif standart sapma (RSS)

degerleri asagidaki formiillere gore hesaplanmustir.

In, _2
| T (x-x)
Standart Sapma = U I:I(n—l)

n: degerlerin sayisi

Xi: hesaplanan degerler

X: hesaplanan degerlerin ortalamasi

CV =SS/ Ortalama

RSS = (Ortalama / Standart Sapma) x 100
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Tablo.3.6. DBP’1n SS ve RSS degerleri.

STD Kons (ppm) ISTD (alan) DBP (alan) DBP/ISTD
al 0,25 4.655.205 3.812.789 0,819
a2 0,25 4.578.798 3.717.760 0,812
a3 0,25 4.557.641 3.729.217 0,818
a4 0,25 4.557.641 3.812.777 0,837
a5 0,25 4.577.689 3.717.455 0,812
ORTALAMA 0,820
SONUC SS 0,010
Ccv 0,012
RSS 1,228

STD Kons (ppm) ISTD (alan) DBP (alan) DBP/ISTD
cl 0,75 4.799.865 12.446.177 2,593
c2 0,75 4.862.529 12.880.752 2,649
c3 0,75 4.911.074 12.890.371 2,625
c4 0,75 4.795.094 12.446.176 2,596
c5 0,75 4.862.523 12.880.564 2,649
ORTALAMA 2,622
SONUC SS 0,027
Ccv 0,010
RSS 1,044

STD Kons (ppm) ISTD (alan) DBP (alan) DBP/IS

el 1,25 5.041.465 21.137.827 4,193
e2 1,25 5.098.818 20.928.877 4,105
e3 1,25 5.095.116 21.223.434 4,165
e4 1,25 5.041.461 21.137.784 4,193
e5 1,25 5.098.517 20.928.889 4,105
ORTALAMA 4,152
SONUC SS 0,045
Ccv 0,011
RSS 1,075
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Tablo.3.7. BBzP’in SS ve RSS degerleri.

STD Kons (ppm) ISTD (alan) BBzP (alan) BBzP/ISTD
al 0,25 4.655.205 214.125 0,046
a2 0,25 4.578.798 214.318 0,047
a3 0,25 4.557.641 218.893 0,048
a4 0,25 4.557.641 214.382 0,047
a5 0,25 4.577.689 214.424 0,047
ORTALAMA 0,047
SONUC SS 0,001
CVv 0,015
RSS 1,547

STD Kons (ppm) ISTD (alan) BBzP (alan) BBzP/ISTD
cl 0,75 4.799.865 2.194.514 0,457
c2 0,75 4.862.529 2.350.492 0,483
c3 0,75 4.911.074 2.385.333 0,486
cd 0,75 4.795.094 2.194.624 0,458
c5 0,75 4.862.523 2.350.512 0,483
ORTALAMA 0,473
SONUC SS 0,015
CcVv 0,031
RSS 3,098

STD Kons (ppm) ISTD (alan) BBzP (alan) BBzP/ISTD
el 1,25 5.041.465 4.827.653 0,958
e2 1,25 5.098.818 4.856.937 0,953
e3 1,25 5.095.116 4.974.368 0,976
e4 1,25 5.041.461 4.827.723 0,958
e5 1,25 5.098.517 4.857.012 0,953
ORTALAMA 0,959
SONUC SS 0,010
CVv 0,010
RSS 1,022
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Tablo.3.8. DEHP’1n SS ve RSS degerleri.

STD Kons (ppm) ISTD (alan) DEHP (alan) DEHP/ISTD
al 0,25 4.655.205 1.192.460 0,256
a2 0,25 4.578.798 1.188.729 0,260
a3 0,25 4.557.641 1.173.301 0,257
a4 0,25 4.557.641 1.192.596 0,262
ab 0,25 4.577.689 1.188.679 0,260
ORTALAMA 0,259
SONUC SS 0,002
CVv 0,008
RSS 0,829

STD Kons (ppm) ISTD (alan) DEHP (alan) DEHP/ISTD
cl 0,75 4.799.865 5.739.256 1,196
c2 0,75 4.862.529 5.906.987 1,215
c3 0,75 4.911.074 5.937.239 1,209
c4 0,75 4.795.094 5.739.316 1,197
c5 0,75 4.862.523 5.906.875 1,215
ORTALAMA 1,206
SONUC SS 0,009
Ccv 0,008
RSS 0,777

STD Kons (ppm) ISTD (alan) DEHP (alan) DEHP/ISTD
el 1,25 5.041.465 11.050.425 2,192
e2 1,25 5.098.818 11.140.354 2,185
e3 1,25 5.095.116 11.138.977 2,186
e4 1,25 5.041.461 11.050.331 2,192
eb 1,25 5.098.517 11.140.206 2,185
ORTALAMA 2,188
SONUC SS 0,004
CVv 0,002
RSS 0,165
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3.3. Dedeksiyon ve Olciim Limitleri (LOD ve LOQ)

Dedeksiyon ve ol¢lim limitlerini hesaplarken su formiiller kullanilmistir:

LOD =3.3 x (Standart Sapma / Egim)

LOQ =10 x (Standart Sapma / Egim)

Tablo.3.9. DBP’a ait LOD ve LOQ degerleri.

STD Kons (ppm) ISTD (alan) DBP (alan) DBP/ISTD
al 0,25 4.655.205 3.812.789 0,819
a2 0,25 4.578.798 3.717.760 0,812
a3 0,25 4.,557.641 3.729.217 0,818
ad 0,25 4.557.641 3.812.777 0,837
ab 0,25 4.577.689 3.717.455 0,812
ORTALAMA 0,820
SS 0,010
SONUC EGIM 3,367
LOD (ppm) 0,010
LOQ (ppm) 0,030

Tablo.3.10. BBzP’a ait LOD ve LOQ degerleri.

STD Kons (ppm) ISTD (alan) BBzP (alan) BBzP/ISTD
al 0,25 4.655.205 214.225 0,046
a2 0,25 4.578.798 219.318 0,048
a3 0,25 4.557.641 218.893 0,048
ad 0,25 4.557.641 214.382 0,047
ab 0,25 4.577.689 212.824 0,046
ORTALAMA 0,047
SS 0,001
SONUC EGIM 0,938
LOD (ppm) 0,003
LOQ (ppm) 0,009




43

Tablo.3.11. DEHP’a ait LOD ve LOQ degerleri.

STD Kons (ppm) ISTD (alan) DEHP (alan) DEHP/ISTD

al 0,25 4.655.205 1.192.460 0,256
a2 0,25 4.578.798 1.188.729 0,260
a3 0,25 4.557.641 1.173.301 0,257
a4 0,25 4.557.641 1.192.596 0,262
ab 0,25 4.577.689 1.188.679 0,260
ORTALAMA 0,259

SS 0,002

SONUC EGIiM 1,966

LOD (ppm) 0,004

LOQ (ppm) 0,011

3.4. Geri Kazanim (Recovery)

Geri  kazanim hesab1 yapilirken; ftalat standartlart eklenen idrar
numunelerinden elde edilen sonuglarin yine ftalat standartlar1 eklenmis olan
cozeltilerden elde edilen sonuglara orani kullanilir. Bu oranin 100 ile ¢arpimiyla %

geri kazanim (verim) degerleri elde edilir.

Tablo.3.12. DBP’ye ait geri kazanim degerleri.

| ISTD | Konsantrasyon (ppm) | DBP | DBP/ISTD
Cozelti icerisinde standart numuneden elde edilen sonuglar (Beklenen)
c-sl | 4.796.974 0,75 12.446.085 2,595
c-s2 | 4.862.417 0,75 12.880.673 2,649
c-s3 | 4.910.880 0,75 12.890.231 2,625
c-s4 | 4.796.974 0,75 12.446.085 2,595
c-s5 | 4.862.417 0,75 12.880.673 2,649

Idrar numunesine eklenmis olan standartlardan elde edilen sonuglar (Gézlenen)

ISTD DBP DBP/ISTD
c-nl | 4.795.956 0,75 12.444.324 2,595
c-n2 | 4.854.514 0,75 12.879.345 2,653
c-n3 | 4.909.720 0,75 12.888.422 2,625
c-nd | 4.795.523 0,75 12.444.451 2,595
c-n5 | 4.861.522 0,75 12.878.234 2,649
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Tablo.3.13. BBzP’ye ait geri kazanim degerleri.

Konsantrasyon
ISTD (ppm) BBzP BBzP/ISTD
Cozelti igerisinde standart numuneden elde edilen sonuglar (Beklenen)
c-sl 4.796.974 0,75 2.194.474 0,457
c-s2 4.862.417 0,75 2.350.372 0,483
c-s3 4.910.880 0,75 2.384.333 0,486
c-s4 4.796.974 0,75 2.194.474 0,457
c-s5 4.862.417 0,75 2.350.372 0,483
Idrar numunesine eklenmis olan standartlardan elde edilen sonuglar (Gdzlenen)
ISTD BBzP BBzP/ISTD
c-nl 4.795.956 0,75 2.314.124 0,483
c-n2 4.854.514 0,75 2.338.214 0,482
c-n3 4.909.720 0,75 2.336.975 0,476
c-n4 4.795.523 0,75 2.336.357 0,487
c-n5 4.861.522 0,75 2.338.981 0,481
Tablo.3.14. DEHP’ye ait geri kazanim degerleri.
Konsantrasyon
ISTD (ppm) DEHP DEHP/ISTD
Cozelti igerisinde standart numuneden elde edilen sonuglar (Beklenen)
c-sl 4.796.974 0,75 5.739.316 1,196
c-s2 4.862.417 0,75 5.906.875 1,215
c-s3 4.910.880 0,75 5.937.239 1,209
c-s4 4.796.974 0,75 5.739.316 1,196
c-s5 4.862.417 0,75 5.906.875 1,215
Idrar numunesine eklenmis olan standartlardan elde edilen sonuglar (Gdzlenen)
ISTD DEHP DEHP/ISTD
c-nl 4.795.956 0,75 5.737.280 1,196
c-n2 4.854.514 0,75 5.904.148 1,216
c-n3 4.909.720 0,75 5.936.480 1,209
c-n4 4.795.523 0,75 5.737.139 1,196
c-n5 4.861.522 0,75 5.904.912 1,215
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Tablo.3.15. % Geri kazanim degerleri.

DBP BBzP | DEHP
100,01 | 105,47 | 99,99
100,15 | 99,64 | 100,12
100,01 | 98,04 | 100,01
100,02 | 106,50 | 99,99
100,00 | 99,53 | 99,99

3.5. Idrar Numuneleri Sonuclan ve Istatistiksel Verileri

Idrar numuneleri 6nceden almip -20°C’de muhafaza edilmis olup ftalatlarin
belirlenmesi i¢in kullanildi. Numunelerdeki ftalat degerleri Tablo.3.15 ppb cinsinden

verilmigtir.

Tablo.3.16. idrar numunelerindeki ftalatlarin degerleri (ppb).

Idrar Numuneleri - Sonuc

DBP BBzP DEHP

(ppb) (Ppb) (Ppb)
1 29,2 555,1 210,7
2 40,1 674,4 2128
3 - - -
4 17,4 611,3 196,0
5 15,8 662,7 185,6
6 16,0 - 190,0
7 84,5 169,7 187,1
8 61,7 354,2 189,2
9 - - -
10 24,9 - 196,8
11 70,0 - 235,0
12 19,5 - 178,4
13 95,4 110,4 211,0
14 237 142,7 208,8
15 20,8 4158 189,0
16 - - -
17 - - -
18 31,9 - 197,1
19 - - -
20 - - -
21 25,7 155,4 310,8
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Tablo.3.16. (Devami) idrar numunelerindeki
ftalatlarin degerleri (ppb)

22 - - -

23 81,7 536,8 298,7
24 45,0 - 2714
25 26,8 473,7 280,6
26 99,2 491,8 199,0
27 71,0 - 296,7
28 43,0 - 300,0
29 55,3 - 204,9
30 - - -

31 80,7 - 148,9
32 22,8 563,8 195,1
33 73,9 - 252,0
34 51,7 - -

35 67,5 302,9 189,7
36 32,7 - 212,0
37 46,0 523,7 2479
38 52,0 - 187,4
39 87,9 600,2 155,0
40 42,1 424,3 198,9
41 88,1 201,8 261,0
42 109,3 489,1 231,7
43 57,3 - 238,3
44 97,7 643,9 186,0
45 18,8 363,7 222,3
46 35,8 133,9 158,6
47 30,0 - 218,9
48 94,7 - 183,7
49 60,6 125,8 193,1
50 71,4 - 180,7
51 47,1 - 2114
52 56,5 185,9 313,0
53 76,4 - 225,2
54 - - -

55 - - -

56 95,8 274,9 180,4
57 85,0 - 182,0
58 38,9 88,5 203,1
59 75,7 - 177,3
60 48,0 - 240,0
61 27,2 - 197,7
62 66,0 - 208,0
63 50,2 321,2 205,8
64 - - -
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Tablo.3.16. (Devami) Idrar numunelerindeki
ftalatlarin degerleri (ppb)

65 70,0 - 190,4
66 - 171,1 -

67 85,9 - 187,8
68 58,1 - 224,0
69 78,2 431,8 193,3
70 62,0 - 221,0
71 - - -

72 34,2 4440 266,2
73 64,8 91,9 203,7
74 - 392,0 -

75 41,9 241,2 177,8
76 33,3 192,1 140,2
77 49,2 385,7 243,7
78 97,8 3151 190,8
79 116,8 634,3 183,0
80 102,0 215,6 218,8
81 44,4 583,0 291,0
82 - - -

83 54,5 653,1 191,7
84 69,8 283,7 187,0
85 - - -

86 92,7 342,9 230,8
87 91,7 253,7 199,0
88 28,8 405,0 250,2
89 37,7 - -

90 59,9 456,0 199,7
91 113,3 621,0 220,1
92 110,0 - -

93 - - -

94 105,4 293,7 204,2
95 - - -

96 63,8 371,3 139,4
97 - - -

98 36,6 225,9 275,2
99 21,0 263,1 169,9
100 - - -

101 85,5 - 330,0
102 68,1 234,2 1951
103 91,4 353,8 2234
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Ortalama 59,70 367,03 213,78
SD 27,66 173,09 40,48
RSD 0,46 0,47 0,19
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Sekil.3.1. idrar numunesinde ftalat analizine ait kromatogram.
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3.5.1. Istatiksel Degerlendirme

Idrar  numunelerinin  ftalat analiz  sonuglarmin  SPSS’te istatiksel
degerlendirmeleri yapilmistir. Buna gére tanimlayici istatistikleri, normallik testi ve

tanimlayici grafikleri (histogram, normal Q-Q plot ve box plot) olusturulmustur.

Tek bir degiskenin dagilimmi gostermek i¢in kullanilan histogramda g¢ubuklarin
genisligi araliklarin genisligini ve gubuklarin yiiksekligi ise her bir araligin sikligini

temsil eder.

Normal Q-Q grafigin ¢izilebilmesi i¢in gézlenen degerler kiigiikten biiylige dogru
siralanmakta ve beklenen normal dagilim degerleriyle karsilastirilmaktadir. Q-Q
grafiginde, normal dagilim formu dogrusal bir ¢izgi seklindedir. Grafigi ¢izilen
degisken dogrusal c¢izgiyle karsilastirilmakta ve dagilim normal ise, gozlenen

degerler dogrusala yakin bir dagilim gostermektedir.

Kutu grafiginde (box plot) kutunun iist ve alt sinirlart sirasiyla Q3 (% 75°1ik deger)
ve Q1’1 (% 25°lik deger) temsil etmektedir. Degerler, seklin sol ekseni {izerindeki
Olgege karsilik gelmektedir. Dolayisiyla kutunun kendisi, IQR’1 (¢eyrekler arasi
aralik) gostermektedir. Kutunun igindeki ¢izgi, % 50°lik degerde ¢izilmistir. Kutunun
yukarisina ve asagisina uzanan cizgiler “sinir” olarak anilir. Ust stmirin sonunda

azami puan isaretlenmistir. Asgari deger, alt sinirtn sonunda bulunabilir.
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Tablo.3.17. Tanimlayicr istatistikler.

N | Minimum | Maksimum | Ortalama | Standart Sapma
DBP 83 15,8 116,8 59,701 27,6591
BBP 53 88,5 674,4 367,034 173,0873
DEHP 80| 1394 330,0 213,776 40,4753
Valid N (listwise) 51
Tablo.3.18. Normallik testleri.
Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df | Sig.
DBP ,110 51 ,178 ,938 51| ,011
BBP ,071 51 ,200 ,955 51 | ,050
DEHP ,159 51 ,002 ;919 51 | ,002
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52

1207

1007

80

60

40+

207

T
DEP

Sekil.3.4. DBP’nin kutu grafigi.




Expected Normal

53

7 Mean =370 39
Std. Dev. =174,258
.
y
c 77
a
=5
o
@
1=
18
2—
1
o
1000 2000 3000 4000  S000  6O00 7000
BEP
Sekil.3.5. BBzP’nin histograma.
4=
2]
D—-
-2-
_4-
T T 1 | T
0 200 400 B00 800

Observed Value
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54

600

400

200

T
BEP

Sekil.3.7. BBzP’nin kutu grafigi.




Expected Normal

55

27 Mean =212 06
Std. Dev. =40,346
N =51
20
Y
2 15+
L1
3
o
@
1™
(1
10
=
0
1500 200,0 2500 3000
DEHP
Sekil.3.8. DEHP’nin histogrami.
3—
2—-
1
D—|
1
2=
_3-
T 1 I T T T
100 150 200 250 300 350

Observed Value
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Sekil.3.10. DEHP nin kutu grafigi.
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4. TARTISMA

Ftalik asit esterleri olan ftalatlar, plastiklestirici ve ¢oziicli olarak endiistriyel,
tibbi ve tikketim {rlinlerinde kullanilir. Ayrica oyuncaklar, c¢esitli kisisel bakim
tiriinlerinde (kozmetik, deterjan, sabun gibi), bocek ilaglar1 ve gida ambalajlarinda da

bulunmaktadir (Guoy ve ark., 2011).

Ftalatlar, tireme saglig1 ve gelisimi tizerinde etkileri gosterilmis olan endokrin sistem
bozuculardir. Kisirlik, azalmis sperm saymmi, kriptorsidizm, iireme yolu
malformasyonlari, hipospadias ve testis tlimorleri yani sira testosteron diizeyleri,
anogenital mesafe ve lireme organ agriliklarinda azalma hem hayvan hem de insan

calismalari ile tammmlanmustir (Lopez- Carrillo ve ark., 2010).

Calismamizin ilk boliimiinde gaz kromatografisi — kiitle spektrometresi yontemiyle
idrarda ftalat tayini yontemi validasyon calismalar1 gergeklestirildi. Oncelikle
kalibrasyon egrisini ¢izmek amaciyla DBP, BBzP ve DEHP nin 0.25, 0.50, 0.75,
1.00 ve 1.25 ppm stok ¢dzeltileri hazirlandi. Internal standart olarak benzil benzoat
eklendi. Tiim ¢ozeltiler liger defa enjekte edilerek bulunan konsantrasyonlardan
kalibrasyon grafikleri ¢izilip egrilerin denklemleri elde edildi. Bu denklemler DBP
icin y=3.3669x-0.0121, r’=0.9971; BBzP i¢in y=0.9381x-0.2093, r’=0.9959 ve
DEHP igin y=1.9659x-0.2664, r’=0.9982 olarak hesaplandi. Bu sonugclar bize elde

ettigimiz kalibrasyon grafiklerinin dogrusal oldugunu gostermektedir.

Tekrarlanabilirligin hesaplanabilmesi igin bir diisiik (0.25 ppm), bir orta (0.75 ppm)
ve bir de yiiksek konsantrasyonda (1.25 ppm) hazirlanan ¢ozeltiler tekrar analiz
edildi. Bu amacla 5’er defa analiz edilen ¢ozeltilerin relatif standart sapma (RSS)
degerleri hesaplandi. Buna gore ¢ikan sonuglar DBP, BBzP ve DEHP i¢in 0.165-

3.098 olarak bulundu. Standart sapma dagilimdaki degerlerin ortalamaya olan
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uzakligin bir gostergesi olup, standart sapma biiyiidiikkce dagilim yayginlasir. Buna
gore elde ettigimiz sonuglara baktigimizda RSS < 5 olmasi tekrarlanabilirligin

yiiksek oldugu gostermektedir.

Yontemin hassasiyetini belirlemek icin LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. Bu
deger kalibrasyon egrisinin egimiyle verilmekte olup, egim artik¢a duyarlilikta
artacaktir. Alt tayin limitin kii¢iik olmasi da duyarliligin yiiksek oldugunu gosterir.
LOD ve LOQ degerleri DBP igin sirastyla 0.010 ppm ve 0.030 ppm; BBzP i¢in 0.003
ppm ve 0.009 ppm; DEHP i¢in 0.004 ppm ve 0.011 ppm olarak hesaplandi.

Geri kazanim i¢in yapilan analizlerin sonucunda verim DBP, BBzP ve DEHP i¢in
sirastyla ortalama % 100.04, % 101.84 ve % 100.02 olarak bulundu. Bu da bize

yontemin uygunlugunu gostermektedir.

Daha o6nce yapilan calismalar1 inceledigimizde Shintani (1985) HPLC kullanarak
yaptig1 ¢aligmasinda DEHP i¢in lineer araligi 5-400 pg/ml, dedeksiyon limitini ise
8.8 ng/10ul olarak belirlemistir. Insan ve hayvan serumunda DEHP detekte

edilmezken, plazmalarinda sirayla 72.5 ve 2.2 pg/ml degerlerini bulmustur.

Sjoberg ve Bondesson (1985) kan plazmasinda GC-MS ile yaptigi ¢calismada DEHP
geri kazanimim1 % 93 olarak hesaplamistir. 500 ng DEHP/0.5 ml plazma i¢in CV

degerini % 3.7 ve deteksiyon limitini de 75 ng/0.5ml plazma bulmustur.

Teirlynck (1985) plazma ile yaptig1 ¢alismada kalibrasyon lineer araligi 5-200 pg/ml
(r* = 0.9990) olup, 0.8 pg DEHP/100ml plazmadan geri kazanimi ortalama % 90.6
(RSS =9%2.2), LOQ 5 pg/ml ve LOD degeri ise 1.5 pg/ml olarak belirlenmistir.
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Penalver ve arkadaglar1 (2000) suda ftalat esterleri ile yaptiklari ¢alismada DBP,
BBzP ve DEHP i¢in lineer araliklart sirastyla 0.02-10 (r* = 0.9986), 0.05-10
(r*=0.9965) ve 0.02-10 pg/l (1= 0.9990) belirlemisler. LOD degerleri 0.007, 0.02 ve
0.006 pg/l, tekrarlanabilirlik icin RSS degerleri ise % 17, % 19 ve % 7 olarak

hesaplamisglardir.

Casajuana ve Lacorte (2004) siitte ftalat esterlerinin GC-MS’le belirlenmesi iizerine
yaptiklari galismada kullandiklar1 methodla 0.002-4 pg/ml araliginda iyi lineerlik (r?
degerleri > 0.990) elde etmisler. DBP, BBzP ve DEHP i¢in sirayla geri kazanim
degerlerini % 111, % 88, % 86 ve LOD degerlerini ise 0.09, 0.12 ve 0.06 ng/kg
olarak hesaplamiglardir. Farkli siit numuneleriyle yapilan 6l¢lim sonuglarina gore
DBP 7.3-50.3 pg/kg, BBzP 1.11-2.93 ng/kg, DEHP ise 15.1-27.2 pg/kg araliklarinda

bulunmustur.

Zhu ve arkadaslarinin (2006) anne siitiinde GC-MS’le ftalatlarin belirlenmesi iizerine
yaptiklar1 caligmada dedeksiyon limitleri DBP, BBzP ve DEHP i¢in 0.12, 1.5 ve 1.2
ng/g olarak belirlenmis, Ol¢ciim sonuglarina gorede anne siitinde BBzP

belirlenemezken DBP ortalama 0.87 (0.62-1.2) ng/g, DEHP ise 222 (156-398) ng/g

olarak bulunmustur.

Farahani ve arkadaglarimin (2007) GC-MS ile yaptiklar1 metot gelistirme
calismasinda DBP, BBzP ve DEHP icin 0.02-50 pg/l (r*=0.9940), 0.02-100 pg/l
(r*=0.9901), 0.03-100 pg/l (r*=0.9951) lineer araliklar1 belirlenmistir. % 72.3, % 88.9
ve % 70.7 oraninda geri kazanim elde edilirken LOD degerleri sirayla 0.005, 0.002
ve 0.005 pg/l olarak bulunmusgtur.

Feng ve arkadaslarmin (2005) siitte yaptiklar1 calismada metodun dedeksiyon
limitleri % yag oranin gore farklilik gostermekle birlikte % 0 yag i¢in LOD degerleri
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DBP, BBzP ve DEHP ig¢in sirayla 0.02, 0.23 ve 0.31 ng/g olarak bulunmustur. 0.1
ng/g siitten elde edilen geri kazanim degerleri ise % 90, % 91 ve % 95°tir. Ineklerden
elle ve PVC borularla toplanan siit numunelerinde ftalat degerleri karsilastirilmis
BBzP dedeksiyon limiti altinda kalirken DBP i¢in sonuglar arasinda g¢ok fark
goriilmemistir (6.38 ng/g ve 5.79 ng/g). Ancak ortalama DEHP degerleri arasinda 10
kat tistiinde fark bulunmustur (16.04 ng/g ve 215.36 ng/g).

Guo ve arkadaglarmin (2010) insan serumunda ftalatlar1 belirlemek i¢in GC-MS
kullanarak yaptiklari ¢calismada DBP, BBzP ve DEHP igin ekstraksiyon verimini
ortalama % 102.01, % 95.98 ve % 94.84 olarak bulmuslardir. DBP (2-1000 ng/ml),
BBzP ve DEHP (10-1000 ng/ml) lineer araliklarinda r? degerleri sirasiyla 0.9973,
0.9904 ve 0.9912 olarak hesaplanmistir. LOD ve LOQ DBP i¢in 0.7 ng/ml ve 2.3
ng/ml, BBzP i¢in 3.5 ng/ml ve 11.6 ng/ml, DEHP iginse 3.2 ng/ml ve 10.6 ng/ml
bulunmustur. Insan serumunda DBP, BBzP ve DEHP konsantrasyonlar1 ortalama
135.4 ng/ml (26.1-214.8), 37.6 ng/ml (15.7-54.8) ve 218 ng/ml (80.1-342.1) olarak

belirlenmistir.

Shen ve arkadasglar1 (2007) kozmetik iirlinlerinde kullanilan ftalatlarin
belirlenebilmesi icin gelistirdikleri yontemde DBP, BBzP ve DEHP’ye ait
tekrarlanabilirlik (RSS) degerleri sirasiyla % 7.2, 8.3 ve 7.4 bulunmustur. Elde edilen
geri kazanim sonuglart ise % 95.2, 95.4 ve 89.5°tir. korelasyon katsayilari (rz)ise

0.998, 0.998 ve 0.997 olarak hesaplanmustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilmis olan caligmalarda idrarda ftalatlarin metabolizleri incelenirken bu
calismayla ilk olarak metabolize olmadan atilan ftalatlarin varliginin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu amacgla gaz kromatografi kiitle spektrometre yontemi gelistirilip

validasyon c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.

Laboratuarimiz kosullarinda, kalibrasyon c¢alismalari, tekrarlanabilirlik, verim ve
hassasiyet c¢alismalar1 ile yontem valide edilmis ve yontemin gilivenilirligi
kanitlanmistir. Daha sonra toplanmis olan idrar Orneklerinde ftalat analizleri
yapilmistir. Bunlarin sonuglarina gore tayin edilen ftalatlarin alt ve {ist limitleri DBP
igin 15.8-116.8 ppb, BBzP i¢in 88.5-674.4 ppb ve DEHP i¢in 139.4-330 ppb olarak
elde edilmistir. Bu sonucglardan yola c¢ikarak, kurdugumuz yontemle idrarda
metabolize olmadan atilan ftalatlarin varligmin tespit edilebildigi gosterilmistir.
flerideki calismalar icin idrardaki ftalat maruziyetinin belirlenmesi igin, maruz
kalinan ftalatin major/minor metabolitlerinin analiz edilmesi ve analizlerin daha

hassas oldugu bilinen LC-MS cihazinda yapilmasi onerilir.
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OZET

Baz Ftalat Diizeylerinin Biyolojik Sivi Orneklerinde Belirlenmesi

Calismamizin amaci1 ¢evresel nedenlerle maruz kalinan ftalatlarin  idrardaki
diizeylerinin belirlenmesi i¢in yontem gelistirip islerligini kontrol etmektir.

Calismamizin ilk kisminda Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (GC-MS) y6nteminin
validasyonu gerceklestirildi. Kalibrasyon egrilerini ¢izmek amaciyla dibiitil ftalat (DBP),
biitil benzil ftalat (BBzP) ve di(2-etilhekzil) ftalat (DEHP)’nin 0.25, 0.50, 0.75, 1.00 ve 1.25
ppm stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilere internal standart olarak benzil benzoat ilave
edildi. Tim c¢ozeltiler ticer defa analiz edilerek kalibrasyon grafikleri ¢izildi.
Tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 sonucunda ii¢ konsantrasyon igin (0.25, 0.75, 1.25 ppm)
standart sapma (SS), degisim katsayisi (CV) ve relatif standart sapma (RSS) degerleri
hesaplandi. Tiim RSS degerleri < 5 olarak bulundu. Bu da yontemin tekrarlanabilirliginin
¢ok 1iyi oldugunu gosterdi. Verim hesabi c¢alismalart sonucunda yontemin geri
kazanilabilirligi % 98.04’{lin iizerinde oldugu goézlemlendi. Hassasiyet ¢alismalarinda LOD
ve LOQ (DBP ig¢in sirastyla 0.010 ppm ve 0.030 ppm; BBzP i¢in 0.003 ppm ve 0.009 ppm;
DEHP i¢in 0.004 ppm ve 0.011 ppm) olarak hesaplandi. Yapilan bu ¢alismalarla yontemin
giivenilirligi saglandi.

Calismamizda son olarak cevresel olarak ftalatlara maruz kalan bireylerden alinan idrar
orneklerinde ftalat analizleri yapildi. Bu analizler sonucunda ftalatlarin ortalama olarak
belirlenen seviyeleri DBP, BBzP ve DEHP i¢in sirasiyla 59.70, 367.03 ve 213.78 ppb olarak
bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Ftalat, GC-MS, idrar
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SUMMARY

Determination of Some Phthalate Levels in The Biological Fluid Samples

The aim of this study was to determine the levels of phthalates in urine, to develop
methods to control the functionality.

For the first part of our study Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) method
was validated. To set up calibration curves, stock solutions for dibutyl phthalate (DBP),
butyl benzyl phthalate (BBzP) and diethylhexyl phthalate (DEHP) were prepared (0.25, 0.50,
0.75, 1.00 ve 1.25 ppm). These solutions were added as an internal standard benzyl benzoate.
All solutions were injected three times and the calibration graphs were drawn. Coefficient of
variation (CV), standard deviation (SD) and relative standard deviation (RSD) were used to
determine the repeatability at each concentration (low 0.25 ppm, medium 0.75 ppm and high
1.25 ppm). RSD values were found to be all below 5 indicating a good repeatability. After
recovery studies, a recovery rate over 98.04 % was obtained. LOD and LOQ values (for
DBP 0.010 ppm and 0.030 ppm; for BBzP 0.003 ppm and 0.009 ppm; for DEHP 0.004 ppm
and 0.011 ppm respectively) were determined. Reliability was provided by these validation
procedures.

Finally, in our study analysis of phthalates was performed in urine samples that taken from
people exposed to phthalate enviromentally. As a result of this analysis, the average levels of
phthalate were determined and were found 59.70 ppb for DBP, 367.03 for BBzP and 213.78
ppb for DEHP.

Key Words: GC-MS, Phthalate, Urine



64

KAYNAKLAR

AURELA, B., KULMALA, H. & SODERHJELM, L. (1999). Phthalates in paper and board
packaging and their migration into Tenax and sugar. Food Additives and
Contaminants 16: 571-577.

AUTIAN, J. (1973). Toxicity and Health Threats of Phthale Esters: Review of the Literature.
Environ. Health Perspec.

BARLOW, N. J., FOSTER, P. M. (2003). Pathogenesis of male reproductive tract lesions
from gestation through adulthood following in utero exposure to di(n-butyl) phthalate.
Toxicol. Pathol. 31: 397-410.

BARLOW, N. J., PHILLIPS, S. L., WALLACE, D. G., SAR, M., GAIDO, K. W., FOSTER,
P. M. (2003). Quantitative changes in gene expression in fetal rat testes following
exposure to di(n-butyl) phthalate. Toxicol. Sci. 73: 431-434.

BIZZARI, S., OPPENBERG, B., ISKIKAWA, Y. (2000). Plasticizers. Chemical economics
handbook. Palo Alto, CA: SRI International.

BLOUNT B.C., SILVA M.J., CAUDILL S.P., NEEDHAM L.L., PIRKLE J.L., SAMPSON
E.J., LUCIER G.W., JACKSON R.J., BROCK J.W. (2000). Levels of seven urinary
phthalate metabolites in a human reference population. Environ Health Perspect.
108:979-982

BORCH, J., AXELSTAD, M., VINGGAARD, A. M., DALGAARD, M. (2006). Diisobutyl
phthalate has comparable anti-androgenic effects to di-n-butyl phthalate in fetal rat
testis. Toxicol. Lett. 163: 183-190.

CALAFAT, A. M., NEEDHAM, L., SILVA, M. & LAMBERT, G. (2004). Exposure to di-
(2-ethylhexyl) phthalate among premature neonates in a neonatal intensive care unit.
Pediatrics 113: e429-e434.

CASAJUANA, N., & LACORTE,S. (2004). New methodology for the determination of
phthalate esters, bisphenol a, bisphenol a diglycidyl ether, and nonylphenol in
commercial whole milk samples. J. Agric. Food Chem. 52: 3702-3707

CHOURASIA, M. & JAIN, S. (2003). Pharmaceutical approaches to colon targeted drug
delivery systems. J. Pharm. Pharm. Sci. 6: 33-66.

CRESTEIL, T. (1998). Onset of xenobiotic metabolism in children: toxicological
implications. Food Addit. Contam. 15(suppl.):45-51.

DIRVEN HA, VAN DEN BROEK PH, JONGENEELEN FJ. (1993). Determination of four
metabolites of the plasticizer di(2-ethylhexyl)phthalate in human urine samples. Int
Arch Occup Environ Health. 64(8):555-60.

EIGENBERG DA, BOZIGIAN HP, CARTER DE, SIPES EG. (1986). Distribution,
excretion, and metabolism of butylbenzyl phthalate in the rat. J Toxicol Environ
Health. 17: 445-456.

ELSISI, A., CARTER, D. & SIPES, 1. (1989). Dermal absorption of phthalate diesters in
rats. Fundam. Appl. Toxicol. 12: 70-77.



65

EMA, M., ITAMI, T., KAWASAKI, H. (1993). Teratogenic phase specificity of butyl
benzyl phthalate in rats. Toxicology. 30(79): 11-19.

FABJAN, E., HULZEBOS, E., MENNES, W., PIERSMA, A. H. (2006). A category
approach for reproductive effects of phthalates. Crit. Rev. Toxicol. 36: 695-726.

FARAHANI,H., NOROUZI, P., DINARVAND, R., GANJALI, M.R. (2007). Development
of dispersive liquid-liquid microextraction combined with gas chromatography—mass
spectrometry as a simple, rapid and highly sensitive method for the determination of
phthalate esters in water samples. J. Chromatogr. A, 1172: 105-112

FDA (2001). Safety Assessment of di(2-ethylhexyl) Phthalate (DEHP) Released from
Medical Devices. US Food and Drug Administration, Washington DC. Available at:
http://www.fda.gov/cdrh/ost/dehp-pvc.pdf.

FENG,Y., ZHUA J., SENSENSTEIN, R.(2005). Development of a headspace solid-phase
microextraction method combined with gas chromatography mass spectrometry for
the determination of phthalate esters in cow milk. Anal. Chim. Acta 538: 41-48

FISHER, J. S., MACPHERSON, S., MARCHETTI, N., SHARPE, R. M. (2003). Human
‘testicular dysgenesis syndrome’: A possible model using in-utero exposure of the rat
to dibutyl phthalate. Hum. Reprod. 18: 1383-1394.

FLANAGAN R., TAYLOR A., WATSON I., WHELPTON R. (2007). Fundamentals of
Analytical Toxicology John Wiley & Sons Ltd pp 145-176, 249-280, 353-398

FOSTER, P. M. (2005). Mode of action: Impaired fetal leydig cell function—Effects on
male reproductive development produced by certain phthalate esters. Crit. Rev.
Toxicol. 35: 713-719.

FOSTER, P. M. (2006). Disruption of reproductive development in male rat offspring
following in utero exposure to phthalate esters. Int. J. Androl. 29: 140-147; discussion
181-185.

FOSTER, P. M., MYLCHREEST, E., GAIDO, K. W., SAR, M. (2001). Effects of phthalate
esters on the developing reproductive tract of male rats. Hum. Reprod. 7: 231-235.

FROMME, H., ALBRECHT, M., ANGERER, J, DREXLER, H., GRUBER, L.,
SCHLUMMER, M., PARLAR, H., KORNER, W., WANNER, A., HEITMANN, D.,
ROSCHER, E., AND BOLTE, G. (2007). Integrated exposure assessment survey
(INES) exposure to persistent and bioaccumulative chemicals in Bavaria, Germany.
Int. J. Hyg. Environ. Health 210: 345-349.

GENERAL MOTORS. (1982). Disposition of di(2-ethylhexyl) phthalate following
inhalation and peroral exposure in rats. TSCATS: PTS0530339, Doc. I.D.: 86-
910000683: General Motors Corp.

GRAY, L. E., JR., OSTBY, J.,, FURR, J., PRICE, M., VEERAMACHANENI, D. N.,
PARKS, L. (2000). Perinatal exposure to the phthalates DEHP, BBP, and DINP, but
not DEP, DMP, or DOTP, alters sexual differentiation of the male rat. Toxicol. Sci.
58: 350-365.

GREEN, R., HAUSER, R., CALAFAT, A., WEUVE, J., SCHETTLER, T., RINGER, S.,
HUTTNER, K. & HU, H.. (2005). Use of Di(2-ethylhexyl) Phthalate Containing


http://www.fda.gov/cdrh/ost/dehp-pvc.pdf

66

Medical Products and Urinary Levels of Mono(2-ethylhexyl) Phthalate in Neonatal
Intensive Care Unit Infants. Environ. Health Perspec. 113: 1222-1225.

GUO, Y., ALOMIRAH H., CHO H., MINH T.B.,, MOHD M.A.,, NAKATA H. ve
KANNAN K. (2011). Occurrence of phthalate metabolites in human urine from
several asian countries. Environ. Sci. Technol. 45: 3138-3144.

GUO, Z., GAI, P., DUAN, J., ZHAI J., ZHAO, S., WANG, S. ve WEI, D. (2010).
Simultaneous determination of phthalates and adipates in human serum using gas
chromatography—-mass  spectrometry  with  solid-phase  extraction.  Biomed.
Chromatogr. 24: 1094-1099

HAGEDORN-LEWEKE, U. & LIPPOLD, B. (1995). Absorption of sunscreens and other
compounds through human skin in vivo: derivation of a method to predict maximum
fluxes. Pharm. Res. 12: 1354-1360.

HAUSER, R., R.,, DUTY, S.,, GODFREY-BAILEY, L. & CALAFAT, A. (2004).
Medications as a source of human exposure to phthalates. Environ. Health Perspec.
112: 751-753.

HELLWIG, J., FREUDENBERGER, H., JACKH, R. (1997). Differential prenatal toxicity of
branched phthalate esters in rats. Food Chem. Toxicol. 35: 501-512.

HEUDORF, U., MERSCH-SUNDERMANN V., ANGERER, J. (2007). Phthalates:
Toxicology and exposure. Int. J. Hyg. Environ. Health 210: 623-634.

HILL, S. (1997). Analysis of contaminants in oxygen from PVC tubing in respiratory
therapy, chromatic components in electrochemical sensors, and a model for the
degradation of electrical cable insulation. PhD Thesis, University of Connecticut, CT,
USA.

HITES, R.A., Handbook of Instrumental Techniques for Analtical Chemistry, Gas
Chromatography Mass Spectrometry, Chapter 31.

HOWDESHELL, K. L., WILSON, V. S., FURR, J., LAMBRIGHT, C. R., RIDER, C. V.,
BLYSTONE, C. R., HOTCHKISS, A. K., AND GRAY, L. E., JR. (2008). A mixture
of five phthalate esters inhibits fetal testicular testosterone production in the Sprague-
Dawley rat in a cumulative, dose-additive manner. Toxicol. Sci. 105: 153-165.

http://www.forumsci.co.il/HPLC/usp-ms-2spaltet.pdf Erisim Tarihi: 04.09.2011
http://www.knockhardy.org.uk/sci_htm_files/ms2.pdf Erisim Tarihi: 04.09.2011

http://www.shimadzu.com/products/lab/ms/tutorial/oh80jt0000007cva.html  Erisim Tarihi:
11.10.2011

ITO, Y., YOKOTA, H.,, WANG, R., YAMANOSHITA, O., ICHIHARA, G., WANG, H.,
KURATA, Y., TAKAGI, K., AND NAKAJIMA, T. (2005). Species differences in the
metabolism of di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) in several organs of mice, rats, and
marmosets. Arch. Toxicol. 79: 147-154.

JAAKKOLA, J. J., KNIGHT, T. L. (2008). The role of exposure to phthalates from
polyvinyl chloride products in the development of asthma and allergies: A systematic
review and meta-analysis. Environ. Health Perspect. 116: 845-853.


http://www.forumsci.co.il/HPLC/usp-ms-2spaltet.pdf
http://www.knockhardy.org.uk/sci_htm_files/ms2.pdf
http://www.shimadzu.com/products/lab/ms/tutorial/oh80jt0000007cva.html

67

KAMBIA K, DINE T, GRESSIER B, GERME AF, LUYCKX M, BRUNET C, MICHAUD
L, GOTTRAND F. (2001). High-performance liquid chromatographic method for the
determination of di(2-ethylhexyl) phthalate in total parenteral nutrition and in plasma.
J Chromatogr B Biomed Sci Appl. 755(1-2):297-303.

KARLE, V., SHORT, B., MARTIN, G., BULAS, D., GETSON, P., LUBAN, N., O’BRIEN,
A., RUBIN, R. (1997). Extracorporeal membrane oxygenation exposes infants to the
plasticizer, di(2-ethylhexyl) phthalate. Crit. Care Med. 25: 696-703.

KAVLOCK, R., BARR, D., BOEKELHEIDE, K., BRESLIN, W., BREYSSE, P., CHAPIN,
R., GAIDO, K., HODGSON, E., MARCUS, M., SHEA, K., AND WILLIAMS,P.
(2006). NTP-CERHR Expert Panel update on the reproductive and developmental
toxicity of di(2-ethylhexyl) phthalate. Reprod. Toxicol. 22: 291-399.

KAVLOCK, R., BOEKELHEIDE, K., CHAPIN, R., CUNNINGHAM, M., FAUSTMAN,
E., FOSTER, P., GOLUP, M., HENDERSON, R., HINBERG, I., LITTLE, R., SEED,
J., SHEA, K., TABACOVA, S., TYL, R., WILLIAMS, P., ZACHAREWSKI, T.
(2002a). NTP center for the evaluation of risks to human reproduction: phthalates
experts panel report on the reproductive and developmental toxicity of di-isononyl
phthalate. Reprod. Toxicol. 16: 679-708.

KAVLOCK, R., BOEKELHEIDE, K., CHAPIN, R., CUNNINGHAM, M., FAUSTMAN,
E., FOSTER, P., GOLUB, M., HENDERSON, R., HINBERG, I., LITTLE, R., SEED,
J., SHEA, K., TABACOVA, S., TYL, R., WILLIAMS, P., ZACHAREWSKI, T.,
(2002b). NTP Center for the evaluation of risks to human reproduction; Phthalates
expert panel report on the reproductive and developmental toxicity of di(2-
ethylhexyl)phthalate. Reprod. Toxicol. 16: 529-653.

KIMBER |. & DEARMAN R.J. (2010). An assessment of the ability of phthalates to
influence immune and allergic responses. Toxicology 271: 73-82, Review.

KLUWE, W. M. (1982). Overview of phthalate ester pharmacokinetics in mammalian
species. Environ. Health Perspect. 45: 3-9.

KOCH, H. M., BOLT, H. M., PREUSS, R., AND ANGERER, J. (2005). New metabolites of
di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) in human urine and serum after single oral doses of
deuterium-labelled DEHP. Arch. Toxicol. 79: 367-376.

KOCH, H. M., DREXLER, H., AND ANGERER, J. (2003a). An estimation of the daily
intake of di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) and other phthalates in the general
population. Int. J. Hyg. Environ. Health. 206: 77-83.

KOCH, H. M., PREUSS, R., AND ANGERER, J. (2006). Di(2-ethylhexyl) phthalate
(DEHP): Human metabolism and internal exposure—An update and latest results. Int.
J. Androl. 29: 155-165.

KOCH, H. M., ROSSBACH, B., DREXLER, H., AND ANGERER, J. (2003b). Internal
exposure of the general population to DEHP and other phthalates—determination of
secondary and primary phthalate monoester metabolites in urine. Environ. Res. 93:
177-185.

KOO, H. J. & LEE, B. M. (2004). Estimated exposure to phthalates in cosmetics and risk
assessment. J. Toxicol. Environ. Health A. 67: 1901-1914.



68

KOO, H. J., LEE, B. M. (2007). Toxicokinetic relationships between di-(2-ethylhexyl)-
phthalate (DEHP) and mono(2-ethylhexyl)-phthalate in rats. J. Toxicol. Environ.
Health A 70: 383-387.

LAKE, B.G., PHILLIPS, J.C., LINNELL, J.C., GANGOLLI, S.D. (1977). The in vitro
hydrolysis of some phthalate diesters by hepatic and intestinal preparations from
various species. Toxicol Appl Pharmcaol. 39: 239-248.

LATINI, G., DE FELICE, C., PRESTA, G., DEL VECCHIO, A, PARIS, I, RUGGIERI, F.,
and MAZZEO, P. (2003). In utero exposure to di-(2-ethylhexyl) phthalate and
duration of human pregnancy. Environ. Health Perspect. 111: 1783-1785.

LATINI, G., DEL VECCHIO, A., MASSARO, M., VERROTTI, A., and DE FELICE, C.
(2006). In utero exposure to phthalates and fetal development. Curr. Med. Chem. 13:
2527-2534.

LISS, G. M., ALBRO, P. W., HARTLE, R. W., AND STRINGER, W. T. (1985). Urine
phthalate determinations as an index of occupational exposure to phthalic anhydride
and di(2-ethylhexyl)phthalate. Scand. J. Work Environ. Health 11: 381-387.

LOPEZ-CARRILLO, L, HERNANDEZ-RAMIREZ, R.U., CALAFAT, A.M., TORRES-
SANCHEZ, L., GALVAN-PORTILLO, M., NEEDHAM, L.L., RUIZ-RAMOS, R,
CEBRIAN, M.E. (2010). Exposure to phthalates and breast cancer risk in northern
Mexico. Environ Health Perspect. 118: 539-44.

LYCHE J.L., GUTLEB A.C., BERGMAN A., ERIKSEN G.S., MURK A.T.J.,, ROPSTADL
E., SAUNDERS M., SKAARE J.U. (2009). Reproductive and Developmental
Toxicity of Phthalates. J. Toxicol. Environ. Health, Part B, 12:225-249.

MAFF (1996). Food Surveillance Information Sheet — Phthalates in Food. Joint Food Safety
and Standards Group, Vol. 1999. MAFF, UK.

MATSUMOTO, M., HIRATA-KOIZUMI, M., and EMA, M. (2008). Potential adverse
effects of phthalic acid esters on human health: A review of recent studies on
reproduction. Regul. Toxicol. Pharmacol. 50:37-49.

MEEK, M. & CHAN, P. (1994). Bis(2-ethylhexyl) phthalate: evaluation of risks to health
from environmental exposure in Canada. J. Environ. Sci. and Health Part C 12: 179-
194,

MEEKER, J. D., CALAFAT, A. M., HAUSER, R. (2007). Di(2-ethylhexyl) phthalate
metabolites may alter thyroid hormone levels in men. Environ. Health Perspect. 115:
1029-1034.

MIKURIYA H, IKEMOTO |, TANAKEN A. (1988). Urinary metabolites contributing to the
testicular damage induced by butylbenzyl phthalate. Jikeikai Med. J 35: 403.

MORTENSEN, G. K., MAIN, K. M., ANDERSSON, A. M., LEFFERS, H., and
SKAKKEBAEK, N. E. (2005). Determination of phthalate monoesters in human milk,
consumer milk, and infant formula by tandem mass spectrometry (LC-MS-MS). Anal.
Bioanal. Chem. 382: 1084-1092.

MOSE, T., KNUDSEN, L. E., HEDEGAARD, M., and MORTENSEN, G. K. (2007).
Transplacental transfer of monomethyl phthalate and mono(2-ethylhexyl) phthalate in
a human placenta perfusion system. Int. J. Toxicol. 26: 221-229.



69

MUNKSGAARD, E. (2004). Leaching of plasticizers from temporary denture soft lining
materials. Dental European J. Oral Sci. 112: 101-104.

MYLCHREEST, E., WALLACE, D. G., CATTLEY, R. C., FOSTER, P. M. (2000). Dose-
dependent alterations in androgen-regulated male reproductive development in rats
exposed to di(n-butyl) phthalate during late gestation. Toxicol. Sci. 55: 143-151.

NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM. (2000a). NTP-CERHR Expert Panel Report on
Butyl Benzyl Phthalate (BBP).

NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM. (2000b). NTP-CERHR Expert Panel Report on
Di-n-Butyl Phthalate (DBP).

NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM. (2003). NTP CERHR Monograph on the
Potential Human Reproductive and Developmental Effects of Butyl Benzyl Phthalate
(BBP).

NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM. (2005). NTP-CERHR Expert Panel Update on
the Reproductive and Developmental Toxicity of Di(2-ethhylhexyl) Phthalate
(DEHP).

NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM. (2006). NTP CERHR Monograph on the
Potential Human Reproductive and Developmental Effects of Di(2-ethhylhexyl)
Phthalate (DEHP).

NG, K. M., CHU, |., BRONAUGH, R. L., FRANKLIN, C. A, and SOMERS, D. A. (1992).
Percutaneous absorption and metabolism of pyrene, benzo[a]pyrene, and di(2-
ethylhexyl) phthalate: comparison of in vitro and in vivo results in the hairless guinea
pig. Toxicol. Appl. Pharmacol. 115: 216-223.

NIINO T, ISHIBASHI T, ITHO T, SAKAI S, ISHIWATA H, YAMADA T, ONODERA S.
(2002). Simultaneous determination of phthalate di- and monoesters in
poly(vinylchloride) products and human saliva by gas chromatography-mass
spectrometry. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci. 780(1): 35-44.

OTAKE, T., YOSHINAGA, J. & YANAGISAWA, Y. (2004). Exposure to phthalate esters
from indoor environment. J. Expo. Anal. Environ. Epidemiol. 14: 524-528.

PAN, G., HANAOKA, T., YOSHIMURA, M., ZHANG, S., WANG, P., TSUKINO, H.,
INOUE, K., NAKAZAWA, H., TSUGANE, S., AND TAKAHASHO, K. (2006).
Decreased serum free testosterone in workers exposed to high levels of di-n-butyl
phthalate (DBP) and di-2-ethylhexyl phthalate (DEHP): A cross section study in
China. Environ. Health Perspect. 114:1643-1648.

PARKS, L. G., OSTBY, J. S., LAMBRIGHT, C. R., ABBOTT, B. D., KLINEFELTER, G.
R., BARLOW, N. J,, GRAY, L. E., JR. (2000). The plasticizer diethylhexyl phthalate
induces malformations by decreasing fetal testosterone synthesis during sexual
differentiation in the male rat. Toxicol. Sci. 58: 339-349.

PECK, C. C. & ALBRO, P. W. (1982). Toxic potential of the plasticizer di(2-ethylhexyl)
phthalate in the context of its disposition and metabolism in primates and man.
Environ. Health Perspect. 45: 11-17.



70

PEN"ALVER, A., POCURULL, E., BORRULL, F., MARCE, R.M. (2000). Determination
of phthalate esters in water samples by solid-phase microextraction and gas
chromatography with mass spectrometric detection. J. Chromatogr. A. 872: 191-201

ROWLAND I.R., COTTRELL R.C., PHILLIPS J.C. (1977). Hydrolysis of phthalate esters
by the gastro-intestinal contents of the rat. Food Cosmet Toxicol. 15: 17-21.

RUSYN, I., PETERS, J. M., AND CUNNINGHAM, M. L. (2006). Modes of action and
species-specific effects of di-(2-ethylhexyl) phthalate in the liver. Crit. Rev. Toxicol.
36: 459479

RYU, J. Y., WHANG, J., PARK, H., IM, J. Y., KIM, J., AHN, M. Y., LEE, J., KIM, H. S,
LEE, B. M., YOO, S. D., KWACK, S. J., OH, J. H,, PARK, K. L., HAN, S. Y., KIM,
S. H. (2007). Di(2-ethylhexyl) phthalate induces apoptosis through peroxisome
proliferators-activated receptor gamma and ERK 1/2 activation in testis of Sprague-
Dawley rats. J. Toxicol. Environ. Health A 70: 1296-1303.

SAILLENFAIT AM., PAYAN J.P., FABRY J.P., BEYDON D., LANGONNE 1.,
GALLISSOT F., SABATE J.P.. (1998). Assessment of the developmental toxicity,
metabolism, and placental transfer of di-n-butyl phthalate administered to pregnant
rats. Toxicol Sci. 45: 212-224,

SCHETTLER T. (2006). Human exposure to phthalates via consumer products. Int. J.
Androl. 29: 134-139.

SCHMID, P. & SCHLATTER, C. (1985). Excretion and metabolism of di(2-ethylhexyl)
phthalate in man. Xenobiotica 15: 251-256.

SCOTT, R., DUGARD, P., RAMSEY, J. & RHODES, C. (1987). In vitro absorption of
some o-phthalate diesters through human and rat skin. Environ. Health Perspec. 74:
223-2217.

SHARPE, R. M. (2006). Pathways of endocrine disruption during male sexual differentiation
and masculinization. Best Pract. Res. Clin. Endocrinol. Metab. 20: 91-110.

SHARPE, R. M., and SKAKKEBAEK, N. E. (2008). Testicular dysgenesis syndrome:
Mechanistic insights and potential new downstream effects. Fertil. Steril. 89(2
suppl.):e33-e38.

SHEA K.M. & THE COMMITTEE ON ENVIRONMENTAL HEALTH (2003). Pediatric
Exposure and Potential Toxicity of Phthalate Plasticizers. Pediatrics. 111: 1467-1474

SHEN, H., JIANG, H., MAO, H., PAN, G., ZHOU, L., CAO, Y.(2007). Simultaneous
determination of seven phthalates and four parabens in cosmetic products using
HPLC-DAD and GC-MS methods. J. Sep. Sci. 30: 48-54

SHINTANI, H. (1985). Determination of phthalic acid, mono-(2-ethylhexyl) phthalate ani
di-( 2-ethylhexyl) phthalate in human plasma and in blood products. J.Chromatogr.
337: 279-290.

SILVA M.J., SLAKMAN A.R., REIDY J.A., PREAU J.L., HERBERT A.R., SAMANDAR
E., NEEDHAM L.L., CALAFAT A.M.. (2004c) Analysis of human urine for fifteen
phthalate metabolites using automated solid-phase extraction. J Chromatogr B Analyt
Technol Biomed Life Sci. 805(1):161-7



71

SILVA, M. J., BARR, D. B., REIDY, J. A., MALEK, N. A., HODGE, C. C., CAUDILL, S.
P., BROCK, J. W., NEEDHAM, L .L., CALAFAT, A. M. (2004a). Urinary levels of
seven phthalate metabolites in the U.S. population from the National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES) 1999-2000. Environ. Health Perspect.
112: 331-338.

SILVA, M. J., REIDY, J. A, HERBERT, A. R., PREAU, J. L., NEEDHAM, L. L.,
CALAFAT, A. M. (2004b). Detection of phthalate metabolites in human amniotic
fluid. Bull. Environ. Contam. Toxicol. 72: 1226-1231.

SILVA, M. J., REIDY, J. A., SAMANDAR, E., HERBERT, A. R.,, NEEDHAM, L. L.,
CALAFAT, A. M. (2005). Detection of phthalate metabolites in human saliva. Arch.
Toxicol. 79: 647-652.

SIRCAR D., ALBAZI S. J., ATALLAH Y., PIZZI W.. (2008). Validation and application of
an HPLC method for determination of di (2-ethylhexyl) phthalate and mono (2-
ethylhexyl) phthalate in liver samples. J. Chromatogr. Sci. 46(7):627-31

SJIOBERG P, BONDESSON U. (1985). Determination of di(2-ethylhexyl) phthalate and
four of its metabolites in blood plasma by gas chromatography-mass spectrometry. J.
Chromatogr. 344:167-75.

SKAKKEBAEK, N. E., JORGENSEN, N., MAIN, K. M., RAJPERT-DE MEYTS, E.,
LEFFERS, H., ANDERSSON, A. M., JUUL, A., CARLSEN, E., MORTENSEN, G.
K., JENSEN, T. K., and TOPPARI, J. (2006). Is human fecundity declining? Int. J.
Androl. 29:2-11.

SKOOG, D. A., WEST, D. M., HOLLER, F. J., Analitik Kimya Temelleri, s 686-699, Bilim
Yayincilik, Ankara

SOYLEMEZOGLU T., CECEN 8S.S. (2003). Kati Faz Ekstraksiyon Yontemi Analitik
Toksikolojide Uygulamasi. Ankara Universitesi Adli Tip Enstitiisti Yayin No:1

SRIVASTAVA, S., AWASTHI, V. K., SRIVASTAVA, S. P.,, AND SETH, P. K. (1989).
Biochemical alterations in rat fetal liver following in utero exposure to di(2-
ethylhexyl) phthalate (DEHP). Indian J. Exp. Biol. 27: 885-888.

STAHLHUT, R. W., VAN WIINGAARDEN, E., DYE, T. D., COOK, S., SWAN, S. H.
(2007). Concentrations of urinary phthalate metabolites are associated with increased
waist circumference and insulin resistance in adult U.S. males. Environ. Health
Perspect. 115:876-882. Epub 2007 Mar 14. Erratum in: Environ. Health Perspect.
115: A443.

TANAKA A., MATSUMOTO A., YAMAHA T. (1978). Biochemical studies on phthalic
esters. I111. Metabolism of dibutyl phthalate (DBP) in animals. Toxicology. 9: 109-123.

TEIRLYNCK O.A. & ROSSEEL M.T. (1985). Determination of di- and mono(2-ethylhexyl)
phthalate in plasma by gas chromatography. J Chromatogr. 342(2):399-405.

TYL, R. W., MYERS, C. B.,, MARR, M. C, FAIL, P. A., SEELY, J.C., BRINE, D. R,,
BARTER, R. A., BUTALA, J. H. (2004). Reproductive toxicity evaluation of dietary
butyl benzyl phthalate (BBP) in rats. Reprod. Toxicol. 18: 241-264.

US EPA (1992). Dermal Exposure Assessment: Principles and Applications. EPA/600/8-
91/011B. Available at: http://www.epa.gov/nceawwwl/pdfs/derexp.pdf.


http://www.epa.gov/nceawww1/pdfs/derexp.pdf

72

WAHL H.G., HONG Q., STUBE D., MAIER M.E., HARING H.U., LIEBICH H.M. (2001).
Simultaneous analysis of the di(2-ethylhexyl) phthalate metabolites 2-ethylhexanoic
acid, 2-ethyl-3-hydroxyhexanoic acid and 2-ethyl-3-oxohexanoic acid in urine by gas
chromatography-mass spectrometry. J Chromatogr B Biomed Sci Appl. 758(2): 213-9.

WARE, G. & WHITACRE, D. (2004). An introduction to insecticides, 4th edn. In: The
Pesticide Book, 6th edn (eds O. Willoughby), MeisterPro Information Resources,
Willoughty, OH, USA. Available at: http://ipmworld.umn.edu/chapters/ware.htm.

WATERMAN, S. J.,, AMBROSO, J. L., KELLER, L. H., TRIMMER, G. W., NIKIFOROV,
A. I, HARRIS, S. B. (1999). Developmental toxicity of di isodecyl and di-isononyl
phthalates in rats. Reprod. Toxicol. 13: 131-136.

WILLIAMS D.T., BLANCHFIELD B.J. (1975). The retention, distribution, excretion, and
metabolism of dibutyl phthalate 7 sup 1sup 4C in the rat. J Agric Food Chem. 23: 854-
858.

WILSON, V. S., LAMBRIGHT, C., FURR, J., OSTBY, J.,, WOOD, C., HELD, G., GRAY,
L. E., JR. (2004). Phthalate ester-induced gubernacularlesions are associated with
reduced insl3 gene expression in the fetal rat testis. Toxicol. Lett. 146: 207-215.

WITTASSEK, M., ANGERER, J. (2008). Phthalates: Metabolism and exposure. Int. J.
Androl. 31: 131-138.

ZHU, J., PHILLIPS, S. P, FENG, Y. L., YANG, X. (2006). Phthalate esters in human milk:
concentration variations over 6-month postpartum time. Environ. Sci. Technol. 40:
5276-5281.



73

EKLER

ANKARA UNiVERSITESI TIP FAKULTESI ETiK KURULU
RESEARCH ETHICS COMMITTEE OF MEDICAL FACULTY, ANKARA UNIVERSITY
ANKARA-TURKIYE
ARASTIRMA BASVURUSU ONAYI

PROTOKOL KODU
Fitalatlar ve metabolitlerinin plasenta, kordon kani
PROTOKOL ADI ve anne .blyolo_||k Srneklerinde  diizeylerinin
belirlenmesi
BASVURU BIiLGILERI :
SORUMLU ARASTIRICI i v
UNVANI / ADI Prof.Dr.Tiilin S6ylemezoglu
ARASTIRMA MERKEZI Ankara Universitesi Adli Tip Enstitiisii
DESTEKLEYICI FIRMA
Belge Ad Degisiklik No. / Tarihi Dili
PROTOKOL
DEGERLENDYBILEN ARASTIRICI BROSURU
ILGILI BILGILER  [BILGILENDIRILMi§ GONULLU
OLURU
OLGU RAPOR FORMU
[ CALISMA ESASI__|1Yi KLINIK UYGULAMALARI KLAVUZU ]
Karar No: 151-4731 [Tarih: 04 Mayis 2009
| Arastirma protokoliine tamamen uyulmak, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul
KARAR BILGI . | Yonergesinde belirtilen hususlar yerine getirilmek ve Yonergenin 11/h maddesi geregi
RELGIEER] sorumluluk arastiricilara ait olmak iizere biitgesi temin edildigi taktirde laboratuar
caligmasinin  yiiriitilmesinde etik sakinca bulunmadigina toplantiya katilan Bgretim
iiyelerinin oybirligi ile karar verildi.
ETiK KURUL UYELERI
Unvani / Ad1/ Soyadi Uzmanlik Dali Kurumu Cinsiyeti imza
Prof. Dr. Ismail Hakki Ayhan o Ankara Tip ,b
Baskan Farmakoloji Fakilltesi E U
Prof. Dr. Efser Kerimoglu T Ankara Tip - w
Baskan Yardimcist Cocuk Psikiyatrisi Fakiiltesi - =
Prof. Dr. Ozden Palaoglu s Ankara Tip /\M
Sekreter . Fakiiltesi E O‘Lm—"’

2,

-~
Vs




74

'\

Giilsiim Aslan

Prof. Dr.Handan Onur 3 7 Ankara Tip E
Uye Tibbi Onkoloji Fakiiltesi
Prof.Dr. Ajlan Tiikiin : . Ankara Tip =\
five Tibbi Genetik Fakiiltesi K / . st, Al /\// l
Prof.Dr. Esra Erd Ankara T k_/ % -
s Patoloji o 3 K St
Uye Fakiiltesi
Prof. Dr. Aydan ikinciogullari Cocuk Saglig ve Ankara Tip ) ~
Uye ‘ Hastaliklart Fakilltesi k W\ZA_/\/\ :
%
Prof. Dr. Ethem Gegim . Ankara Tip S
Oye Genel Cerrahi Fakiiltesi E ,(/\
. 7 /
Prof. Dr. Erdal Onar Hukuk Ankara Univ. E )
Uye . Hukuk Fakiiltesi
Prof. Dr. Y. in Og Ankara T i
rof. Dr. Yasemin Oguz 5 nkara Tip
Oye Deontoloji Fakiiltesi K Toplantlda/
/- 7
Prof. Dr. Biilent Giimiigel .. Hacettepe Univ.
Uye Farmakoloji-Eczact | p/nc 11k Fakiiltesi B
Dog.Dr.Aslihan Avct o Ankara Tip
Oye Biyokimya Fakiiltesi K Kongrede
Saglik Meslegi Dist Emekli K oo QN,/\ ‘
( A \.‘\;

7




75

OZGECMIS

I- Bireysel Bilgiler

Adi: Burgin

Soyadi: KOC

Dogum Tarihi ve Yeri: 1986, ISTANBUL

Uyrugu: T.C.

Medeni Durumu: Bekar

fletisim Adresi ve Telefonu: A.U. Adli Bilimler Enstitiisii T1p Fakiiltesi
Cebeci Kampusii Dikimevi/ANKARA

Tel:0(312) 319 27 34

I1- Egitimi

2004 — 2010 Istanbul Universitesi, Miihendislik Fak. Kimya Miihendisligi Boliimii
2000 — 2004 Ozel Cinar Lisesi-ISTANBUL

1997 — 2000 Bekir Sami Dedeoglu Ilkdgretim Ortaokulu-ISTANBUL
1992 — 1997 Gaziosmanpasa ilkdgretim Ilkokulu-ISTANBUL

Yabanai Dili: Ingilizce

Poster Bildirisi:

Emrah Dural, Burcin Kog¢, Zeliha Kayaalti, Betiil Isiner, Erhan Boran, Tiilin
Soylemezoglu, “Anne plasentasi ve idrarinda ftalat diizeylerinin belirlenmesi”;

Eurotox 2011, Poster Sunumu, Paris-Fransa 28-31 Agustos 2011.



