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OZET

CEVREDE KALICI ORGANIK KiRLETiCILERDEN
PERFLOROALKIL BILESIKLERININ TAYININE YONELIK
KROMATOGRAFIK ANALiZ YONTEMININ GELISTIRILMESI

AKSOY MUTLU, Aysun

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danigmant: Prof. Dr. Fatma Nil ERTAS
Eyliil 2024, 92 sayfa

Kalic1 organik kirleticiler (POP’lar) biyolojik ve fotokimyasal bozunmaya
dayanikli, uzun mesafelere tasmabilen ve c¢evrede kalici bilesikler olarak
biyobirikime ugrayabilir ve besin zincirine girerek, insan sagligi ve ¢evre iizerinde
olumsuz etkilerde bulunabilir. Kalici organik kirleticilerden yiiksek hidrofilik ve
lipofilik 6zellige sahip PFAS lar giinlilk hayatimizda sikca kullandigimiz bir¢ok
iirinde bulunmakta ve bu bilesiklerin toksik etkileri ortaya ¢iktikca yerine yasal
yiikiimliiliiklerden kaginmak i¢in benzer 6zelliklere sahip ancak daha kisa zincirli
bilesikler piyasaya siiriilmektedir. Bu durumda bu bilesiklerin ¢evre ve toplum
sagligia etkisinin kontrol altina alinabilmesi i¢in duyarli ve giivenilir analiz

tekniklerine gereksinim vardir.

Bu tez ¢alismasinda yasal olarak izlenen bilesiklerin kisa zincirli muadilleri
olarak kullanima siiriilen ve toksik etkileri belirsizlik iceren iki énemli kirletici
(PFHpA) perfloroheptanoik asit ve (PFHxA) perflorohekzanoik asit bilesiklerin
analizi tlizerinde durulmustur. Bu bilesiklerin su numunelerinde analizi i¢in kati
faz ekstraksiyon (SPE) ile ayrilmalarinin ardindan, LC-MS/MS sistemi ile analizi
incelenmistir. Cesme sularinda PFHxA ve PFHpA tayinine yonelik daha duyar
sonuglarin eldesi ve olast girisimcilerin de uzaklagtirilabilmesi icin li¢ farkli
nitelikte SPE kartus denenmis ve ayrica asidik tiirlerin 6ziitlenmesinde ve
analizinde pH kosullarinin etkisi de incelenmistir. Daha sonra gelistirilen yontem

cesme suyu Orneklerine uygulanmistir.

Anahtar kelime: PFAS, perflorohekzanoik asit, perfloroheptanoik asit, SPE,
LC-MS/MS
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS
METHOD FOR PERFLUOROALKYL COMPOUNDS OF
PERMANENT ORGANIC POLLUTANTS IN THE ENVIRONMENT

AKSOY MUTLU, Aysun

MSc in Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Fatma Nil ERTAS
September, 2024,92 pages

Persistent organic pollutants (POPs) can bioaccumulate as compounds that
are resistant to biological and photochemical degradation, can be transported over
long distances and persist in the environment, and can enter the food chain and
have adverse effects on human health and the environment. Perfluoroalkyl species
(PFAS) are persistent organic pollutants with high hydrophilic and lipophilic
properties and widely used in many daily products. Sinced their toxic effects
emerge, the compounds with similar properties but shorter chains are introduced
to the market to avoid legal liabilities. In this case, sensitive and reliable analysis
techniques are needed to control the effects of these compounds on the
environment and public health.

This thesis study focused on the analysis of two important pollutants
(PFHpA) perfluoroheptanoic acid and (PFHxA) perfluorohexanoic acid
compounds, which are put into use as short-chain equivalents of legally monitored
compounds and whose toxic effects are uncertain. After these compounds were
separated by solid phase extraction (SPE) for analysis in water samples, their
analysis was examined with the LC-MS/MS system. In order to obtain more
sensitive results for the determination of PFHXA and PFHpA in tap water and to
remove possible interference, three different SPE cartridges were tested and the
effect of pH conditions on the extraction and analysis of acidic species was also
examined. Then, the developed method was applied to tap water samples.

Keywords: PFAS, perfluorohexanoic acid, perfluoroheptanoic acid, SPE,
LC-MS/MS
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ONSOZ

Giliniimlizde sebep oldugu kolayliklar nedeniyle kullandigimiz bir ¢ok
malzemeye entegre olan kalici organik kirleticilerin besin zincirine girerek insan
sagligt (kimi kanser tiirleri, kardiyovaskiiler ve tiroid hastaliklari, kronik bobrek
yetmezligi, hepatotoksisite,yliksek kolesterol obezite, dogum kusurlari, bagisiklik
ve treme sistemlerinde fonksiyon bozuklugu vb.) {izerinde olusturdugu ciddi
saglik sorunlar1 ve cevre iizerindeki olumsuzluklar sebebiyle bu bilesiklerin
kontrol altina alinabilmesi i¢in duyarl ve gilivenilir analiz tekniklerine gereksinim

vardir.

Bu tez kapsaminda sagladigi cihaz ve aparat destekleriyle Ege Universitesi
[lag  Gelistirme ve Farmakokinetik Arastirma Uygulama Merkezi’nde
(ARGEFAR) yiiriittiigim c¢aligmalar ile yasal olarak izlenen uzun zincirli
bilesiklerin kisa zincirli muadilleri olarak kullanima siiriilen ve toksik etkileri
belirsizlik igeren iki 6nemli kirletici (PFHpA) perfloroheptanoik asit ve (PFHXA)
perflorohekzanoik asit bilesiklerin analizi {izerine verdigim katkilardan dolay1

mutlu ve guruluyum.

[ZMIR Aysun AKSOY MUTLU
07/08/2024
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1. GIRIS
1.1. Organik Cevre Kirleticileri

Bugiin cevrede bulunan organik yapili Kkirleticilerin biliyiik bir kismi
endiistriyel faaliyetler sonucu cevreye verilen {iriinlerden kaynaklidir. Bunlarin
icinde kimileri kolay bozunabilen tiirler olsa da par¢alanma {iiriinlerinin etkisi de
dikkate almmmalidir. Bununla birlikte cevrede kolay bozunmayan, kimyasal,
fotokimyasal ve biyolojik bozunmaya dayanikli Kalict Organik Kirleticiler
(POP’lar) daha ¢ok dikkat cekmektedir (Devendrapandi vd., 2024).

Kalic1 organik kirleticiler ¢evrede yaygin kirleticiler biciminde kiiresel bir
kirlilik sorunu haline gelmistir. Cevredeki kaliciliklart nedeniyle besin zincirine
girerek, hayvan ve insan dokularinda biyobirikim potansiyeli arz etmektedir (Fu
vd., 2003). Ayrica POP’lar hava, yiizey sular1 ve okyanus akintilar1 yoluyla uzun
mesafelere tagimarak siir 6tesi yayilim gosterebilir ve bu Kirleticilerin kontrolii i¢in

uluslararasi ¢aba gerekmektedir.

Birlesmis Milletler Cevre Programi (UNEP), Stockholm Sézlesmesi'nde Kirli
diizine olarak bilinen 12 organoklorlu POP'u listelemistir. Bunlar kimyasal
yapilarina gore polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH’lar), organoklorlu
pestisitler ve organofosfatlar gibi farkli 6zelliklere ve etkilere sahip olan birgok
gruba ayrilabilir. Ayrica bu gruplara ek olarak poliklorlu bifeniller (PCB’ler),
poliklorlu dibenzo-p-dioksinler, poliklorlu difenil eterler ve ¢ok sayida flor ya da
brom igeren aromatik bilesikler de sayilabilir (Pozo vd. 2019).

Cizelge 1.1°de kalic1 organik kirleticilerin kaynaklar1 ve cevre ve saglik
tizerine etkileri verilmistir. Bu bilesiklerin bir kismi1 hala yaygin olarak tiretilmekte
ve kullanilmaktadir. Sebep oldugu ciddi saglik sorunlar1 arasinda kimi kanser
tirleri, kardiyovaskiiler ve tiroid hastaliklari, kronik bobrek yetmezligi,
hepatotoksisite, yiiksek kolesterol obezite, dogum kusurlari, bagisiklik ve iireme
sistemlerinde fonksiyon bozuklugu sayilabilir (Devendrapandi vd. 2024).

Stockholm S6zlesmesinin hedef aldigi 12 POP, cevreyi kirletmeleri ve zehirli
olmalar1 nedeniyle biiyiik endise kaynagidir. Bu bilesiklere ek olarak cevresel
kirletici olarak diger tehlike arz eden kalic1 organik kirleticiler de bulunmaktadir.
Dolayistyla dogru ve duyar analitik yontemler gelistirilerek, POP’larin ¢evredeki

diizeylerinin izlenmesi bu agidan biiyiik 6nem tagir.



Cizelge 1.1 Cevrede varlig: tespit edilen kalici organik kirleticilerin 6zellikleri

POP Tiirii Kirletici kaynag Cevredeki hareketi | Saghk etkisi Kaynak
. ikli ci Kanserojen,
Poliklorlu Silfil;tt;'clﬂlla?hfl:z; Sucul ortamda i .J Xu vd.
bifeniller (PCBs) g > Y& biyobirikim Gelisim 2023
malzemeleri bozuklugu
Poliaromatik Kanserojen,
hidrokarbonlar Petrzxe;ngriﬁzztasu Toprilgl\llslsuda mutajenik, Kugg;rsvd.
(PAHs) 4 toksik
Organoklorlu . . . Gida zincirinde BT Dev vd.
.. Tarmm ilaci, insektisit L bozucu,
pestisitler birikim . 2023
toksik
Polibromlu difenil Alev geciktirici, Organizmada Nogt%kiszlte, Lanvd.,
eterler (PBDES) elektronik malzeme biyobirikim o 2023
bozuklugu
L Kanserojen,
Dioksinler ve Yanma ve atik Uzun mesafelere . Wactawek
Furanlar yanmasi tasinim GGIISII’I} vd., 2022
bozuklugu
Perfloro Yapismaz kaplamalar, Cevrede Kalict Saglik etkileri Ibrahim
bilesikleri (PFCs) | alev sondiiriicii kopiik CVICRP © incelemede | vd. 2024
Organofosfatlar Tekstil ve plastiklerde Biyobozunma Potansiyel Bolan etal.
g alev geciktirici potansiyeli toksisite (2023)
Endokrin Plastikler, kisisel Yaygin E'c?zr&](?gsl Guoliang
bozucular (EDC) bakim triinleri kontaminasyon ' vd. 2022
Kisirlik
Hava
Ugucu Organik Endiistriyel Buharlasma ile kirliligine Ang vd.
Bilegikler (VOCs) | emisyonlar, ¢oziiciiler havaya karigir dayal1 saglik 2022
sorunlari
Klorlu céziiciiler Endiistriyel {iretim, Yeralti sularini AAK:P;:;?J;?]’Ir Naghdi vd.
¢ yag gidericiler kirletebilir 2023

sistemi hasari

Bu zararli etkilerin kiiresel ¢apta gozlenir olmasi nedeniyle kalintilarin

giderimi tlizerine ¢aligmalar artmaktadir. Bu da izlenebilirlik acisindan bu

Kirleticilerin gevredeki diizeylerinin dogru ve duyarl tespitini gerektirmektedir. Bu

noktada istenilen diizeyde duyarli ve segici analizleri igin 6rnek hazirlama ve uygun

6l¢tim yontemlerin gelistirilmesi bakimindan analitik kimyanin 6nemi biiytiktiir.

Gilinlimiizde bu bilesiklerin i¢inde son yillarda listeye alinan Perfloroalkil

bilesikleri (PFAS) biiylik ilgi ¢ekmektedir. Bu bilesiklere iliskin ayrintili bilgiler

asagida verilmistir.




1.2 Perfloroalkil bilesikleri (PFAS’lar)

Perfloroalkil bilesikleri politetrafloroetilen (PTFE) gibi polimerler disinda
ucunda hidrofilik bir islevsel grup igeren yiiksek oranda florlanmis farkli
uzunluklarda hidrofobik karbon zincirinden olusan alifatik maddeler grubuna girer.
Florlu organik bilesikler hidrofobik zincir tiimiiyle florlanmis ise perfloro alkil
(PFAS), kismen florlanmis ise polifloroalkil adin1 alir (Pasecnaja vd., 2022).

Perfloroalkil bilesikleri farkli uzunluklarda karbon zincirine sahip ve genel
formiilii CnF2n+1 olan bir perfloroalkil zinciri lizerinde -COOH, -SO3H veya -OH
gibi fonksiyonel gruplar igeren sentetik bilesiklerdir (Gao vd. 2020).

Perfloro bilesikleri flor-karbon baginin kararli yapisi nedeniyle bozunmaya
diren¢li florlu organik kirleticilerdir. Bu bilesikler 300°C'e dek 1sil dayanima
sahiptir. Ayrica dielektrik sabiti yliksek olup, diisiik siirtlinme katsayis1 ve diisiik
yiizey enerjisine sahiptir. PFAS'lar hidrofobik nitelikleri ve kimyasal ve 1sil
dayanimlar1 nedeniyle yangin sondiirme kopugi, gida ile temas eden yapismaz
pisirme kaplari, kozmetik ve su itici kaplamalarin iiretiminde 70 yildir yaygin
olarak kullanilmaktadir (Dhore vd., 2021). PFAS’lar bu o6zellikleri nedeniyle
askeriye, dericilik, havacilik, boya ve tekstil sektorlerinde ¢ok amagli olarak,
elektronikte yalitim malzemesi olarak, ¢ok sayida tiiketici iirlinli i¢in ambalaj

amagh ve icecek kutusu astar malzemesi olarak kullanilmaktadir.

PFAS'larin  iiretimi elektrokimyasal florlama veya telomerizasyon
tepkimeleri yoluyla gergeklestirilir. Bunlardan ilki dallanmis yapi1 olustururken,
telomerizasyon ile diiz zincirli alkil iretilebilir (Sungur, 2018). Giiniimiizde
besbinden fazla PFAS'n tretildigi bilinmektedir ve bu bilesikler genel olarak

polimerik ve polimerik olmayan olarak ikiye ayrilir.

Polimerik yapili PFAS’lardan en ¢ok bilineni giinliik yasamda ¢ok kullanilan
ve teflon olarak bilinen politetrafloroetilen (PTFE) ve poliviniliden floriir (PVDF)
gibi bilesikleri igeren Floropolimerlerdir. Ayrica yan zincirli florlanmis polimerler
ve perfloropolieterler de ayri bir grup olusturmaktadir (Dhore vd., 2021).

Polimerik olmayan per- veya polifloroakileter asitler (PFAA), perfloroalkan
stilfonil floriirler (PASF), perfloroalkil iyodiirler (PFAI) ve per- ve polifloroaalkil

eterler (PFPE) ve bunlarin tiirevleridir.



Aritma yapilmadan iiriin emisyonlari1 veya dolayli bir doniistimiin bir sonucu
olarak dogaya salinan PFAS bilesikleri sudan topraga tasmabilir ve bitkiler
tarafindan alinarak, besin zincirine girebilir. Sindirim, solunum ve deri sistemleri
yoluyla canli viicuda alinan bu bilesikler sindirilmedigi ve viicuttan atilmadig i¢in
biyobirikime ugrar. Cevredeki PFAS bilesiklerinin ¢ogunlugunu polimerik
olmayan tek islevsel gruplu lineer izomerlerin karisimlar1 olusur. PFAS bilesikleri
siklikla ¢evredeki PFAA'larin onciisii olarak davranir (Dhore vd., 2021).

PFAS'larin ¢evredeki dagilimii ve akibetini uguculuk, suda ¢oziiniirliik,
karbon zinciri uzunlugu ve islevsel grubun niteligi gibi fizikokimyasal 6zellikleri
belirler. Suda iyonlasarak anyonik tiire doniisen bu bilesikler sucul ortamda uzun
stire kalabilir. Giiniimiizde kiiresel pazarda tanimlanmis binlerce PFAS tiirii i¢inde
bilinen PFAS’lar toplam anyonik ekstrakte edilebilir florun kiigtik bir kismini (%2-
44) temsil eder (Gao vd. 2020).

Alkil grubundaki karbon atomlarinin sayisi arttikga molar hacim, molar kiitle
ve erime noktasi artar. PFAS’lar icerdigi karbon sayisina bagl olarak uzun zincirli
(C > 8) ve kisa zincirli (C < 7) olarak smiflandirilir. Zincir uzunlugu arttik¢a PFAS
daha hidrofobik hale gelir ve uguculugu azalir ve bu nedenle toprak gibi kati
matrislere daha kolay tutunabilir. Kisa zincirli PFAS’lar daha ugucudur ve atmosfer
hareketleri ile ¢ok uzak konumlara taginabilir (Dhore vd., 2021).

Uzun zincirli PFAS'lar i¢inde tizerinde en ¢ok durulan tiirler Sekil 1.1°de
kimyasal yapis1 verilen perflorosiilfonik asit (PFOS) ve perflorooktanoik asit
(PFOA) tiirleri olup, sanayide ve evsel iirlinlerde siklikla kullanilir. Ancak PFOS
ve tiirevleri ¢gevrede kaliciliklari, zehirli etkileri, biyobirikimleri ve genis capli
yayllma potansiyelleri nedeniyle 2009 yilinda Stockholm Soézlesmesi Ek B'de
iiretim ve kullanimi kisitlanmis bilesikler listesinde yer almistir (UNEP, 2009).
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Sekil 1.1 PFOS ve PFOA bilesiklerinin kimyasal yapilari



Ulkemizde ise Cevre ve Sehircilik Bakanlig: tarafindan AB yonetmeligine
gore belirlenen ve resmi gazetede yayimlanan sinir degerler her PFAS tiirii igin 100
ng/lL ve toplamda ise 500 ng/LL olacak sekilde tespit edilmistir
(https://www.resmigazete.gov.tr, 2018).

PFAS bilesiklerinin yasal sinir getirilen tiirlerinin sayis1 buzdaginin yalnizca
goriinen kismi kadardir ve bilinmeyen yeni bilesiklerle birlikte PFAS bilesik grubu
cevre ve toplum saghigini etkileme riski nedeniyle kamuoyunun ilgisini
cekmektedir. Nitekim, yakin zamanda perflorooktan karboksilik asit (PFOA),
perflorohekzan stilfonik asit (PFHxS) ve ilgili bilesikler i¢in de diizenlemeler
onerilmistir (UNEP, 2015). ABD Cevre Koruma Ajansi (USEPA), florokimyasal
ireticileriyle, 2015 yilina kadar iiretimlerine son vererek bu uzun zincirli

bilesiklerin asamali olarak kaldirilmas: konusunda anlasmaya varmistir (2021).

Zararh etkileri nedeniyle kisitlama getirilen bu PFAS bilesiklerinin yerini
alabilecek bilesikler gelistirilirken, daha kisa zincirli veya florlu bir karbon
zincirine bir eter bagi ekleyerek olusturulan bilesiklerin yanisira halkali florlu
karbon zincirleri veya florlu bir karbon zincirindeki F atomlarinin sayisini1 azaltmak
icin H ve/veya Cl atomlart ile yer degistirdigi bilesiklerin sentezi iizerinde
durulmaktadir (Gao vd. 2020).

Karbon zincirinin uzunlugu PFAS tiirlerinin ana 6zelliklerindendir (Dhore
vd., 2021). Uzun zincirli (C > 8) PFAS bilesikleri sediment ve toprakta birikime
ugramakta buna karsin kisa zincirli (C < 8) PFAS bilesikleri ise sucul ortamda daha
uzun varlik gostermektedir. Bu nedenle kisa zincirli PFAS bilesikleri daha az
biyobirikme ugramasi nedeniyle kullanima sunulmustur. Ancak, bu bilesiklerin
yiiksek mobilitesi ve uzun zincirli bilesiklere gore daha hidrofilik yapilar: nedeniyle
icme suyu dahil tiim su kitlelerini kirletme riski daha ytiksektir.

PFAS’larin kisa zincirli olanlarin ¢evrede daha hareketli ve yaygin oldugu ve
daha kalict oldugu i¢in toplum saghg agisindan daha biiyiik risk tasidigi
belirtilmistir (Li vd., 2020). Bu kirleticilerin giderilmesinde kullanilan geleneksel
adsorpsiyon, iyon degisimi ve membran filtrasyonu gibi tekniklerin giderim verimi
kisa zincirli PEAS'lar i¢in daha diisiik bulunmustur. Bunun yanisira ileri oksidasyon
teknikleri ile pargalanarak, mineralize edilebilir ancak, bu islemlerin maliyeti
yiiksek olup, zaman alicidir. Dolayisi ile igme suyunda kisa zincirli PFAS’lar i¢in
diisiik maliyetli ve verimli aritma teknolojilerinin gelistirilmesi biiylik 6nem arz
etmektedir.


http://www.resmigazete.gov.tr/

Gegmiste kullanilan PFAS’larin olumsuz etkileri nedeniyle alternatif olarak
gelistirilen PFAS'larin ¢evre ve saglik {izerine etkileri belirsizlik arz etmektedir.
Ancak uygulamada yerini dolduracak maddelerin olmamasi nedeniyle bu saglik

etkileri yeni ortaya ¢ikan PFAS'larin degerlendirilmesi 6ncelik tagimaktadir.

Nitekim, Evich vd., New Jersey’den aldiklar1 toprak orneklerinde gevresel
acidan kaygi verici kabul edilen kloroperfloropolieter karboksilat (C1-PFPECA)
bilesiklerinin varligini tespit etmislerdir (2022). Bu CI-PFPECA'lar yerini aldiklari
PFAS'lara benzer veya daha yliksek toksisiteye sahip olabilecegi endisesi ile
Avrupa Gida Gilivenligi Otoritesi (EFSA), PFAS maruziyet limitlerini
giincellemistir (EFSA, 2018). Tolere edilebilir, viicut kiitlesine (bw) gore giinliik
alim miktar1 (TDI) PFOS ve PFOA i¢in sirasiyla 150'den 1500 ng/kgbw giin
degerine ve 1,86’dan 0,86 ng/kgbw giin degerine disiiriilmiistiir. Boylelikle daha
kat1 giivenli smir degerlerin getirilmesi ile PFAS’larin daha duyar tayinine
gereksinim dogmustur. Ek olarak, yeni ve bilinmeyenlerle birlikte daha genis bir

aralikta PFAS'larin hizli tespiti i¢in analitik yontemlerin gelistirilmesi gereklidir.

Bu tez caligmasi kapsaminda Sekil 1.2°de kimyasal yapilar1 verilen kisa
zincirli  PFAS  Bilesiklerinden  perflorohekzanoik  asit (PFHxA) ve

perfloroheptanoik asit (PFHpA) tiirlerinin tayini lizerinde durulacaktir.
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Sekil 1.2 Perflorohekzanoik asit ve Perfloroheptanoik asit bilesiklerinin kimyasal yapilari

Bu bilesiklerin ayrilmasina esas teskil edebilecek fizikokimyasal 6zellikleri
Cizelge 1.2°de verilmistir. Bu verilerden gortilecegi tizere bu bilesiklerin uguculugu
az olup, gaz kromatografisi ile analize uygun degildir. Ayrica asidik 6zellikleri
nedeniyle suda anyonik tiirde olma olasilig1 yiiksek olup, iyonik olarak bir 6n
ayirma/zenginlestirme isleminin ardindan sivi kromatografisi ile analizi daha
uygundur.



Cizelge 1.2 Perfloroheptanoik asit ve perflorohekzanoik asidin fizikokimyasal 6zellikleri
(Pubchem-A ve Pubchem-B)

Ozellik PFHXA PFHpA
Mol kiitlesi 314.06 g/mol 364.06
Goriiniis Renksiz, stvi Renksiz, stv1
Cozlintirlik 15.7 mg/L Bilgi yok
pK, -0.16 -2.29
Kaynama noktast 157°C 65

Erime noktasi 12-14°C -93.9 °C
Buhar basinci 1.49 Pa 97 mmHg (20°C)

1.3. PFAS Tayininde Kullanilan Analitik Teknikler

PFAS'larin ¢evredeki davraniglari ve saglik risklerini anlayabilmek igin
cevresel ve biyolojik matrislerde PFAS bilesiklerinin yan1 sira potansiyel toksik
etkileri olan ¢ok sayida tanimlanamayan analoglari i¢in de analiz yontemlerine
gereksinim vardir. Bu bilesiklerin yiizey sularindaki derisimi pg/L veya ng/L
araliginda olup, florokimyasal madde {iretimi yapan fabrika yakinlarinda bu deger
birka¢ 100 ng/L diizeyine ve atik su aritma tesisinde (WWTP) ise birka¢ 100 pg/L
diizeyine ¢ikabilir (Munoz vd., 2015). Dolayisiyla istenilen diizeye inebilecek ¢ok

duyarl ve segici 0l¢iim tekniklerine gerek duyulmaktadir.

PFAS bilesiklerinin uguculugu diisiik oldugundan c¢evresel ve icme suyu
orneklerinde duyar ve secici analizleri i¢in genellikle tandem kiitle spektrometresi
iceren s1vi kromatografi (LC-MS/MS) teknigi tercih edilmektedir. Ancak daha
karmasik gida ve gevre 6rnekleri i¢in 6lglim Oncesi bir 6rnek ayirma/zenginlestirme

islemine gerek vardir (Pasecnaja vd., 2022).

Bu kirleticilerin suda ¢oziiniirliikleri analiz yonteminde 6nemli rol oynar.
Endiistriyel kullanim sonucu g¢evreye verilen PFAS’larin analizinde 6n basamak
olarak maddelerin tanimlanmas1 islemi, toplam flor igerigi dahil olmak iizere
inorganik floriir, ekstrakte edilebilen ve edilemeyen organik flor bilesiklerini de

kapsayacak sekilde tiim flor igeren tiirlerin aydinlatilmasini igerir.



Ayirma giicii yiiksek olan kiitle spektrometrisi ile bilinmeyen organoflorlu
bilesiklerin kimliklerinin saptanmasi yeni ortaya ¢ikan gevresel Kirleticilerin tespit
edilmesi agisindan O6nemlidir. Bu tiir bir c¢alismada Ontario gdliinden alinan
ornekler analiz edilmis ve %2-44’liikk kisminin anyonik 6ziitlenebilir tiirler oldugu
tespit edilmistir (Ruan vd., 2017). Yeni ortaya c¢ikan cevre kirleticileri olarak
perflorobutanoik asid, perflorobutan sulfonamid tespit edilmistir. Poliflorlu
bilesikler ise; tersiyer amin ve eter/keton veya fosfat-igeren analoglar ile hidrojen-
/klor-siibstitue analoglardir.

PFAS bilesiklerinin tayininde genellikle negatif elektrosprey iyon kaynaginin
yer aldig1 kuadrupol tandem (ardil) kiitle dedektorlii sivi kromatografisi (HPLC-
ESI-MS/MS) kullanilmaktadir (Lin vd., 2016). Nitel analizde iki fragman iyonun
oranlar1 esas alinirken, nicel analiz 6nciil (precursor) ve fragman iyon arasindaki
gecisler izlenerek yapilmaktadir. Bu yontemle Perfloroalkil siilfonat analoglari
(PFSA) istenilen duyarlikta pg/L diizeyinde tayin edilebilir ancak PFOS
izomerlerinin analizi 6zel kolon gerektirir ve tiim izomerlerin ayrilmasi zaman alir.

Nehir suyu 6rneklerinde PFOS analizi igin atmosferik basingli fotoiyonlagsma
kiitle spektrometrisi ile eslestirilmis sivi kromatografi (LC-APPI-MS) yontemi ile
duyar analizler yapilabilmistir (Takino vd., 2003). Bununla birlikte, yontem
yalnizca diisiik iyonlasma potansiyeline sahip analitler i¢in uygun bulunmustur.
Kuadrupol HPLC-MS teknigi ise karmasik matriksler i¢in segici bulunmamustir.
Buna ek olarak eslesmis (hibrit) teknikler 6rnegin Orbitrap ve Kuadrupol Ugus
zamanl (Q-TOF) sistemler kullanilarak da yontemler gelistirilmektedir. Orbitrap
Tribrid HRMS sistemi analit iyonlarini izolasyonu, par¢alanmasi ve dedeksiyonu
i¢in kuadrupol, dogrusal iyon tuzagi ve orbitrap icermektedir (Lin vd., 2016).

Yiiksek ¢Oziiniirlikli (resoliisyon) kiitle spektrometresi (GC-HRMS) ile
birlestirilmis gaz kromatografisi kullanilarak yiiriitiilen analizlerde ise poliflorlu
anyonlarin uguculugunu arttirmak igin asidik kosullar altinda ilave bir 2-propanol
tiiretme adimina ihtiya¢ duyulmustur (Langlois vd., 2007). Bununla birlikte ¢evre
ve i¢ mekan havasindaki n6tr PFAS ugucu olabilen fluorotelomer alkoller (FTOH)
ve N-alkil fluorooktan sulfonamidler (FOSA) veya etanolleri (FOSE) i¢in gaz
kromatografisi tercih edilmektedir (Portoles vd., 2015). Olgiim tekniklerine ek
olarak Yeung ve ark., negatif elektrosprey modunda ¢alistirilan bir tandem kiitle
spektrometresine bagli ultra performansh yakinsama kromatografisi (UPC 2)
kullanmiglar ve iki karbonludan baslayarak, perfloroalkil ve polifloroalkil
maddelerini 6lgebilmislerdir (Yeung vd., 2017).



Bu teknikle tek bir analiz ile perfloroalkil siilfonatlar (PFSA), perflorlu
karboksilatlar (PFCA), perflorlu fosfonatlar (PFPA) ve fosfinatlar (PFPiA),
polifloroalkil fosfat diesterleri (diPAP) birbiri yaninda tayin edilebilmektedir.
Yagmur suyu ile yapilan analizlerde zararli etkileri bilinen uzun zincirli PFAS’lar
yerine son yillarda tercih edilen ama heniiz etkileri iyi bilinmeyen kisa zincirli
bilesiklerin (C2-C7 PFCA'lar ve C4 PFSA) biiyiik bir kismini olusturdugu ve tek
basina C2-C3 PFAS'larin yariya yakin bir oranda oldugu rapor edilmistir.

Atik suda yiiriitiilen ¢alismalarda ise tesisin giris suyuna gore ¢ikis suyunda
belirli PFAS'larin derisiminde goézlenen artis oncii maddelerin doniisiimiine
baglanmistir (Wang vd., 2009). Oncii bilesikler fluorotelomer-esasl olan ve
olmayan bilesikler olarak siiflandirilabilir. Fluorotelomer alkollerin (FTOHs)
farkli mikroorganizmalarca biyodoniisiimii sonucu PFOA ve PFHxA olusumu
tespit edilmistir. Diger bilesiklerin de biyodoniisiimii ile PFAS bilesiklerinin genis

bir grubunu kapsayan iiriinler olusabilmektedir.

Gremmel ve ark., genis bir grup olarak ele aldiklar1 perfloro ve polifloro alkil
bilesikleri i¢in iki ayr1 yontem gelistirmislerdir (Gremmel, vd., 2017). Birinci
HPLC-MS/MS yonteminde asidik nitelikte 12 farkli madde sinifindan perfloroalkil
karboksilik asitler (PFCA) ve perfloroalkil siilfonik asitler (PFSA) grubundan 47
PFAS bilesigi ve onciil maddelerle ve biyodoniisiim araiiriinleri analiz edilmistir.

Ikinci HPLC-MS/MS yonteminde ise oncekilerden farkli fizikokimyasal
ozelliklere sahip olmasi1 nedeniyle florotelomer alkollere (FTOH'ler) ve
perflorooktan siilfonamidoetanollere uygulanmistir. Bu ¢ok sayida analit i¢in
uygun i¢ standartlar kullanilmis ve atiksu aritma tesislerinin ¢ikis suyunda FTOH
biyodoniisiimiine ait florotelomer karboksilli asit, poliflorlu doymus karboksilik
asitler ve PFCA gibi bilesiklerin derisiminde artis gozlenmistir. Ayrica, ¢ikis
suyunda c¢ok sayida PFAS bilesiginin varlig1 tespit edilmistir.

Bu ¢alismada ayrica atik su gibi karmasik bir matrikste kat1 faz 6ziitleme
(SPE) isleminden sonra yontemin nicel tayin sinir1, analit ve matrikse bagl olarak
0,3-199 ng/L arasinda bulunmustur. Bu ¢alismada SPE yonteminin 6rnek hazirlama
ve zenginlestirme i¢in ¢ok uygun oldugu ve ppb alti diizeylerde analize olanak
tamidigr vurgulanmistir. Eser diizeyde kirleticiler i¢in yontemin dogruluk ve
duyarhigi tizerinde 6l¢iim teknigi kadar etkili olabilen 6rnek hazirlama teknikleri ile

ilgili bilgiler agagida verilmistir.
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1.4. PFAS Analizine Yonelik Ornek Hazirlama Teknikleri

PFAS'lar i¢in geleneksel numune 6n igslemleri sorbent bazli 6ziitleme veya
¢oziicli esash oziitleme dayali ve birden ¢ok adim gerektiren tekniklerdir. Son on
yi1lda mevcut yontemlerde iyilestirmelere dayali veya yeni gelistirilmis hizli 6rnek
on ayirma teknikleri kullanilmaktadir. Bunlardan en sik kullanilan kati faz
oziitleme (SPE) teknigi hem sivi hem de kat1 6rneklerde PFAS 6ziitleme ve/veya
matris temizlemede etkilidir.

Bir polipropilen siringa i¢inde paketli sorbentin ter aldigi SPE tekniginde
ayirma/deristirme islemi genellikle dort adimda yiiritiilir (Sekil 1.3). Birinci adim
SPE kartus igerisindeki sorbentin kosullanmasi olup, uygun bir ¢oziicii ile
icerigindeki safsizliklarin giderilmesi ve istenen ¢oziicli ortaminin olusturulmasi

amactyla yapilir (Mitra, 2003).

R FEEREE=

| { Cozbicl
t’fi A * ...
Kosullama Ornek Yikleme  Yikama Ellisyon

Sekil 1.3 SPE tekniginin basamaklari

Kosullama adiminin ardindan 6rnek ¢ozelti kartusa belli bir hizda yiiklenir ve
girisimcilerin giderilmesi i¢in zayif bir ¢oziicii ile bir ara yikama yapilir. Eliisyon
asamasinda sorbente tutunan analitler az miktarda kuvvetli bir ¢oziicii ile siyrilir ve
boylece hem girisimcilerden ayrilmis hem de kiiclik hacime deristirilmis olur. Bu

yolla segicilik ve duyarlik artirildigi i¢in tercih edilmektedir.

SPE kartusunda yer alan sorbentler etkilesim mekanizmasina gore baslica
dort gruba ayrilabilir. Bunlardan ilki ve Si-O-Si kopriileri {izerinde silanol (Si-OH)
grubu igeren polar nitelikli silika sorbenttir. En eski kullanima sahip sorbentlerden
biri olan silika organik ¢oziicii ortaminda ¢6ziinmiis polar bilesiklerin ayrilmasinda
basarili olsa da sulu ortamlarda bulunabilen diisiik veya orta polaritede organik
bilesiklerin tutunmasi i¢in bu sorbentlerin polaritesinin diistiriilmesi gereklidir. Bu
amagla silika ylizeyi apolar bir yap1 olusturmak tlizere C-8 veya C-18 gibi diiz
zincirli alkanlarla modifiye edilir ve geleneksel polar durgun faza ters oldugu icin
ters faz olarak adlandirilir.
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Silika disinda farkli fonsiyonel gruplar igeren ve dolayisiyla polaritesi genis
bir aralikta degisebilen polimerik yapilar da sorbent olarak kullanilabilir. Son
yillarda ise asagida da bahsedilecegi iizere farkli polaritede kutuplar iceren
molekiiller i¢in ayn1 anda her iki 6zellige de yanit verebilecek hidrofilik ve lipofilik
yapilari bir arada igeren HILIC kolonlar da gelistirilmistir.

Analitin ayirmada esas teskil eden 6zelliklerinden polarite disinda analitin
asidik/bazik 6zelligini olusturan ve ortam pH’ina gore iyonlasabilen fonsiyonel
grubu igcermesi de Onemlidir. Bu durumda sorbent olarak igerdigi anyonik ve
katyonik gruplar {izerinden iyon degisimi yapabilen anyon degistirici veya katyon
degistirici kartuslar secilebilir. Bu sorbentler icerdigi fonskiyonel grup iizerinde
iyonlasmanin kuvvetli ve zayif olmasina gore de isimlendirilir. Son olarak molekiil
capina gore biiyilk molekiilleri elemede gozenekli sorbentleri igeren ve boyut

dislama ilkesine gore ¢alisan kartuslar da mevcuttur.

PFAS'lar suda ¢oziinen, uguculugu az olan polar bilesikler olup, cevresel
pH’larda anyonik tiirde olduklari i¢in sorbent olarak zayif anyon degistirici (Oasis
WAX, Strata-X AW) veya polimerik ters fazlar tercih edilmektedir. SPE isleminde
ornek yiikleme hacmi 100 mL ile 1.0 L arasindadir. Eliisyon asamasinda ana
segenek metanol (MeOH) olup, % 0.1 NH4OH ilavesiyle iyonlasma ve sorbentte
bilesiklerin tutulma riski azaltilabilir (Lorenzo vd., 2018). Zayif anyon degistirici
(WAX) katuslarin 6zellikleri asagida verilmistir.

Oasis WAX: Kuvvetli asidik bilesiklerin hizli, basit ve son derece segici
numune hazirlanmasi i¢in optimize edilmis, zayif anyon degisimi esasli polimerik

ters fazli karisik modlu bir sorbent olan bir sorbent igerir.

Strata-X AW: Asitlik sabiti pKa<S§ olan asidik bilesiklerin tamamen
tutulmasina olanak tantyan, %100 organik yikama kosullarin1 miimkiin kilan, zayif
anyon degistirme fonksiyonlu polimerik sorbent igerir. Bu kartusun tutunma
mekanizmalar1 asagida verildigi lizere zayif anyon degisiminin yanisira aromatik
halka tizerinden m—m etkilesimi veya doymus hidrokarbon zinciri tlizerinden de
hidrofobik etkilesimini de igerir (Sekil 1.4).
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Hidrofobik pi b_aglan_

etkilegim etkilegimi

zayIf anyon
degigimi

)

Sekil 1.4 Strata-X AW sorbentinin yapisi ve etkilesim mekanizmalari

(@

Strata-X kuvvetli organik ¢oziicii ile yikama kosullari altinda nétiir, asidik
veya bazik bilesiklerin giiglii sekilde tutulmasini saglayan ters faz islevsellestirilmis

polimerik sorbent igerir. Etkilesim mekanizmasi agsagida verilmistir (Sekil 1.5).

=
©

Sekil 1.5 Strata-X kartusunun tutunma mekanizmalari

Son yillarda genis kullanim alan1 bulan hidrofilik-lipofilik (HILIC) kartuslar
adindan da anlasilacag tizere hedef analitin hem su seven (hidrofilik) hem de sudan
korkan (hidrofobik) kesimi ile etkilesirr Bu amagla kullanilan kartus
sorbentlerinden Oasis HLB; basit bir prosediirle ¢esitli matrislerden ¢ok ¢esitli
asidik, bazik ve notr bilesiklerin ekstraksiyonu icin gelistirilmis evrensel bir
polimerik ters fazli sorbent olan Oasis HLB sorbentini igerir.

Bu sorbentler ayrica asagidaki sekilde goriilecegi tizere katyonik ve anyonik
gruplar da icerebilir ve boylelikle hidrofilik ve hidrofobik etkilesimin yani sira
sirasiyla anyon ve katyon degistirici olarak da davranabilir (Sekil 1.6).

Igme sularinda per- ve polifloroalkil maddelerin (PFAS) analizi icin ABD
Cevre Koruma Ajanst (EPA) Yontem 537.1 ve 533 standart yontemlerini One
stirmistiir. Bircok {ilkede yasal diizenlemelerin gerektirdigi diisiik diizeylere
inebilmek i¢in gelistirilen standart yontemde (EPA-533) zayif anyon degistirici
WAX kartus kullanilmaktadir. Cevresel ve aritma suyu analizlerinde de yaygin
olarak kullanilan bu yontemin hem ig¢ilebilir hem de i¢ilemez sularda kullanim
performansini degerlendirmek tizere laboratuvarlar arasi bir ¢alisma yiiriitilmustiir
(Whitaker vd, 2021).



L)

Oasis HLB Oasis MAX Oasis MCX

Sekil 1.6 HLB kartuslar ve tiirleri (Boonjob vd., 2014)

Yukarida bahsedilen ¢aligmada elde edilen geri kazanim degerleri her iki
yontemin de igilemez su 6rneklerinde PFAS analizi i¢in genel olarak uygulanabilir
oldugunu, ancak wuzun zincirli PFAS'1n 0Oziitleme veriminin distiigilini
gostermektedir. Bu yontemle ilgili bir diger zorluk, birlikte 6ziitlenebilen inorganik
anyonlarm, kendi izotopik olarak etiketlenmis analoglar1 bulunmayan PFAS
tizerinde neden oldugu olasi etkilerdir. Deneysel sonuglar, ara yikama ve eliisyon

prosediirlerinin gelistirilmesiyle bu zorluklarin azaltilabilecegini gostermektedir.

Benzer sekilde bir diger ¢alismada kisa zincirli asit bilesikleri i¢in istenen ppt
diizeyinde belirtme sinirina ulagsmada zemin sinyalini dislirebilmek i¢in sarf
malzemelerinin ve kullanilan diger aparatlarin da dikkatli segilmesi gerektigi
vurgulanmistir (http://www.restek). Ulkemizde ise ulusal mevzuatlar geregi AB
direktifleri uygulandigindan, perflorlu bilesikler listeye alimmistir (CSB, 2018).
Ulkemizde PFOA ve PFOS'un iiretimi, satis1 ve kullanimi sinirlandirilmistir.

Bu konuda iilkemizde yiiriitiilen bir ¢alismada musluk suyu ve marketlerde
satilan plastik ve cam sise igme sularinda 10 adet perfloroalkil maddenin derisimleri
Olctilmiistiir (Endirlik vd., 2019). Bu calismada Taniyasu ve ark gelistirdigi ve
WAX kartusun kullanildigi yontemin kii¢iikk bir modifikasyonu uygulanmistir
(Taniyasu vd., 2005). Sonuglara gére musluk suyu 6rneklerinde en sik tespit edilen
bilesikler perflorohekzanoik asit (PFHxA), perflorobiitan siilfonat (PFBS) ve
perfloropentanoik asit (PFPeA) olup, ng/L diizeyindedir. Sise sularinda ise musluk
suyuna gore diislik tespit edilmistir.
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Literatiirde son yillarda yayimlanan ¢alismalarin biiyiik bir boliimii ¢evresel
sular ve sediment ortaminda davranis1 ve atik su aritma tesislerinden elde edilen su
orneklerinde yiiriitiilen analizler tizerinedir. Cevresel sularda PFAS’larin sediment
tizerine sorpsiyonunda hidrofobik etkilesimlerin 6nemli rol oynadigi ve yapilan
boliistim (partisyon) c¢alismalarinda sedimentin temasta oldugu su kitlesinin pH’1
ile sedimentin organik madde igeriginin etkin oldugu bildirilmistir (Higgins ve
Luthy, 2006).

Buna karsin daha sonra yayimlanan bir ¢alismada PFAS bilesikleri i¢in
sediment-su dagiliminda zincir uzunlugunun da etkili oldugu tespit edilmistir
(Ahrens vd, 2009). Kisa zincirli (<C8) PFAS'lar yalnizca ¢6ziinmiis fazda tespit
edilirken, uzun zincirli (>C8) PFAS'larin ise sedimente tutunmus oldugu rapor
edilmistir. Bu bilgiden hareketle Zhang ve ark., Cin’de yer alan Dianchi G6li'nden
toplanan su ve sediment drneklerini her iki gruba da hitap eden HLB kartus ile islem
sonrast LC-MS/MS ile analiz ettiklerinde suda baskin kirleticinin PFOA;
sedimentte ise PFOS oldugunu tespit etmislerdir (Zhang vd., 2012).

Munoz ve ark., su orneklerinde 15 farkli poli- ve perfloroalkil bilesiginin
tayini icin Strata X-AW kartusu ile 6n ayirma ve zenginlestirme ve grafitle
temizleme isleminin ardindan lazer diyot termal iyonlasma (LDTD/APCI) teknigi
ile eslesmis yiiksek ayirma giiciine sahip orbitrap kiitle spektrometresi (HRMS) ile
duyarli Olgiimler gercgeklestirilmistir (Munoz vd., 2015). Gelistirilen yOontem
yiizeysel su ve atik su drneklerinde yiiksek gerikazanim degerleri ile uygulanmustir.

Lin ve ark. nehir orneklerinde LC-Orbitrap Tribrid HRMS yontemi ile
perfloroalkil siilfonatlarin (PFSA) tayinine yonelik olarak farkli SPE kartuslarinin
verimini incelemislerdir (Lin vd., 2016). Bu amagla oktadesil (C18), hidrofilik-
lipofilik denge polimeri (HLB) ve zayif anyon degisim polimeri (WAX) katuslar
kullanilmistir. C18 ve HLB kartuslarinin prosediirleri benzer olup, metanol ve su
karigimi ile kosullanir ve su 6rnekleri yiiklendikten sonra vakum altinda kurutulur

ve metanolle elie edilir.

WAX Kkartus ise metanol, %0,1 NH4OH igeren alkali metanol ve saf su ile
kosullandiktan sonra 6rnek yiikleme ve metanol ve asetik asit-amonyum asetat
tampon ¢ozeltisi ile yikanir ve vakum altinda kurutulup, alkali metanol ¢6zeltisi ile
styrilir. Tiim 6ziitler azot atmosferinde kurutulur ve 1 mL 7:3 metanol:su karigimi

ile ¢oziiliip, uygun miktarda sisteme enjekte edilir.
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Elde edilen verilere gore ters fazli adsorpsiyon mekanizmasinin, Kisa zincirli
PFBS molekiillerini tutmak igin yetersiz olabilecegi, ancak WAX igerikli sorbentte
tersiyeramin fonksiyonel grubunun, poliflorlu anyonlarla tatmin edici diizeyde
etkilesim gosterdigi rapor edilmistir. Buna karsin, uzun zincirli PDFS igin
gerikazanimlar tiim kartuslar i¢in de tatminkar bulunmamistir. Sonug olarak SPE

yonteminin yeni ¢ikan poliflorlu maddelere uygulanabilir oldugu gosterilmistir.

Boiteux ve ark. su, sediment, toprak ve camur orneklerinde perfloro
karboksilik asitler, perfloroalkil siilfonik asitler, doymus karboksilik asit,
doymamis karboksilik asit, siilfonamid ve siilfonamid betain (FTAB) gibi
florotelomerler dahil olmak tizere ¢ok sinifli PFAS'larin LC-MS yontemi ile analiz
kosullarini incelemislerdir (Boiteux vd. 2016). Bu genis analit grubunun tayini i¢in
Strata X-AW Kkartus secilmis ve 12 adet i¢ standart kullanilmistir. Hedef analitler
disindaki PFAS bilesiklerinin 6ngoriilmesinde bazik kosullarda perfloroalkil asit
onciillerinin karboksilasyonuna yonelik bir parametre kullanilmis ve yangin
sondiiriicii tiretim tesisine yakin noktalardan alinan Orneklerde en yiiksek

derisimdeki bilesigin 6:2 FTAB oldugu tespit edilmistir.

Cavaliere ve ark. sediment 6rneklerinde aralarinda 11 adet perflorlu bilesigin
yer aldigi 22 adet endokrin bozucu bilesigin tayinine yonelik bir yontem
gelistirmislerdir (Cavaliere vd., 2016). Sediment 6rneklerinin ultrasonik yardimli
oziitlemesinin ardindan sorbent olarak grafitize karbon siyahi igeren SPE kartustan
gecirilen ornekler LC-MS/MS sistemine enjekte edilerek, tiim analitlerin yiiksek

gerikazanimlarla tespit edilebildigi bir yontem gelistirilmistir.

Wang ve ark. sularda bes adet PFAS bilesigini tayin igin silika jel {izerine
immobilize edilmis iyonik sivilart (IIL) bir pasif ornekleyicide alici faz olarak
kullanmiglardir (Wang vd., 2017). Bu sistemle boliisiim katsayilart 6zellikle kisa
zincirli PFAS bilesikleri i¢in, HLB sistemine gore daha yiiksek bulunmustur. SPE
ile ayirma sonrast yiizeysel sular ve atik sularda PFAS tayinine yonelik sivi

kromatografik analiz yontemlerinin 6zellikleri Cizelge 1.3’te verilmistir.

Yukarida ayrintilartyla verilen igme suyu ve ylizeysel sularin disinda PFAS
tayini biyoizleme amagli balik 6rneklerinde (Cerveny vd., 2016; Campo vd., 2016)
de yiiriitiilmiistiir. Ayrica insan siitiinde (Beser, vd. 2019) ve saginda (Piva vd.,
2021) da yapilan analizlere ek olarak su gegirmez nitelikte ceket drneklerinde de
analiz gerceklestirilmistir (Gremmel vd., 2016).
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Cizelge 1.3 Yiizeysel (YS) ve atik sularda (AS) PFAS tayin yontemlerinin kimi 6zellikleri

Matriks SPE Kartus ve Cihaz ve Modu Kromatografik Gerikazamm LOD/LOQ Kavnak
ve islem Coziicii Tiiri Ayirma Kosullar (%) (ng/L) y
Cevre Oasis HLB LC-(ESI) Waters BEH C8
suyu Yikama: ACN MS/MS (QqQ) H20 (0.1% FA) 40-110 2-6 Wang, 2011
Filtrasyon Eliisyon: ACN SRM modu ACN (0.1%FA)
HPLC-MS/MS ) .
Gol suyu Oasis HLB LDTD/APCIHR| Adilent Zorbax Eclipse , PPHXA(sed)
v Yikama: MeOH: H:O | MS (Orbitrap) XDB-C18 PFHxA:61-83 (Sed)|  0.020/0.066 Zhang. 2012
diment IET,.na' AMe(')HZ Tam tar mp A: MeOH PFHPA:76-97 (Sed) | PFHpA(sed) 9
sedime tsyon: a moz 3 @ | B: 2.5mM NH4CH3COO 0.020/0.066
96 kuyucuklu PPy
Atksu Shata XA GC-(APCI) | tabakalarda 40°C"de
irov | Elisvon: 2x Mech- H,0 MS/MS kurutulur->1sil 38-106 AS: 0,3-4 Munoz. 2015
yuzey yon. 2 (QqQ) desorpsiyonla kuartz (Atik su) YS:0,03-0,2 :
suyu (NH4OH 0.1%) N P
Orn Tem: Grafit kartu SRM modu aktarim tiipiinden sisteme
m tem: Lrafit kartus verilir. EtAc (2 L/dk)
Oasis HLB (500 mg) .
Atksu | g ima: MeOH: H0 | CCAPCD | 1 ceGold TG-Wax Ms
yiizey (5:95) QTOF-MS GC-(El ve CI) 80-97 1-5fg Portoles, 2015
suyu Eliisyon: EtAc SRM modu
UHPLC-(ESI)
i MS/MS (QqQ) Poroshell EC-C18
Yizey | i”:lga ,fﬂ(ez(;’f' '(‘8910/ SRMmodu | AH0 (10 mM AF) 67-99 QUTOF-MS: Campo. 2015
suyu sy NHOH) ° | UHPLC-(ESI) | B:MeOH(10 mM AF) (QqTOF MS) 0,1-50 Po,
4 QQqTOF-MS Akis:0,3 mL/dak.

IDA modu
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Cizelge 1.3 Devam

Matriks SPE Kartus ve ; Kromatografik Gerikazamm LOD/LOQ
ve islem Céziicii Tiirii BlE7 ve Modu | R, 1 Kog il (%) (ng/L) Kaynak
ey Serdow{:ﬁi il(zsgo " GC-(l(ECID) I\él)S/MS HP-5MS 45-77 2,7-26,6 Wolschke, 2015
suyu Elisyon: 5x DCM SRquo du ! ' !
LLE 2x DCM
WAX Kinetex C18 kolon
A.t.li‘j“ Yikama: FA ve MeOH CH)fb"itCr;(El\S/:% A:ACN (10 mM AF) AS: 99-116 0105 7268, 2016
wy) | Elisyon: MTBE:MeOH PRM mo%un da | BiIMEOH/ACN (L:1) YS: 98-111 e '
U %1 NH4OH 9:1 Akis:Grad. 0,3 mL/dak
LC-(ESI)
SPE Oasis WAX Orbitrap Tribrid
Atiksu Yikama: MeOH ve HRMS tam ACQUITY UPLCC18 Orbitran: 0.007-0 06
ylizey 25 mM AcOH:AA tarama modu A:H20 (1 mM AA) 63-103 (Orbitrap) 0 on 61_0 Oé Lin, 2016
suyu Eliisyon: 0,1% NH4OH | ve LC-(ESI) B: MeOH(1 mM AA) a9 '
iceren MeOH MS/MS (QqQ)
SRM modu
Vine Strata-X 200 mg UH&';?,\'ES') Kinetex XB-C18
” Y Eliisyon: MeOH (0q0) SRM A:H20 (10 mM AF) 55-94 0,01-2,00 Campo, 2016
v (0,1% NH<OH) g B: MeOH (10 mM AF)
modunda
Strata-X AW 200mg
Yikama: H20 Waters Acquity BEH C18
. . UHPLC-(ESI) _ _
Yiizey | Eliisyon: MeOH, MeOH A: H20 (2 mM AA): ) i .
suyu (0.1% NH:0H) ve M;Q\ICISH(]S&Q) MeOH 9:1 15-187 4-10 Boiteux, 2016
DCM: C3HgO (0.1% B: MeOH

NH,OH) 7:3
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Cizelge 1.3 Devam

Matriks SPE Kartus ve : Kromatografik Gerikazanim LOD/LOQ
ve islem Coziicii Tiirii Cihaz ve Modu Ayirma Kosullar (%) (ng/L) Kaynak
i Serdolith PA(? 3 (500 mg) GC-(EI) MS/MS
Yiizey Yikama: H20 Wolschke,
. (Q9Q) HP-5MS 45-77 2,7-26,6
suyu Elisyon: 5x DCM SRM modu 2015
LLE 2x DCM
WAX Kinetex C18 kolon
A.t.‘kesu Yikama: FA ve MeOH gbeitCr;(E&'% A:ACN (10 mM AF) AS: 99-116 01.05 Zacs,
ZSZ Y| Eliisyon: MTBE:MeOH PRM mo%un da | BIMeOH/ACN (1:1) YS: 98-111 i 2016
U %1 NH4OH 9:1 Akis:Grad. 0,3 mL/dak
LC-(ESI)
SPE Oasis WAX Orbitrap Tribrid
Atiksu Yikama: MeOH ve HRMS tam ACQUITY UPLCC18 . . ) .
yiizey 25 mM ACOH:AA | tarama modu A H0 (LmM AA) | 63-103 (Orbitrap) Org'tg"?bodg?g 005*06 2|6Té
suyu Eliisyon: 0,1% NH4OH | ve LC-(ESI) B: MeOH (1 mM AA) qR- 980,
iceren MeOH MS/MS (QqQ)
SRM modu
Vi Strata-X 200 mg UHI\PALS/C,\‘ES " Kinetex XB-C18 oo
o Y| Eliisyon: 0.1% NH.OH (Q40) SRM A:H,0 (10 mM AF) 55-94 0,01-2,00 201% ’
wu iceren MeOH g B: MeOH (10 mM AF)
modunda
Strata-X AW 200mg
Yikama: H20 Waters Acquity BEH C18
. i UHPLC-(ESI) _ _
Yiizey | Eliisyon: MeOH, MeOH A:H20 (2 mM AA): ) i .
oy (0.1% NHiOH) ve Ms%wns n(](ggl?) VieoH 9:1 15-187 4-10 Boiteux, 2016
DCM: C3HsO B: MeOH

(0.1% NH4OH) 7:3
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1.5 Tezin Amaci

PFAS  bilesiklerinin toksik etkileri ortaya c¢iktikca yerine yasal
yiikiimliiliiklerden kaginmak igin benzer 6zelliklere sahip ancak daha kisa bilesikler
piyasaya siiriilmektedir. Bu durumda bu bilesiklerin ¢evre ve toplum sagligina
etkilerinin kontrol altina alinabilmesi i¢in duyarli ve giivenilir analiz tekniklerine
gereksinim vardir. Grubumuz iginde PFOA ve PFOS bilesiklerin su numunelerinde
analizine yonelik tez caligmasi ylriitiilmektedir. Bu tez ¢alismasinda ise yasal
olarak izlenen bilesiklerin kisa zincirli muadilleri olarak kullanima siiriilen ve
toksik etkileri belirsizlik igeren diger iki onemli kirletici perfloroheptanoik asit
(PFHpA) ve perflorohekzanoik asit (PFHxA) bilesiklerin analizi iizerinde
durulacaktir. Bu bilesiklerin su numunelerinde analizi i¢in kat1 faz ekstraksiyon
(SPE) ile ayrilmalarinin ardindan, LC-MS/MS sistemi ile analizi incelenmesi

hedeflenmistir.

Tez ¢alismasinda hedef analitlerin LC-MS/MS ile tayininde iki farkli yontem
denenmistir. Bunlardan ilki farkli polaritede ve uguculukta olan ¢ok sayida analitin
yan yana tayinine olanak saglayan bir yontemdir (Wang vd., 2011). Burada zemin
sinyalini artiran bulaslarin zenginlestirme isleminde kullanilan organik ¢oziicliden
kaynaklanmasi nedeniyle metanol yerine asetonitril kullanilmis ve duyarlik
tizerinde etkili oldugu bilinen sinyal/giiriiltii (S/N) oranini iyilestirmek i¢in organik
faza modifiyer olarak 0.1% formik asit eklenmistir. Gelistirilen bu yéntemle nehir
sularinda farkli nitelikte OPE’lerin duyarli ve tekrarlanabilir sekilde 6l¢iilebilmistir.
Bu tez ¢alismasinda ise daha 6nce PFAS bilesikleri i¢in daha 6nce kullanilmamig
olan bu yontemin performansi EPA 533 standart yontemi ile karsilagtirmali olarak

incelenmistir.

Cesme sularinda PFHxA ve PFHpA tayinine yonelik daha duyar sonuglarin
eldesi ve olas1 girisimcilerin de uzaklastirilabilmesi i¢in ii¢ farkli nitelikte SPE
kartus denenmistir. Literatiirde benzer sorbent tarama g¢alismalarina rastlanmakla
birlikte (Lin vd., 2016) hedef analitler ile 6rtiisen bu tiir bir ¢alisma yoktur ve bu da

tez ¢alismasinin 6zglnliigiinl olusturmaktadir.

Ayrica daha onceki c¢alismalarda dikkate alinmayan bu asidik tiirlerin
Oziitlenmesinde ve analizinde ortam pH kosullarinin etkisi de incelenmistir.

Gelistirilen yontem ¢esme suyu numunelerine uyarlanmistir.
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2. DENEYSEL KESIM

2.1. Kimyasal Reaktifler ve Deneysel Malzemeler

Denemelerde kullanilan tim kimyasallar analitik safliktadir. Sigma’dan
alman PFAS standartlar1 perflorohekzanoik asit (PFHxA) %98 saflikta olup,
perfloroheptanoik asit (PFHpA) ise %97 safliktadir. PFHXA Merck marka (Cas No:
307-24-4) olup, renksiz s1vi goriinlimiindedir.

Bu reaktifler asagida ayrintili verildigi sekilde 3 mg olacak sekilde tartilip 3
mL ultra saf suda ¢oziilerek, 1000 mg/L stok ¢ozelti hazirlanmis ve pH degerleri
kaydedilmistir. Denemelerde i¢ standart olarak kullanilan 2H,2H,3H,3H-perfloro
undekanoik asit ise Abcr firmasindan %97 saflikta temin edilmis ve metanolde

¢oziilerek standart ¢ozeltisi hazirlanmustir.
PFHXxA: 2,041 mg tartim + 2,175 mL su = pH: 2,82 (22,5 °C)
PFHpA: 4,88 mg tartim + 4,733 mL su = pH:2,66 (25,0 °C)

IS: 3,093 mg tartim + 3,317 mL metanol

LC-MS sisteminde eliient olarak Formik asit (FA, CH202) iceren su
kullanilmistir. FA (pKa: 3,75) Merck marka (Cas No: 64-18-6) olup, saflik yiizdesi
%98-100 araligindadir. Amonyum Hidroksit Merck marka (Cas No: 1336-21-6)
olup, saflik yiizdesi %25-26 araligindadir. Eliient olarak kullanilan Asetonitril
(ACN) ise Merck marka (Cas N0:75-05-8) olup >99.9% safliktadir.

SPE ¢alismalarinda Strata, C-18-E (6¢c/500 mg), Oasis HLB (6cc/200 mg)
ve Oasis WAX (6mL/150 mg) kartuslar kullanilmistir. Bu kartuslarin kullanim

prosediirii asagida verilmistir.
2.2. Kullanilan Cihazlar

Denemelerde ARGEFAR biinyesinde yer alan Mettler Toledo pH-metre,
Mettler Toledo analitik terazinin yani sira Heidolph marka vorteks, Teknosem TAB
40-W ve WT Evaporator kullanilmistir. Millipore Direct-Q 8UV Ultra saf su

sisteminden alinan su ile ¢alismalar yiiriitiilmustiir.

SPE denemelerinde Supelco VISIPREP™ DL manifold ile yiikleme yapilmis
ve Olciimlerde SHIMADZU marka ve LCMS-8040 kodlu LC-MS/MS cihazi

kullanilmigtir. Bu cihazla iki farkli yonteme gore kosullar uygulanmistir.
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Oncii denemelerde daha 6nceki bir calismada dnerildigi sekilde C-8 kolon ve
hareketli faz olarak asetonitril tercih edilmis ve duyarlik i¢in 6nem arz eden sinyal
giiriiltii (S/N) oranini iyilestirmek icin %0,1 formik asit katkis1 yapilmistir (Wang
vd., 2011). Bu yontemin ¢alisma kosullar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 LC-MS/MS ile yiiriitiilen birinci yontemin ¢alisma kosullari

Kolon Zorbax 300 SB-C8 (100 mm x 4,6, 3.5 um)
Mobil Faz A % 0,1 formik asitli su (pH:2,68)

Mobil Faz B % 0,1 formik asitli ACN

Kolon Sicakhgi 40°C Akis Hiza 0,4 mL/dk
Enj. Hacmi 10 uL Yontem siiresi 10 dk

Gradiyent Eliisyon Kosullar:

Zaman (dk) B (%) Zaman (dk) B(%0)
0,01 %10 6.70 %100
3,00 %10 8.00 %10
5,00 %100 10.00 stop
5,01 %100

Analizlerde kullanilan ikinci yontemde ise standart yontem (EPA-533)
prosediirii izlenmis ve C-18 kolonun kullanildig1 bu yontemde nétral pH’a sahip
amonyum asetat tamponundan yararlanilmistir. Bu yontemin ayrintilar1 Cizelge
2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2 LC-MS/MS ile yiiriitiilen ikinci yontemin ¢alisma kosullari

Kolon Agilent Eclipse XDB-C18(150 mm x 2,1, 5,1 pm)
Mobil Faz A 10 mM amonyum asetat tamponu (pH:6,83)
Mobil Faz B MeOH

Kolon Sicakhig 40°C Akis Hiza 0,4 mL/dk
Enj. Hacmi 10 uL Yontem siiresi 10 dk

Gradiyent Eliisyon Kosullar

Zaman (dKk) B (%) Zaman (dk) B(%0)
0.01 %10 6,70 %100
3.00 %10 8,00 %10
5.00 %100 10,00 stop

5.01 %100
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Hedef analitlerin kiitle dedektoriinde tespit edilen ana iyon ve iiriin
iyonlarinin kiitleleri Cizelge 2.3’te verilmis ve dlctimlerde dikkate alinan iyonlar
koyu renkli olarak belirtilmistir.

Cizelge 2.3 Hedef analitlerin iyon kiitleleri (akb)

Analit tr (min) Ana iyon Uriin iyonlar

PFHxA 74 313,05 269,00 — 119,05
PFHpA 75 363,10 319,05 - 168,70
IS 81 491,10 367,00 — 387,05

2.3. Prosediir

Hedef analitlerin oncelikle standart ¢ozeltilerinin enjeksiyonu sonucu
yukarida ayrintilar1 verilen cihaz kosullarinda elde edilen kromatogramlardan kiitle
degerleri ve alikonma siireleri tespit edilmistir. Ardindan pik alanlar1 ve pik alan
oranlarindan gidilerek, kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Daha sonraki asamada
daha duyar analiz kosullarini olusturmak {izere kati faz ekstraksiyon (SPE)
kartuslart denenmistir. Bu kartuslarin isimleri ve kimyasal yapilar1 Sekil 2.1°de
sematik olarak verilmistir. Bu sorbentlerle yiiriitiilen 6ziitleme isleminin asamalari
Cizelge 2.4’te 6zetlenmistir.

0
N Si\ A
> el \X O
i 0

Ry O

S Si Si
Oasis HLB Oasis WAX 0 O
(500 mg, 6 mL) (150 mg, 6 mL 30 um) Strata C-18

Sekil 2.1 Denemelerde kullanilan vakum pompast ile manifold ve SPE kartuslarin
kimyasal yapilar
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Cizelge 2.4 SPE igleminin asamalari

SPE tiirii Oasis HLB Oasis WAX Strata C-18
Kosullama 10 mL MeOH 4 mL % 0,1 NH4OH igeren | 3 mL ACN
> 10 mL su metanol >3mLsu

-4 mL MeOH
=>4 mL su

Ornek yiikleme | 1,0 ng/mL standart ¢ozeltiden 10 mL &rnek 3 mL/dak hizla yiiklenir

Ara yikama 5 mL %40 MeOH 4 mL 25 mM NH,COOH 3 mL su-> hava ile 10

dak kurutulur

Eliisyon 8 mL MeOH 4 mL % 0.1 NH4OH igeren | 3 mL ACN (3 kez)
metanol

Buharlastirma 1 mL kalana dek N, gaz1 | Kuruluga dek N, gaz1 | Kuruluga dek N, gazi

altinda kurutulur

altinda kurutulur->

100 pL MeOH’de ¢oziiliir

altinda kurutulur—>

1 mL 60:40 su: ACN
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez calismasinda oncelikle hedef analitlerin LC-MS/MS sistemi ile
dogrudan enjeksiyonu ile analizi incelenmistir. Bu amagla ayrintilar1 Deneysel
Kesimde verildigi tizere hareketli faz olarak asetonitril veya metanoliin kullanildig:
iki farkli yontem kullanilmistir. Ardindan, SPE kartusla 6n ayirma ve
zenginlestirme isleminin ardindan analizlere devam edilmis ve son olarak gercek

orneklere uygulama gergeklestirilmistir.

3.1. Dogrudan Enjeksiyonla Kalibrasyon Calismasi

Hedef analitlerin dogrudan enjeksiyonla tayininde denenen ilk yontem Wang
ve ark tarafindan alev geciktirici organofosfat esterlerin (OPEs) LC—MS/MS
sistemi ile tayininde kullanilan yontemdir (2011). Bu yontemi ilgin¢ kilan yonii
farklh polaritede ve uguculukta olan ¢ok sayida analitin yan yana tayinine olanak
tanimasidir. Hareketli faz olarak matriksten kirlilik siiriikleyebilen metanol yerine
asetonitril tercih edilmis ve ayrica organik faza 0,1% olacak sekilde formik asit
eklenerek, bu asidik fazin sinyal/giiriiltii (S/N) oranini iyilestirmedeki katkis1 da

incelenmistir.

Bu amagla deneysel kesimde aciklandig1 tlizere PFHxA ve PFHpA
standartlarindan 1,0-100 ng/mL araliginda saf suda hazirlanan standart
cozeltilerinden LC-MS/MS sistemine enjekte edilerek Cizelge 2.1°de verilen

kosullarda kromatogramlar elde edilmistir.

Asagida 1,0-100 ng/mL araliginda degisen derisimlerde sisteme enjekte
dildikten sonra 6. dakika civarinda farkli iki par¢alanma iiriinii (119 ve 269 akb)
icin elde edilen pikler gorilmektedir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 PFHXA standart ¢ozeltisinden a) 1,0, b) 2,5, ¢) 5,0, d) 10, e) 25, f) 50 ve g) 100
ng/mL olacak sekilde LC-MS/MS sistemine enjekte edildikten sonra A) 119 akb ve B)

269 akb pargalanma iiriinii i¢in elde edilen kromatogramlari
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Kromatogramlardan entegrasyonla elde edilen pik alanlar1 incelendiginde
nicel analiz i¢in 269 akb parcalanma {iriinliniin daha duyar oldugu goériilmektedir.
Bu iirtin i¢in bulunan pik alanlari, i¢ standart i¢in 6l¢iilen degerlerle birlikte Cizelge
3.1’de listelenmistir. Burada 6rnek i¢in hesaplanan pik alani (Ao) ile i¢ standart i¢in
okunan pik alani (Ais) degerlerinin her bir enjeksiyon i¢in orani (Ao/Als) esas
alinmus ve {i¢ tekrarh 6l¢iim i¢in standart sapma degerleri hesaplanarak, verilmistir.

Cizelge 3.1 Farkli derisimlerde PFHXA i¢in birinci yontemle elde edilen pik alanlari,

ortalama degerleri ve i¢ standart pik alani ile oranlari

C (ng/mL) Ao Ort Ao+SD Ais Aol Ais | Ort (Ao/Ais)£SD | RSD (%)

25784 47538 0,542

1,0 25592 24792+1555 45010 0,569 0,539+0,031 58
23000 45401 0,507
59075 50373 1,173

25 64484 61383+2790 47864 1,347 1,265+0,088 6,9
60591 47530 1,275
129094 45257 2,852

50 116806 122077+6327 47826 2,442 2,611£0,215 8,2
120331 47418 2,538
214169 43783 4,892
212973 44485 4,788
223449 44319 5,042
218395 42484 5,141
228481 43747 5,223

10 297940 224531+10135 o 5,006 5,048+0,180 3,6
249294 47272 5,274
223185 45527 4,902
224468 42606 5,268
222960 45950 4,852
486081 42152 11,532

25 524697 500292+21231 45790 11,459 11,352+0,250 2,2
490098 44286 11,067
955874 53912 17,730

50 1002458 97955623302 52394 19,133 18,857+0,751 4,0
980336 51874 | 18,898
1902221 53801 35,357

100 1909718 1912689+12228 56044 34,075 35,012+0,821 2,3
1926129 54097 35,605
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Cizelgeden izlenecegi iizere PFHXA standardindan dogrudan enjeksiyonla ppb
mertebesinde sisteme verildiginde oldukga tekrarlanabilir sonuglar alindig1 goriilmektedir.
Bu verilerden pik alan1 ve pik alan oranlarina gore ¢izilen kalibrasyon grafikleri (Sekil 3.2)
yiiksek dogrusallik icermektedir. Kalibrasyon grafiginden gidilerek, yontemin belirtme
sinir1 (LOD) ve tayin siir1 (LOQ) sirastyla 0,98 ve 2,96 ng/mL olarak hesaplanmustir.

Ayrica kromatogramlardan elde edilen sinyal/giiriiltii (S/N=3) orani esas
alinarak yapilan hesaplamalarda ise LOD: 0,15 ng/mL ve LOQ ise (S/N=10) 0.50

ng/mL olarak bulunmustur.

2500000
2000000

1500000

y =18973x + 22007
R?=0,9998

Pik Alani

1000000

500000

0 20 40 60 80 100 120
Derigsim (ng/mL)

A

y=0,3445x + 1,1071
R%=0,9951

0 20 40 60 80 100 120
Derisim (ng/mL)

B
Sekil 3.2 Birinci yontemle LC-MS/MS sistemine dogrudan enjeksiyonla 1-100 ng/mL
araliginda PFHXA i¢in A) pik alanlarindan ve B) pik alanlarinin i¢ standart alanlari ile

oranindan gidilerek elde edilen kalibrasyon grafigi
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Daha sonra diger analit olan PFHpPA icin de benzer sekilde kalibrasyon
caligmast yapilmis ve birinci yontemle 1-100 ng/mL derisim araligindaki
standartlarin LC-MS/MS sistemine dogrudan enjeksiyonu ile elde edilen
kromatogramlar Sekil 3.3’te verilmistir.

(x10,000) Max roansty - 21710
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g

N
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=
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|
e
]
B |
| I
| |
L2 18
: J X
ot ALY
i AR
0.0; a
b 0 0 20 a0 S0 0 70 8 50 nn

Alikonma stiresi (dk)
B
Sekil 3.3 PFHpA standardindan a) 1,0, b) 2,5, ¢) 5,0, d) 10, e) 25, f) 50 ve g) 100 ng/mL
olacak sekilde LC-MS/MS sistemine enjekte edildikten sonra A) 169 akb ve B) 319 ak

parcalanma {iriinii i¢in elde edilen kromatogramlari
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Bu kromatogramlar incelendiginde 319 akb iirlin i¢in daha duyar sonuglar
alindig1 goriilmektedir. Bu {iriin izlenerek, elde edilen pik alanlar1 ve i¢ standardin
pik alanina oranlar1 Cizelge 3.2°de verilmistir. Bu verilere gore ppb araliginda

dogrudan enjeksiyon i¢in tekrarlanabilirlik degerleri oldukga iyidir (RSD<%5).

Cizelge 3.2 Farkli derisimlerde PFHpPA i¢in birinci yontemle elde edilen pik alanlar1 ve
i¢ standart pik alan degerleri ile oran1 (Ap/As)

C (ng/mL) Ao Ort AoxSD Ais Aol Ais Ort (Ao/Ais) = SD RSD (%)

28548 47538 | 0,601

1,0 28496 2767241472 45010 | 0,633 0,602:£0,031 51
25973 45401 | 0572
72172 50373 | 1,433

25 69648 689533617 47864 | 1,455 1,419+0,045 32
65038 47530 | 1,368
137115 45257 | 3,030

5,0 140126 1346137103 | 47826 | 2,930 2,876+0,186 65
126598 47418 | 2670
234409 43783 | 5354
246382 44485 | 5539
231016 44319 | 5213
237285 42484 | 5585

10 248755 24122148752 ST | 5586 5,424+0,185 34
252726 44725 | 5651
250522 47272 | 5300
233995 45527 | 5,140
229766 42606 | 5,393
247357 45950 | 5,383
495442 42152 | 11,754

25 468474 | 476512+16456 | 45790 | 10,231 10,833+0,810 75
465621 44286 | 10,514
1005819 53912 | 18,657

50 989209 | 1016142+33316 | 52394 | 18,880 19,281+0,895 46
1053398 51874 | 20,307
1794985 53801 | 33,363

100 1812402 | 1821151431466 | 56044 | 32,339 33,33740,986 30
1856066 54097 | 34,310

PFHpA i¢in pik alanina ve i¢ standart alan oranlarina dayali olarak
kalibrasyon grafigi ¢izildiginde bire yakin korelasyon katsayisi ile dogrusallik elde
edilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 PFHpA i¢in birinci yontemle LC-MS/MS sistemine dogrudan enjeksiyonla elde

edilen A) pik alanlar1 B) pik alan oranlari ile ¢izilen kalibrasyon grafigi

Bu verilere gore kalibrasyon grafiginden gidilerek bulunan LOD ve LOQ
degerleri sirastyla 3,51 ve 10,62 ng/mL olarak hesaplanmistir. Ayrica S/N oranina
gore yapilan hesaplamalarda ise LOD: 0,12 ng/mL ve LOQ ise 0.40 ng/mL olarak

bulunmustur.

Bu birinci yontemin performansini karsilastirmak icin standart yontemle

(EPA 533) de ayni islemler yiiriitiilerek, verilerin karsilastirmasi yapilmaistir.
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Bu amagla Cizelge 2.2°de verilen kosullarda standart yontemi ile analiz
yiriitiilmiis ve 1-100 ng/mL araliginda PFHXA standart ¢6zeltilerinden LC-MS/MS

sistemine enjekte edilerek alinan kromatogramlar Sekil 3.5’te verilmistir.
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B

Sekil 3.5 PFHXA standardindan a) 1,0, b) 2,5, ¢) 5,0, d) 10, e) 25, f) 50 ve g) 100 ng/mL
olacak sekilde LC-MS/MS sistemine enjekte edildikten sonra A) 119 akb ve B) 269 akb

pargalanma iirlinii i¢in elde edilen kromatogramlari
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Bu kromatogramlardan elde edilen pik alanlar1 ve i¢ standart pik alani ile
oranlar1 Cizelge 3.3’te verilmistir. Bu verilere gore tekrarlanabilirlik %3,0-%09,4
araliginda degismektedir. Bu verilerle olusturulan kalibrasyon grafikleri Sekil
3.6’da goriilmektedir.

Cizelge 3.3 Ikinci yontemle farkl1 derisimlerde PFHXA igin elde edilen pik alanlar1 ve i¢

standart pik alani ile oranlandiginda elde edilen degerler

C (ng/mL) Ao Ort Ao+SD As | AolAs | Ort(As/Ais)=SD '?;J[)’
18593 68556 | 0,271

10 20157 193754782 67054 | 0,301 0.286£0,015 2L
19375 67714 | 0286
46498 65007 | 0,706

25 42655 449652036 72595 | 0,588 0,658+0,062 9.4
45742 67255 | 0,680
88362 67672 | 12306

50 88166 9179246111 68856 | 1,280 1,333£0,071 53
98847 69898 | 1,414
182908 65277 | 2,802
179610 67147 | 2675
176139 63995 | 2,752
180021 68001 | 2,647
180534 66122 | 2,730

10 ot 17908843697 TR 2.74120,113 41
181464 63101 | 2876
170381 66291 | 2,570
177012 66189 | 2674
181366 66498 | 2,727
422717 63628 | 6,644

25 407381 4152877679 63618 | 6,404 6,437+0,191 el
415763 66350 | 6,265
793673 64707 | 12,266

50 812741 799834211182 72211 | 11,255 11,834£0,521 44
793088 66192 | 11,982
1507770 67404 | 22,369

100 1554950 | 1544167432381 73059 | 21,283 22.38841,114 5.0
1569780 66767 | 23511
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Sekil 3.6 PFHXA i¢in ikinci yontemle kalibrasyon ¢alismalarina iligkin A) ortalama pik

alanlar1 ve B) i¢ standart pik alanina oranlanarak elde edilen degerlerden gidilerek

olusturulan kalibrasyon grafikleri

Ayni1 kosullarda PFHpA i¢in de kalibrasyon c¢aligmasi yiiriitiilmiis ve farkl

derigimlerde analitler i¢in alinan kromatogramlar Sekil 3.7’ de verilmistir.
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Sekil 3.7 PFHpA standardindan a) 1,0, b) 2,5, ¢) 5,0, d) 10, e) 25, f) 50 ve g) 100 ng/mL
olacak sekilde LC-MS/MS sistemine enjekte edildikten sonra A) 169 akb ve B) 319 akb

parcalanma tirlinii i¢in ikinci yontemle elde edilen kromatogramlar
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Bu kromatogramlara gore elde edilen verilere gore pik alan degerleri ve i¢

standart pik alani ile oranlar1 Cizelge 3.4’te verilmistir. Bu verilerle elde edilen

kalibrasyon grafikleri Sekil 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.4 Ikinci yontemle farkli derisimlerde PFHpPA icin elde edilen pik alanlar1 ve ig

standart pik alani ile oranlandiginda elde edilen degerler

C (ng/mL) As Ort As+SD Ais Aol Ais Ort (Ao/Ais) £ SD RSD (%0)
34382 68556 0,502
1,0 36045 36349+2135 67054 0,538 0,536+0,034 6,4
38619 67714 0,570
69749 65907 1,058
25 66142 6706542362 72595 0,911 0,980+0,074 7,6
65303 67255 0,971
132362 67672 1,956
5,0 131697 135109+5344 68856 1,913 1,963+0,055 2,8
141267 69898 2,021
224017 65277 3,432
222273 67147 3,310
219945 63995 3,437
233092 68001 3,428
231489 66122 3,501
10 16400 223488+5151 A 3522 3,419+0,087 25
223856 63101 3,548
222656 66291 3,359
220034 66189 3,324
221082 66498 3,325
472394 63628 7,424
25 479692 483043+12662 63618 7,540 7,485+0,058 0,8
497044 66359 7,490
913840 64707 14,123
50 952539 918353+32167 72211 13,191 13,580+0,485 3,6
888681 66192 13,426
1652320 67404 24,514
100 1760360 1718093+57729 73059 24,095 24,898+1,049 4,2
1741600 66767 26,085
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Sekil 3.8 ikinci yontemle PFHpA i¢in LC-MS/MS sistemine dogrudan enjeksiyonla elde
edilen A) pik alanlari, B) pik alan oranlari ile ¢izilen kalibrasyon grafikleri

Her iki yontemin verileri birlikte degerlendirildiginde, i¢ standart ile
olusturulan grafikler 1yi bir dogrusallik vermekle birlikte dogrudan hedef analitin
pik alanindan gidilerek olusturulan kalibrasyon grafikleri de olduk¢a dogrusal
bulunmustur. Bu kalibrasyon grafiklerinin esitligi, korelasyon katsayilar1 ve bu
verilerden gidilerek hesaplanan LOD ve LOQ degerleri tekrarlanabilirlik verileri ile
Cizelge 3.5’te listelenmistir.



38

Cizelge 3.5 Her iki yontemle hedef analitin pik alanlarindan gidilerek, olusturulan

kalibrasyon grafiklerinin 6zellikleri ve yontemin analitik performanslari

1.Yontem 2.Yontem
Analitik dzellik
PFHxA PFHpA PFHxA PFHpA
Esitlik y=18973x+22007 y=17860x+44658 y=15380x+16923 y=16327x+48539

R? 0,9998 0,9970 0,9995 0,9959
RSD %2,2-%8,2 %3,0-%7.,5 %3,0- %9,4 %0,8-%7,6
Kalibrasyon LOD 0,98 ng/mL 3,51 ng/mL 1,37 ng/mL 2,13 ng/mL
Grafiginden | | 0Q 2,96 ng/mL 10,62 ng/mL 4,15 ng/mL 6,47 ng/mL
S/N Oram LOD 0,15 ng/mL 0,12 ng/mL 0,16 ng/mL 0,12 ng/mL
lizerinden LOQ 0,50 ng/mL 0,40 ng/mL 0,53 ng/mL 0,40 ng/mL

Bu verilere gore her iki yontemin de tekrarlanabilirlik degerleri genellikle
RSD <%10 olup, oldukea iyidir. Kalibrasyon grafiklerinden hesapla bulunan LOD
ve LOQ degerleri ise her iki yontem icin birbirine yakin olup, PFHXA i¢in birinci
yontemle daha diisiik diizeylere inilebildigi ancak PFHpA i¢in ikinci yontemin

belirtme ve tayin sinirlarinin daha diistik oldugu goriilmektedir.

Sinyal/giiriiltii oranindan gidilerek bulunan sinir degerler ise birbirine ¢ok
yakin bulunmustur. Ancak bu siir degerler suda PFHxA ve PFHpA tayini i¢in sinir
deger olan 0,1 ng/mL degerinin iistiindedir ve her iki yontem de yeterli duyarlikta
olmadigindan, analiz 6ncesi bir 6nderistirme/zenginlestirme islemine gerek vardir.
Bu amagcla her iki yontemin SPE kosullarindaki performansi da incelenmis ve

sonuclar asagida verilmistir.

3.2 SPE-LC-MS/MS Y éntemi

Calismanin bu kesiminde SPE kartus ile 6n ayirma ve zenginlestirmenin
ardindan analiz kosullar1 incelenmistir. Bu amagla yiiriitiilen denemelerde C-18,
HLB ve WAX olmak tizere 3 farkli sorbent iceren SPE kartuslarla Deneysel
Kesim’de Cizelge 2.4’te verildigi sekilde prosediir uygulanmistir. Her 3 kartusla
islem yapildiktan sonra oncii ¢aligsmalarda birinci yontem izlenmis ve elde edilen
LC-MS/MS kromatogramlar Sekil 3.9 —3.11’de verilmistir.
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Sekil 3.9 HLB Kartus ile islem sonras1 a) PFHxA, b) PFHpA ve ¢) i¢ standart igin alinan
LC-MS/MS kromatogramlari
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Sekil 3.10 WAX Kkartus ile islem sonrasi a) PFHxA, b) PFHpA ve ¢) i¢ standart igin
alinan LC-MS/MS kromatogramlari
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Sekil 3.11 C-18 kartus ile islem sonras1 a) PFHxA, b) PFHpA ve c) i¢ standart igin
alinan LC-MS/MS kromatogramlari

Kromatogramlardan goriildiigli izere SPE kartusla islem sonrasi i¢ standart
icin sonu¢ almamamistir. Her {li¢ kartus ile oziitleme sonrasi birinci yontemle

analizlenen her iki analitin pik alanlar1 Cizelge 3.6’da verilmistir.
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Her ii¢ kartusa kosullamanin ardindan 10 mL 1 ng/mL 6rnek yiiklendigi ve
eliisyonun ardindan kuruluga dek deristirilip, 1,0 mL hacme seyreldigi i¢in on katlik
deristirme sonucu 10 ng/mL’lik derisime esdeger pik alani beklenmektedir. Bu
nedenle sonuclarin karsilagtirilabilmesi i¢in dogrudan enjeksiyonla 10 ng/mL igin
Olciilen ortalama pik alan degerleri de cizelgeye dahil edilmistir.

Cizelge 3.6 Farkli kartus tiirleri ile SPE iglem sonrasi birinci yontemle 6l¢iilen pik

alanlar1 ve 10 ng/mL standart i¢in elde edilen pik alan degerleri

DI Kartus tiirii

Analit
(10ng/mL) | HiB WAX C18

PFHXA 379575 248290 228808 250454

%Aspe/Api - % 65,4 % 60,3 % 65,9

PFHpA 323369 232316 189061 209630

Aspe/Api %71,8 %58,5 %64,8

Bu verilere gore, dogrudan enjeksiyon ile elde edilen pik alani (Api) ve SPE
islem sonrasi pik alanlar1 (Aspe) degerlerini oranlandiginda, her ti¢ kartus tiirii igin
genellikle %60 civarinda bir gerikazanim elde edilmistir. Sonuglar bu haliyle tatmin
edici olmadigindan, SPE kosullarinin optimizasyonu gereklidir.

Standart yontemde kullanilan WAX kartus ile gerikazanimlarin diisiik
¢ikmasi islem sirasinda olusabilecek kayiplar1 diisiindiirmektedir. Bu durumda yeni
bir deney tasarlanmis ve PFHxXA i¢in ayr1 bir standart hazirlanip, SPE kosullama
adiminda pH 7 fosfat tamponu yerine standartlarla uyumlu sekilde pH 2 civarinda
fosfat tamponu gecirilmesi planlanmisir. Bu amagla WAX Kartus 6nce 10 mL
metanol ve sonra 10 mL 0.1 M fosfat tamponu (pH:2.6) ile kosullanmis ve ardindan

2 mL fosfat tamponu ilizerine kartusun kalanina 4 mL kadar saf su eklenmistir.

Standart karisimi (pH 3,56) yiiklendikten sonra ara yikama iglemi i¢in 10 mL
1.0 g/l amonyum asetat (pH:6,66) c¢oOzeltisi ve ardindan 1.0 mL metanol
kullanilmistir. Ardindan daha once verildigi lizere kartus 5 dk vakum altinda
kurutulur ve 10 mL %2’lik amonyum hidroksit iceren metanolle eliie edilir. Azot
altinda 55-60°C sicaklikta kuruyana dek ugurulur ve 1 mL (80:20) (MeOH:su) ile

¢oziilerek cihaza verilir.
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Bu islemler sirasinda olusabilecek kayiplar1 denetleyebilmek icin 6rnek
yiikleme ve ara yikama asamalarinda altta biriken ¢oziiciilerin de alinip, kurutma
yapildiktan sonra ayni ¢oziiclide ¢oziiliip sisteme verilmesi gerceklestirilmistir.
Olgiimlerin giivenilirligi i¢in daha yiiksek bir derisim (10 ng/mL) yiiklenmis ve
Cizelge 3.7°de listelenen pik alan degerleri Sekil 3.11°de gorsellestirilmistir.

Cizelge 3.7 Farkli pH’larda fosfat tamponu ile kosullama sonras1 10 ng/mL standart ile yiiriitiilen

SPE isleminde her agsama sonrasi elde edilen pik alan degerleri

Analit Kg‘(’fz“l:;lm:‘ 26(10mL) | 7.0(10mL) | 26(mL)
Yiikleme 24 020 18 980 479
PFHXA | Ara Yikama 21 240 35 250 3 065
Eliisyon 4 672 280 4281370 | 3286864
Yiikleme 201 870 58 540 16 621
PFHpA | Ara Yikama 83 000 64 950 449
Eliisyon 6 241 780 5581830 | 3360174
Yiikleme - - 14 414
IS | Ara Yikama i : 15122
Eliisyon 1928 247 2267232 | 1917359
8000000
® pH:2.6 (10 mL)
6000000 ¥ pH: 7.0 (10 mL)
¥ pH:2.6 (1 mL)
£ 2000000
<
ﬁ
2000000 I
| i

Sekil 3.12 SPE igleminde farkli pH ve hacimde fosfat tamponlar ile kosullamanin pik alanlart

PFHxA

PFHpA

uizerine etkisi

IS
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Bu verilere gore SPE kartusu islem 6ncesi daha asidik bir tamponla kosullama
pik alanlarini artirsa da i¢ standart i¢in durum tersi olup, pik alanlar1 nétral
kosullama ile asidik kosullamaya gore beste bir oraninda artiy gostermistir. Pik
alanlarmin i¢ standarda gore oranlama yapilarak yiiriitiilen analizlerde pH 7.0
ortaminin kullanilmasi daha uygun olacaktir. Bununla birlikte kosullamanin 1.0 mL
tampon ile yapilmasi sonucu pik alanlariin yar1 yariya diistirmesi nedeniyle bu

hacmin yeterli olmadig1 sonucuna varilmaistir.

SPE isleminde yiikkleme ve yikama asamalarinda olasi madde kayiplarini
izleyebilmek i¢in her asamada alttan alinan ¢ozeltilere de ayni islemler uygulanip,
LC-MS/MS sistemine enjekte edildiginde pik alanlarimin eliisyona gore %]1’°in
altinda oldugu ve 6nemli bir kaybin olmadig1 goriilmiistiir.

Calismanin bundan sonraki bolimiinde SPE kartuslarinin performansi ikinci
yontemle de 6l¢tim yapilarak test edilmistir. Birinci yontemde izlenen prosediir ayni
sekilde tekrar edilmis sadece 6l¢iim asamasinda ikinci yontem uygulanmistir. Bu

durumda elde edilen veriler asagida verilmistir.

Cizelge 3.8 Farkli tiirde SPE kartuslari ile islem sonrasi ikinci 6l¢iim yontemine gore hedef

analitler i¢in elde edilen pik alan degerleri

DI Kartus tiirii
Analit

(10 ng/mL) HLB WAX C18
PFHXA 333975 120217 | 212142 | 206919
%Aspe/ Ao - %36,0 %63,5 %62,0
PFHpA 346440 222360 | 222995 | 218353
Aspe/Api - %64,2 %64,4 %63,0

IS 75422 29560 4861 6491

Bu verilere gore her ti¢ kartus i¢in gerikazanim verimleri yine %60 civarinda
olup, i¢ standart pikleri ise beklenenin altinda (<%70) gézlenmistir. Bu kartuslar
icinde en iyi verim WAX kolon ile elde edilmistir. Calismanin bundan sonraki
kesiminde ise i¢ standart ile kiyaslamanin zorluklar1 dikkate alinarak, SPE islem
sonrasi cihaza verilmeden 6nce eklenmesine karar verilmistir. Bu amagla dncelikle
SPE islemine tabi tutulan standart ¢ozeltilerle her iki yontemle 6l¢iim alinarak,

verim caligmasi tekrarlanmigtir.
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Cizelge 3.9’da birinci yontemle PFHxA i¢in elde edilen veriler yer
almaktadir. Daha sonra bu veriler kullanilarak, SPE kartuslarin 6ziitleme verimi
ayn1 derisim ancak iki farklt hacim i¢in i¢ standart verileriyle orantili olarak

hesaplanmis ve Cizelge 3.10°da verilmistir.

Ornek yiikleme asamasinda kullanilan 6rnek hacmi SPE &ziitleme verimi
iizerinde genellikle etkilidir. Bu nedenle toplam 10 ng analit yiiklenecek sekilde
once kartuslara 10 mL hacminde 1,0 ng/mL derisiminde standart ¢ozelti ve diger
kartuslara da 50 mL hacminde 0,2 ng/mL standart ¢ozeltisi yliklenmistir. Sonucta
ellisyon agamasinda toplanan analit kuruluga dek deristirildikten sonra 1,0 mL
¢oziicli icinde ¢ozildiigli zaman maksimum verimle 10 ng olmasi yani 10 ng/mL
derisiminde olmas1 beklenmektedir. Daha 6nceki kalibrasyon ¢alismalarinda da bu

derisim igin tekrarlanabilirlik {izerinde durulmustur.

Cizelge 3.9 Iki farkli hacimde PFHXA standart ¢ozeltilerinin ve kor ¢dzeltinin SPE
isleminin farkli asamalardaki pik alan degerleri ve her asamada birinci yontemle 6l¢iim

oncesi eklenen i¢ standarda iliskin veriler

Yiikleme
hacmi (mL) Asama HLB HLB Ais WAX WAX Ais C18 C18 Ais
ve derigsim
263237 65025 256033 76010 240934 73492
10 mL-> SPE

Kor (saf su) | 270425 61860 264065 78026 268850 70461
+10 ng/mL st

260968 61689 263235 75055 256564 72007

Yiikleme 794 40870 - 33716 - 35422
Ara yikama - 52359 - 45945 3729 46122
10 mL
263144 79884 242945 84135 190029 66878
(1,0 ng/mL)
Eliisyon 258043 73414 243772 81104 185952 63048
243552 82053 252484 80152 197899 73989
Yiikleme = 33327 - 36003 932 36666
Ara yikama 3056 45602 966 46754 1861 42697
50 mL
223633 85136 244418 82143 149975 82794
(0,2 ng/mL)

Eliisyon 231735 85992 260871 78279 163744 77897

333326 86088 260871 78279 163744 77897
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Cizelge 3.10 iki farkli hacimde PFHXA standart ¢ozeltilerinin ve kor ¢zeltinin ii¢ farkl

SPE kartusla 6ziitleme verimine iliskin birinci 6l¢ciim yontemi ile alinan veriler

PFHXA Derisimi Oleiim A Aol A
ve hacmi ¢iim Asamasi
HLB WAX C18
10 mL saf su + 10 ng/mL 421 3,19 3,55
Yiikleme 0,02 0,00 0,00
Ara yikama 0,00 0,00 0,08
1,0 ng/mL
(10 mL) Eliisyon 3,25 3,01 2,81
Eliisyon verimi
%77 %94 %79
(eliisyon orani/kor orani)
Yiikleme 0,00 0,00 0,03
Ara yikama 0,07 0,03 0,04
0,2 ng/mL
(50 mL) Eliisyon 3,07 3,21 2,00
Eliisyon verimi
%73 %101 %56
(eliisyon orani/kor orani)

Bu verilere gore PFHXA icin en iyi peformans: gosteren WAX kartusla
PFHxA standardindan her iki yilikleme hacmi icin de yliksek gerikazanimlar elde
edilmistir. Diger iki kartusun eliisyon verimi birbirine yakin olup, %80’in
altindadir. Bu analiz serisinde yiikleme ve ara yikama kayiplarinin gorece az oldugu

goriilmektedir.

Diger analit olan PFHpA ig¢in birinci yontemle 6lgiilen degerler Cizelge
3.11°de ve benzer sekilde verim hesabi ise Cizelge 3.12°de verilmistir.
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Cizelge 3.11 Iki farkli hacimde PFHpA standart ¢ozeltilerinin ve kor ¢ozeltinin SPE

isleminin farkli asamalardaki pik alan degerleri ve her asamada birinci yontemle 6l¢iim

oncesi eklenen i¢ standarda iliskin veriler

Yiikleme
hacmi (mL) Asama HLB HLB Ais WAX WAX Ass C18 C18 Ass
ve derisim
262456 65025 281216 76010 263824 73492
10 mL->SPE
Kor (saf su) | 267464 61860 268859 78026 264760 70461
+10 ng/mL st
284798 61689 271270 75055 255485 72007
Yiikleme 2805 40870 4056 33716 4348 35422
Ara yikama 5174 52359 2588 45945 4254 46122
10 mL
252400 79884 232712 84135 172796 66878
(1,0 ng/mL)
Eliisyon 242797 73414 219236 81104 190932 63048
241134 82053 228995 80152 202807 73989
Yiikleme 8901 33327 8821 36003 7008 36666
Ara yikama 4635 45602 4573 46754 8798 42697
50 mL
211334 85136 229688 82143 205511 82794
(0,2 ng/mL)
Eliisyon 201678 85992 230083 78279 200078 77897
205636 86088 238019 78279 203462 77897
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Cizelge 3.12 iki farkli hacimde PFHpA standart ¢cozeltilerinin ve kor ¢dzeltinin ii¢ farkli

SPE kartusla 6ziitleme verimine iliskin birinci 6l¢ciim yontemi ile alinan veriler

PFHXA Derisimi Oleiim A Aol Ars
ve hacmi gum Asamas
HLB WAX C18
10 mL saf su + 10 ng/mL 3,70 3,59 3,63
Yiikleme 0,07 0,12 0,12
Ara yikama 0,10 0,06 0,09
1,0 ng/mL
(10 mL) Eliisyon 3,14 2,78 2,78
Eliisyon verimi
%85 %77 %77
(eliisyon orani/kor orani)
Yiikleme 0,27 0,25 0,19
Ara yikama 0,10 0,10 0,21
0,2 ng/mL
(50 mL) Eliisyon 2,41 2,93 2,55
Eliisyon verimi
%65 %82 %70
(eliisyon orani/kor orani)

Bu veriler degerlendirildiginde yine WAX kartusun PFHpA analizinde
yiiksek hacim ornek yiiklemeler i¢in daha verimli oldugu goériilmektedir. Bundan
sonraki ¢alismalarda 6l¢lim yontemi olarak standart yontem kullanilmis ve her iki
analit i¢in elde edilen veriler asagida Cizelge 3.13 ve Cizelge 3.14’te verilmistir.

Bu verilere gore kartuslarin 6ziitleme performansini kiyaslayabilmek i¢in her
asamada elde edilen pik alanlarmi i¢ standart pik alanina oranlayarak, elde edilen
oran1 kor ¢ozelti igin elde edilen degerle kiyaslamak yoluna gidilmistir. Kor ¢ozelti
olarak SPE kartustan 10 mL saf su geg¢irildikten sonra 6l¢iim 6ncesi 10 ng/mL
olacak sekilde standart katimi yapilmis ve kuruluga dek deristirme, ¢oziiclide
¢ozme gibi diger islemler bu numune i¢in de tekrarlanmistir. Bu yolla elde edilen

oran Oziitleme performansi hakkinda daha net bir fikir verecektir.
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Cizelge 3.13 iki farkli hacimde PFHXA standart ¢ozeltilerinin ve kér ¢dzeltinin SPE
isleminin farkli asamalardaki pik alan degerleri ve her asamada ikinci yontemle 6l¢iim

oncesi eklenen i¢ standarda iliskin veriler

Yiikleme
hacmi (mL) Asama HLB HLB Ais WAX WAX Ais C18 C18 Ass
ve derisim
188167 81403 196674 74048 196566 76376
10 mL-> SPE

Kor (saf su) | 194228 79276 192900 76868 186170 81116
+10 ng/mL st

194113 80615 199841 79067 197666 79768

Yiikleme 2805 66239 3054 59275 1970 63869
Ara yikama 2895 64474 2935 65950 4158 64551
10 mL
182287 78861 187650 75734 144766 74332
(1,0 ng/mL)
Eliisyon 176242 78809 172155 73118 143830 75356
183895 82180 179745 71943 133713 70570
Yiikleme 2632 63276 3136 71718 3117 69892
Ara yikama 4697 67808 2263 64703 3202 66463
50 mL
153600 86657 182262 78623 114366 84160
(0,2 ng/mL)

Eliisyon 160189 79251 173392 83121 116713 73338

155337 90421 177533 79982 118317 86236

Bu verilerin 151¢immda 10 mL standart yiikleme sonucu HLB ve WAX
kartuslarinin %95 performansla 6ziitleme sagladigi ve diger islem asamalari
sirasinda 6nemli kayiplarin olmadigi tespit edilmistir. C18 kartus ile verimli sonug

almamadig tespit edilmistir.

SPE kartuslara yiiklenen hacmin 10 mL’den 50 mL’e ¢ikarilmasi ile aym
miktar analit yiikklenmis olmakla birlikte verimin distigii gozlenmistir. Bu
asamalarda 6nemli bir kayip olup olmadigini test etmek i¢in yiikleme ve ara yikama
adimlarinda da kurutma/¢ozme islemleri yapilarak analiz yiiriitiildiigiinde Ao/Ais
oranlar1 0,03-0,07 arasinda degistigi gézlenmistir.
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Bununla birlikte HLB kolonda WAX kolona gore daha fazla bir diismenin
gozlenmesi biiyiik hacim 6rnek yiiklemeleri i¢cin WAX kolonun daha iyi sonug
verecegini isaret etmektedir. Bu durumda gelistirilen 6l¢iim yontemi ile WAX
kolonun birlikte kullanimi sonucu sularda PFHxA igin istenilen diizeyde

zenginlestirme saglayacagi goriilmiistiir.

Cizelge 3.14 iki farkl1 hacimde PFHXA standart ¢cozeltilerinin ve kor ¢ozeltinin ii¢ farkli

SPE kartusla 6ziitleme verimine iligkin ikinci 6l¢iim yontemi ile alinan veriler

PFHXA Derisimi Sleiim A Aol Ars
ve hacmi ¢iim Asamasi
HLB WAX C18
10 mL saf su + 10 ng/mL 2,39 2,56 2,45
Yiikleme 0,04 0,05 0,03
Ara yikama 0,04 0,04 0,06
1,0 ng/mL
(10 mL) Eliisyon 2,26 2,44 1,92
Eliisyon verimi
%95 %95 %78
(eliisyon oranv/kor orani)
Yiikleme 0,04 0,04 0,04
Ara yikama 0,07 0,03 0,05
0,2 ng/mL
(50 mL) Eliisyon 1,84 2,21 1,44
Eliisyon verimi
%77 %686 %59
(eliisyon orany/kor orani)

Benzer sekilde diger analit olan PFHpA i¢in de {ig farkli kartusun verimi igin
birinci yontemle Ol¢lim alinarak sonuglar Cizelge 3.15°te verilmistir. Ardindan,
SPE kartuslarin 6ziitleme verimi i¢ standart verileriyle orantili olarak hesaplanmis
ve Cizelge 3.16’de listelenmistir.



o1

Cizelge 3.15 iki farkli hacimde PFHpA standart ¢ozeltilerinin ve kor ¢ozeltinin SPE

isleminin farkli asamalardaki pik alan degerleri ve her asamada ikinci yontemle 6l¢iim

oncesi eklenen i¢ standarda iliskin veriler

Yiikleme
hacmi (mL) Asama HLB HLB Ais WAX WAX Ass C18 C18 Ais
ve derisim
233433 81403 235888 74048 263824 233898
10 mL>
Kor (safsu) | 241831 79276 234592 76868 264760 228389
+10 ng/mL st
237102 80615 236763 79067 255485 235127
Yiikleme 14072 66239 16084 59275 4348 17006
Araylkama | 17697 64474 14295 65950 4254 18043
10 mL
213738 78861 212551 75734 172796 166725
(1,0 ng/mL)
Eliisyon 215065 78809 200676 73118 190932 168337
228235 82180 209299 71943 202807 159409
Yiikleme 18657 63276 21893 71718 7008 17138
Ara yikama 17270 67808 14718 64703 8798 20804
50 mL
172642 86657 205519 78623 205511 176641
(0,2 ng/mL)
Eliisyon 173803 79251 211929 83121 200078 168094
183581 90421 205117 79982 203462 171197
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Cizelge 3.16 iki farkli hacimde PFHpA standart ¢cozeltilerinin ve kor ¢ozeltinin ii¢ farkli

SPE kartugla 6ziitleme verimine iligkin ikinci 6l¢iim yontemi ile alinan veriler

PFHXA Derisimi Oleiim A Aol Ars
ve hacmi ¢iim Asamasi
HLB WAX C18
10 mL saf su + 10 ng/mL 2,95 3,08 1,12
Yiikleme 0,21 0,27 0,26
Ara yikama 0,27 0,22 0,24
1,0 ng/mL
(10 mL) Eliisyon 2,74 2,82 1,15
Eliisyon verimi
%93 %92 %102
(eliisyon orani/kor orani)
Yiikleme 0,29 0,31 041
Ara yikama 0,25 0,23 0,42
0,2 ng/mL
(50 mL) Eliisyon 2,07 2,58 1,18
Eliisyon verimi
%70 %84 %105
(eliisyon orani/kor orani)

Bu verilere gore her iki hacim i¢in en verimli 6ziitleme C18 ile saglandig:
goriilmektedir. Ancak bu durum referans noktasi olarak alinan kor ¢alismasindaki
bir hatadan da kaynaklanabilir diislincesi ile dikkate alinmamistir. Bu durumda
yiiksek hacimli 6rnek yiiklemelerinde WAX kartus HLB kartusa gore daha 1yi bir
verim saglanmaktadir. Buna ek olarak yiikleme ve ara yitkama asamalarinda derisim
kayb1 PFHxA’e gore PFHpA i¢in daha yiiksek gozlenmistir. Tiim bu verilerin
1s18inda 6rnek uygulamasi i¢in sehir sebekesine bagl ¢gesme suyundan alinan 6rnek

yiiklemesi yapilmustir.
3.3 SPE-LC-MS/MS Yonteminin Su érneklerine Uygulamasi

Bundan sonraki ¢alismalar ¢esme suyunda her iki analit icin WAX kartugla
zenginlestirme isleminin ardindan her iki o6l¢iim yOnteminin kullanimin
icermektedir. Bu amacla sehir sebeke suyuna bagli ¢esme suyundan alinan
numuneler 10 mL ve 50 mL olacak sekilde iki WAX kartusuna ayr1 ayr yiiklenmis
ve eliisyon sonrasi i¢ine i¢ standart cozeltisinden 10 ng/mL olacak sekilde

eklenmistir.
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Herhangi bir analit kaybinin izlenebilmesi i¢in yiikleme ve yikama

asamalarindan sonra da kurutma ve 6l¢iim islemleri tekrarlanarak, bu basamaklara

iligkin ol¢iimler de alinmistir. PFHXA i¢in birinci yontemle Olgililen degerler
Cizelge 3.17°de verilmistir. Ayrica 100 ng/mL standart i¢in LC-MS/MS sistemine

dogrudan enjeksiyonla elde edilen pik alanlar1 da verilmistir.

Cizelge 3.17 Cesme suyu (CS) orneklerinde PFHXA tayini i¢in birinci yontemle alinan pik

alanlar1 ve i¢ standart alanlarina oranlari

Ornek Ao Ort As+SD Ais Aol Ais Ort (Ao/Ais) £SD | RSD (%)
877942 18333 | 47,889
Distandart 7o 7623 | 000682:25044 | 16484 | 56268 |  52.0324,190 81
(100 ng/mL)
896581 17262 | 51,940
2717 20316 | 0,134
10 mL ¢S 6644 446042000 | 24438 | 0,272 0,191+0,072 37,9
(eliisyon)
4019 24169 | 0,166
1omtL €S - ’ 15463 - - -
(viikleme)
1omL ¢S 302 i 25149 | 0,012 . -
(ara yikama)
10mLCS+ | 166032 18480 | 8,984
ing/mLst | 170746 | 171177+5374 | 19032 | 8,972 8,674+0,526 6.1
(eliisyon) 176754 21912 8,067
+
10mLCS st ) ) 14399 ) . ]
(viikleme)
+
LOmLESTSt | g0 : 16950 | 0,042 - -
(ara yikama)
21276 21043 | 1,011
S0 mL ¢S 26478 | 2413142638 | 19235 | 1,377 1,223+0,189 155
(eliisyon)
24640 19249 1,280
S50 mL €S 270 ; 16210 | 0,017 - -
(ylikleme)
S0mL ¢S 590 - 17303 | 0,034 - -
(ara ytkama)

Bu sonuglar incelendiginde 10 mL ¢esme Suyu igin alinan sonuglarda 6nemli

bir salinim gézlenmis ve i¢ standart pik alanlarina oranlarin bagil standart sapmasi

oldukca yiiksek bulunmustur. Ancak 10 mL su numunesine 1,0 ng/mL olacak

sekilde katim yapilarak da islem tekrarlanmis ve bu durumda hesaplanan RSD<10

oldugu gozlenmistir. 50 mL su numunesi i¢in de ayni islem tekrarlandiginda bir

sonu¢ alinamamustir. Ancak yilikleme ve yikama sonrasi olusan kayiplar i¢

standartla karsilastirildiginda diisiik (<%3) diizeyde bulunmustur.
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Amonyum asetatin mobil faz olarak kullanildig1 diger yontemle analiz

tekrarlandiginda elde edilen veriler Cizelge 3.18’de listelenmistir. Bu yontemle

aliman sonuclarin tekrarlanabilirligi daha iyi bulunmus ancak 50 mL O6rnek

yiiklemesinde ise yiiksek hacimde ¢ozelti tutunan analitleri stiriikledigi i¢in sonug

alimamamuistir. Ayrica yiikleme ve yikama asamasindaki kayiplar birinci yonteme

gore daha yiiksek bulunmustur. 10 mL ¢esme suyu 6rnegi ve standart katimli su

orneginin yiiklenmesinden sonra yikama asamasi i¢in olgiilen pik alan degerlerinin

ellisyon agamasindaki degerlere orani sirasiyla %63 ve %9,6 diizeyindedir.

Cizelge 3.18 Cesme suyu (CS) 6rneklerinde PFHXA tayini igin ikinci yontemle alinan pik

alanlar1 ve i¢ standart alanlarma oranlari

Derisim Ao Ort As+SD Ais Aol Ais Ort (Ao/Ais) £SD | RSD (%)
1311224 63036 | 20,801
LU sl 1233478 | 1290865500393 | 68749 | 17,942 19,446+1 435 7.4
(100 ng/mL)
1327894 67770 | 19,504
12487 65754 | 0,190
10 mL €S 12870 124054511 65663 | 0,196 0.19340,003 16
(eliisyon)
11857 61426 | 0,193
10 mL CS 1709 . 62389 | 0,027 - -
(viikleme)
10 mL CS
(ara yikanea) 7762 - 61639 | 0,126 . ;
147397 60353 | 2,442
10mL CS + St ™ /1850 14327043631 | 67636 | 2,097 2.275£0,173 76
(eliisyon)
140564 61486 | 2,286
10mL CS +st | H5gy - 58456 | 0,044 - ;
(yiikleme)
10mLCS+st | 4a84g - 76833 | 0,180 - ;
(ara yikama)

Bu verilerin 1s18inda her iki yontemle 10 mL ¢esme suyu i¢in PFHxA

diizeyleri (Csr) 1,0 ng/mL standart katimli 6rnek (Cor+st) i¢in bulunan i¢ standart

orantili pik alan ortalama degerleriyle asagidaki formiil geregince hesaplanmistir;

_Cor

C6r+cst -

Birinci yontem igin;

Car (1-0,022) =0,022x1,0

(A

or /A s

Apr+s
(forest/ p )

Cort+Cst

_ 0,191

8,674

Cor

= 0,022

Csr = 0,023 ng/mL olarak hesaplanmustir.
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I¢ standart pik alanlari ile kiyaslamak dogruluk acisindan énemli bir katki
saglasa da kimi zaman dogrudan pik alanlarindan giderek de analizin
degerlendirilmesi farkli bir bakis agis1 saglayabilir. Bu nedenle dogrudan 6rnek
eliisyonu ve 1.0 ng/mL standart katimli 6rnek icin elde edilen eliisyonlarin pik
alanlarindan gidilerek asagidaki formiilden

Csr Asr __4460
Cor+Cst Apryst 171177

Car (1-0,026) =0,026x1

= 0,026

Cor = 0,027 ng/mL hesaplanir ve bu da is standart orantili hesaplanan degerle
uyumlu bulunmustur. Ancak her iki deger de 10 katlik deristirme faktorii dikkate

alinsa da daha once hesaplanan LOD degerlerinin altinda kalmaktadir.

Ikinci yontemle elde edilen veriler degerlendirildiginde tekrarlanabilirlik
degerlerinin daha i1yi (RSD<%10) olmasina karsin yikama asamasindaki kayiplar
olduk¢a diisiindiiriictidiir. Bu yontemle yukaridaki formiiller kullanilarak her iki
hesaplama da yapilmis ve bu degerler

A
c " a) 0,193
IS —

or —

CortCse (Aér+st/AIs) 2,275

= 0.085

Casr (1-0,085) =0,085x1.0 Csr = 0,093 ng/mL olarak hesaplanmustir.

Dogrudan 6rnek ve 1,0 ng/mL standart katimli 6rnek icin elde edilen pik
alanlarindan gidilerek asagidaki formiilden

“Cor_ — Ao - 12405 = (g6

CortCst  Asrist 143270

Cesr (1-0,086) =0,086x1 = 0,094 ng/mL hesaplanir ve bu deger i¢ standart

orantil1 degere oldukc¢a yakindir.

Farkli iki yontemle hesaplanan derisim degerleri (0,023 ng/mL ve 0,093
ng/mL) arasinda ii¢ katlik bir fark olmasi diisiindiiriicii olsa da diizey olarak LOD

degerinin altinda olmas1 kabul edilebilir olarak degerlendirilmistir.

Benzer sekilde diger analit olan PFHpPA i¢in de ¢esme suyu 6rneklerinde her
iki yontem i¢in analiz sonuglar Cizelge 3.19 ve Cizelge 3.20°da verilmistir.
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Cizelge 3.19 Cesme suyu (CS) orneklerinde PFHpA tayini igin birinci yontemle alinan pik

alanlar1 ve i¢ standart alanlarina oranlari

Derisim Ao Ort AotSD Ais Aol Ais Ort (Ao/Ais) = SD RSD (%)
794998 18333 | 43364
DI standart
(100 rgimly | 818478 | 812225:15104 | 16484 | 49653 4690243217 6,9
823198 17262 | 47,688
8675 20316 | 0,427
10mL ¢S 12014 9978£1786 | 24438 | 0,492 0.434+0,055 126
(eliisyon)
9245 24169 | 0,383
LOImES 2307 ; 15463 | 0149 - -
(yiikleme)
10mLCS
i ; 25149 | 0,103 - -
129908 18480 | 7,030
10mLCS + 1756210 | 1300733449 | 10032 | 6,658 6.5950.469 71
1 ng/mL st
133602 21012 | 6,097
10mL CStst | 5579 - 14399 | 0227 ; -
(yiikleme)
10mLES+st | 59,4 ; 16950 | 0,162 - -
(ara yikama)
17212 21043 | 0818
50 mL €S 17274 | 17979+1276 | 19235 | 0,898 0.909:0,097 10,6
(eliisyon)
10452 10249 | 1,011
50 mL ¢S 3072 16210 | 0,190 - -
(ylikleme)
50 mL CS
(rankamy | 265 17303 | 0,152 - -
134038 10667 | 12,566
S0mLCS + ™a00/5 | 13635422545 | 10778 | 12,613 12,60120,031 02
1 ng/mL st
139078 11016 | 12,625
S0mLCSHst |5y g 16543 | 0130 - -
(ylikleme)
50 mL CS + st ] 7870 ] ] ]

(ara yikama)

Bu verilere gére PFHpA igin tekrarlanabilirlik degerleri RSD<%15 olup,
yikleme ve yilkama asamasinda kayiplar oOnemli diizeylerde (%20-25)
gozlenmektedir. Bu yontemle yukaridaki formiiller kullanilarak 10 mL 6rnek
yiikleme i¢in hesaplama yapilmis ve sudaki diizeyi

Asr
€, _ U7a) 08066

CortCst (Aor+st ), ) 659

Csr (1-0,066) =0,066 x1,0 = 0,071 ng/mL olarak hesaplanmustir.
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50 mL 6rnek yiikleme igin ise;

Asy
€, _ C7a) 09 400

CortCsr (A6r+st/AIS) 12,601

Csr (1-0,072) =0,072 x1,0 = 0,078 ng/mL olarak hesaplanmustir.

Bu iki deger birbirine yakin olmakla birlikte her ikisi de LOD degerinin
altindadir. Ayrica ara islem adimlarinda kayiplarin yiiksek olmasi da sonuglarin
giivenilirligini etkilemektedir. Bu analit i¢in ikinci 6l¢lim yontemi de uygulanmig

ve veriler asagida sunulmustur.

Cizelge 3.20 Cesme suyu (CS) 6rneklerinde PFHpA tayini igin ikinci yontemle alinan pik

alanlar1 ve i¢ standart alanlarina oranlari

Derisim Ao Ort AoxSD Ais Aol Ais | Ort (Ao/Ais) £SD | SD(%)
1491958 63036 | 23,668
DI Standart
(100 rginly | 1540050 | 1545756256866 | 68749 | 22401 23.25240.737 32
1605259 67770 | 23,687
24092 65754 | 0,366
10405°> 23887 241724332 65663 | 0,364 0.37720,020 53
(eliisyon)
24537 61426 | 0,399
Wi LGS 17022 - 62389 | 0,273 ; ;
(yiikleme)
10mL CS
(ara k) 11739 - 61639 | 0,190 - -
157895 60353 | 2,616
10mL CS+St arn11 | 15940045030 | 67636 | 2440 2,527+0,088 35
(1,0 ng/mL)
155295 61486 | 2526
10mLCS*st | 43956 ; 58456 | 0,239 ; ;
(yiikleme)
10mLCS*st | 49400 - 76833 | 0,148 ; ;
(ara yikama)
25037 65522 | 0,396
50 mL ¢S 23918 24363£1405 | 65723 | 0,364 0.37120,022 59
(eliisyon)
23234 65696 | 0,354
30 mL CS 13049 - 63344 | 0,206 ; ;
(yiikleme)
50 mL CS
(2 ko) 10548 - 66245 | 0,159 ; ;
134164 54796 | 2,448
S0mL CS+St 926017 | 13308822522 | 56211 | 2427 2,454+0,030 12
(Eliisyon)
131382 52852 | 2,486
S0mLCSHst | 598 - 55874 | 0219 ; ;
(yiikleme)
WL LRSSl e ; 69459 | 0,080 ; ;
(ara yikama)
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Bu ikinci yontemle elde edilen veriler PFHpA igin daha iyi bir
tekrarlanabilirlik (RSD<%6) elde edildigini géstermektedir. Ancak, yiikleme ve ara
yikama asamasinda kayiplar onemli boyutta gozlenmektedir. Bu yoOntemle
yukaridaki formiiller kullanilarak 10 mL 6rnek i¢in yapilan hesaplama asagidadir.

A
c " a) 0,377
s —

or —

=0,149

CortCse  (Aorst /A:s)_ 2,527

Csr (1-0,149) =0,149 x1,0 Csr = 0,175 ng/mL olarak hesaplanmistir.

50 mL 6rnek yiikleme i¢in ise;

A
c "4 ) 0,371
IS —

or —

=0,151

Cor+Cst (A6r+st/AIs)_ 2,454

Cesr (1-0,151) =0,151 x1.0 = 0,177 ng/mL olarak hesaplanmistir.

Bu iki deger birbirine yakin olmakla birlikte her ikisi de LOD degerinin
altindadir. Bu degeri artirmanin yolu deristirme faktoriiniin yiikseltilmesi yani daha
biiylik hacimde 6rnek yiiklemesi bi¢giminde olsa da ara islem kayiplart daha farkl
bir 6nlem alma geregini ortaya koymaktadir.
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4. GENEL DEGERLENDIRME VE SONUC

Kalic1 organik kirleticilerin ¢evre ve insan sagligina olumsuz sonuglari
nedeniyle kontrol altina alinabilmesi i¢in ¢evre Orneklerinde duyarli ve secici
analitik yontemlerin gelistirilmesi biiyiilk 6nem tasimaktadir. Bu tez ¢alismasinda
yasal olarak izlenen bilesiklerin kisa zincirli muadilleri olarak kullanima siiriilen ve
toksik etkileri belirsizlik i¢eren iki dnemli kirletici (PFHpA) perfloroheptanoik asit

ve (PFHxA) perflorohekzanoik asit bilesiklerin analizi incelenmistir.

Tez ¢alismasinin ilk kisminda bu bilesiklerin LC-MS/MS sistemine dogrudan
enjeksiyonu ile analizi ve i¢ standart pik alanlar ile kiyaslayarak, kalibrasyon
grafikleri olusturulmustur. Bu amagla 6ncelikle farkli polaritede ve u¢uculukta olan
cok sayida analitin yanyana tayinine olanak taniyan bir yontem esas alinmistir.
Hareketli faz olarak matriksten kirlilik siiriikleyebilen metanol yerine asetonitril
tercih edilmis ve ayrica organik faza 0.1% olacak sekilde formik asit eklenerek, bu
asidik fazin sinyal/giirtiltii (S/N) oranini iyilestirmedeki katkis1 da incelenmistir. Bu
amagla PFHXA ve PFHpA i¢in 1-100 ng/mL araliginda saf suda hazirlanan standart
cozeltilerinden LC-MS/MS sistemine enjekte edilerek iyi bir dogrusallik elde
edilmis ve kalibrasyon verilerinden gidilerek, LOD ve LOQ degerleri ppb
diizeyinde tespit edilmistir. Daha sonra standart EPA 533 yontemi ile de
kiyaslandiginda benzer sonuglarin alindigi goriilmiistiir.

Ancak bu diizeyler su numunelerinde analiz igin yeterli diizeyde
olmadigindan, daha duyar sonuglarin eldesi ve olasi girisimcilerin de
uzaklastirilabilmesi i¢in ti¢ farkli nitelikte kat1 faz ekstraksiyon (SPE) kartuslart ile
ayrilmalarinin ardindan, LC-MS/MS sistemi ile analizi incelenmistir. Bu amagcla
HLB, WAX ve C18 kolonlar1 kullanilmis ve ayrica asidik tiirlerin 6ziitlenmesinde
ve analizinde pH kosullariin etkisi de incelenmistir.

Standart ¢ozeltilerle birlikte i¢ standart olarak kullanilan bilesigin de kartusa
yiiklenmesinden sonra her {i¢ kartus i¢in gerikazanim verimleri %60 civarinda olup,
kabul edilebilir degerin altindadir. Bu nedenle bundan sonraki c¢alismalarda ig
standardin SPE islem sonrasi cihaza verilmeden 6nce eklenmesine karar verilmistir.
Bu amagla oncelikle SPE islemine tabi tutulan standart ¢ozeltilerle her iki yontemle
Ol¢tim alinarak, verim ¢alismasi tekrarlanmis ve daha sonra bu veriler kullanilarak,
SPE kartuslarin 6ziitleme verimi ayni derisim ancak iki farkli hacim igin i¢ standart

verileriyle orantili olarak hesaplanmistir.
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SPE kartusa yiiklenen hacmin oOziitleme verimi iizerinde etkisini ortaya
cikarmak i¢in ayn1 miktar (10 ng) analit yiiklenecek sekilde iki farkli hacimde (10
ve 50 mL) standart ¢6zelti yliklenmis ve Cizelge 4.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1 Iki farkli hacimde standart ¢ozeltilerinin ve kor ¢ozeltinin ii¢ farkli SPE

kartusla 6ziitleme verimine iliskin her iki yontemle alinan veriler

Yiikleme Hacmi Birinci yontem ikinci yontem

Analit o
ve derisimi HLB | WAX C18 | HLB | WAX C18

10 mL 1,0 ng/mL %77 %94 %79 | %95 %95 %78
PFHXA

50 mL 0,2 ng/mL %73 %101 %56 | %77 %86 %59

10 mL 1,0 ng/mL %85 %77 %77 | %93 %92 %102
PFHpA

50 mL 0,2 ng/mL %65 %82 %70 | %70 %84 %105

Calisilan analitlerden PFHXA igin en iyi peformansi gosteren WAX kartusla
yiiksek gerikazanimlar elde edilmistir. Diger iki kartusun eliisyon verimi birbirine
yakin olup, 50 mL yiikleme hacmi i¢in %80’in altindadir. Bu analiz serisinde
yiikleme ve ara yikama kayiplarinin 6ncekine gore daha az oldugu goriilmektedir.
Diger analit olan PFHpA icin ise en verimli 6ziitlemenin C18 ile saglandigi
gorilmektedir. Ancak bu durum referans noktasi olarak alinan kor ¢alismasinda
diisiik oran eldesine baglanmistir ve bu da verimi etkilemektedir. Bu durumda
yiiksek hacim yliklemelerde WAX kartus HLB kartusa gore daha iyi bir verim
saglanmaktadir. Buna ek olarak yiikleme ve ara yikama agamalarinda PFHpA kayb1
PFHxA’e gore daha yiiksek gézlenmistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda kisa zincirli PFAS bilesklerinden PFHxXA
ve PFHpA i¢in duyarli ve segici bir yontem gelistirilmis olup, ¢esme suyu

orneklerine uygulamasi yapildiginda belirtme sinirinin altinda oldugu gézlenmistir.

Daha duyar 6l¢iimler igin daha biiyiik hacimde 6rnek yiiklenerek, deristirme
faktoriiniin biiyiitiilmesi gerekmektedir ancak ara basamaklarda gozlenen kayiplar
nedeniyle farki bir yaklasim arayisina girilmelidir. Bu da daha duyar bir cihaz ve
daha uygun bir kolonla duyarligin artirilmasi bigiminde ilerideki c¢aligmalarda
dikkate alinacaktir.
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