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OZET

Tiiketilen veya maruz kalinan kimyasallarin ve metabolitlerinin atik suda analizine dayanan ve
toplumla ilgili pek ¢ok bilgiye ulagilmasini saglayan ¢alismalar, atik suya dayali epidemiyolojik
yaklasim (WBE) olarak adlandirilir. Kafein tiiketiminin ¢ok eski tarihlere dayanmasi ve ana
kaynag1 olan kahvenin popiilaritesinin giderek artmasi atik sularda kafein ve metabolitlerine
rastlamayr miimkiin kilmaktadir. Buna kafeinin kararliligimin iyi olmasi, sadece beseri
faaliyetleri yansitmasi gibi 6zellikleri de eklenince, atik suya dayali epidemiyolojik yaklagim
temelli galismalar i¢in kafein 6nemli bir biyobelirte¢ haline gelmektedir. Beseri biyobelitegler,
WBE temelli ¢alismalarda popiilasyon biiyiikligii ve dinamigi hakkinda bilgi saglar. Ayrica
kafein antropojenik bir belirteg oldugundan yiizey sularinda varligi sularin kirlendiginin de
gostergesidir. Bu yiizden atik sularda kafein i¢in hizli ve giivenilir bir yontem olusturmak ve
gelistirmek 6nemlidir. Bu calismada da suda kafein analizi i¢in son zamanlarda kullanimi
giderek artan Sivi Kiitlesi-Ardigik Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) ile dogrulama
gerektirmeyen, diisiik tayin limitine sahip, hizli ve giivenilir bir yontem olusturma ve gegerli
kilma calismalariin yapilmasi amaglanmistir. Sivi kromatografisi ve kiitle spektrometresi
parametreleri ile akis programi ayarlanan yontemde; se¢icilik, analitik duyarlilik, tespit ve tayin
limiti, dogrusallik, dogruluk ve saglamlik gibi gecerli kilma parametreleri ¢aligilmistir. Tespit
Limiti (LOD) 200 ng/L, Tayin Limiti (LOQ) 500 ng/L olarak hesaplanmig; 500-100000 ng/L
dogrusal aralikta, r2 0,997 ile dogruluk ¢alismalar1 yapilmistir. Tiim ¢alismalarda %RSD <10;
farkl1 giinlerde ve farkli konsantrasyonlarda yapilan g¢aligsmalarda geri kazanim 9%87-109
arasinda bulunmustur. On islem gerektiren bu yontemde 50000 ng/L konsantrasyon ile
zenginlestirme yapilan ¢esme suyu numuneleri, kati1 faz cekitleme islemine tabi tutulmus;
cekitleme isleminden verimlilik ortalama %93,34 olarak bulunmustur. Gelistirilen bu yontemde
atik sularda kafein analiziyle bdlgenin popiilasyon biiylikliigli ve dinamigi; yiizey sularinda
analizi ile de kirlilik diizeyi tespit edilip ¢evresel risk olup olmadigi hakkinda degerlendirme

yapilabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Atik su, Kafein, Biyobelirteg, S1ivi kromatografisi Kiitle Spektrometresi,

Validasyon



ABSTRACT
Waste water based epidemiological (WBE) approach is an analysis of wastewater chemicals
exposed and consumed by population and access all population data. Since the consumption of
caffeine goes back to ancient times and the popularity of coffee (main source of caffeine) that
gradually increases makes possible come across caffeine and its metabolites in wastewater. In
addition, stability of caffeine and to indicate only human activities make caffeine significant
biomarker for wastewater based epidemiological analyses. Human biomarkers provide us
information about population size and Dynamics in WBE based studies. Also, because of being
an anthropogenic marker, caffeine indicate contamination on surface waters. Therefore, it is
important developing a fast and reliable caffeine method. In this study it is aimed to create and
validate a fast and reliable method with low quantification limit and which does not require any
verification by LC-MS/MS which has been used recetly. LC-MS/MS parameters and flow
program set up and validation parameters such as selectivitiy, analytical sensivity, limit of
detection and determination, linearity, accuracy and robustness were studied. Limit of detection
was calculated 200 ng/L, limit of quantitation was calculated 500 ng/L. Accuracy studies with
0,997 were performed in the linear range of 500-100000 ng/L. In all studies %RSD was <10;
recoveries were found between %87 and %109 in different days and at different concentrations
studies. In this method which requires pretreatment, tap water samples were enriched with a
concentrations of 50000 ng/L and extracted. The efficiency of extractions was found %93,34
on average. In this developed method, by analysis of caffeine in wastewater, population size
and dynamics of the region can be evaluated and level of pollution in surfacewater can also be

evaluated whether there is a environmental risk.

Key Words: Waste water, Caffeine, Biomarker, Liquid Chromatography Mass Spectrometry,

Validation



1.GIRIS VE AMAC
Atik sular bir toplumun tiikettigi ve maruz kaldigi her seyi, yasam tarzini, aligkanliklarin1 ve
saglikla ilgili bilgilerini yansitan iyi bir veri saglayicisidir (1,2). 2001 yilinda Daughton
tarafindan ortaya atilan atik suya dayali epidemiyolojik yaklasim (WBE); maruz kalinan,
tilketilen kimyasallarin ve metabolitlerinin atik suda analizi esasina dayanmaktadir (3). WBE
yaklasimi; es zamanli, dogru ve giincel yasa dis1t madde kullanimi bilgisi edinmek igin ilk kez
2005 yilinda Zuccato ve ark. tarafindan yiizey sularinda kokain tespitiyle uygulanmaya
baslanmis; giiniimiizde toplum ve ¢evre saghigiyla ilgili degerlendirmelerde uygulanmaya

devam etmektedir (4).

Insanda metabolizma faaliyetleri sonucunda atilim olarak ortaya ¢ikan maddeler biyobelirteg
olarak tanimlanir. Toplumla ilgili dogru bilgiye ulasabilmek, en uygun biyobelirtecin tespit
edilmesiyle miimkiindiir. Bu yilizden sularda kararli olan, sadece insan faaliyetlerini yansitan,
tespiti kolay ve farmakokinetik verilere sahip olan kimyasallar, ideal bir biyobelirte¢ olarak
kabul edilmekte ve atik sularda tespit edilerek toplum sagligi ve gevre sagligi konusunda bilgi

sunmaktadir (5).

Kafeinin ana kaynaginin kahve olmasi nedeniyle kullaniminin ¢ok eski tarihlere kadar
uzanmasi ve ginliimiizde popiilaritesinin devam etmesi nedeniyle, atik sularda kafeine ve
metabolitlerine rastlamak olduk¢a miimkiindiir. Ayrica kararli olmasi, insan faaliyetlerini
yansitmasit ve tespitinin kolay olmasi biyobelirteg olarak degerlendirilme hususunda dikkat

cekmektedir (2).

Kafein ve metabolitlerinin yiizey sularinda ya da yer alt1 sularindaki varligi; atik su aritma
sistemlerinin iyi caligmadigini ya da insan faaliyetleri sonucunda kirlendigini gdsteren
antropojenik bir belirtectir. Kafein ve parasetamoliin E.coli ile iliskisinin degerlendirildigi

Bristol Liman sularinda yapilan bir ¢alismada, kafein ile E.coli arasinda paralel bir iliski



gbzlemlenmistir. Bu da sulara bir antropojenik girisin oldugunu yani kanalizasyon sisteminin
karistigin1 gostermektedir (6). Endiistriyel kirlenmenin disinda kafeinin de iginde oldugu
farmasotik aktif maddeler (PhAC), tibbi ilaglar ve kisisel bakim {irtinleri (PPCP), endokrin
bozucu maddeler (EDC) gibi tiikketim sonucu kanalizasyon sisteminden yiizey ve yer alti
sularina karisan kimyasallar; son donemde ortaya ¢ikan kirletici sinifindadir. Gelecek donemde
ortaya cikaracaklari tehlikeler ¢evresel boyutta olgiilmeye baslanmistir (7-10). Bu yilizden
bugiine kadar gidalarda kafein tespitinin, plazma ve idrar gibi biyolojik materyallerde
farmakokinetik ¢alismalarin yani sira Kafeinin sularda tespit edebilecegi yontemlerin

olusturulmasi ve gelistirilmesi de 6nem tagimaktadir.

Kafeinin popiilasyonla olan iliskisinin degerlendirildigi ¢alismalarda, hidrokimyasal
parametrelerle kafein ve metabolitleri {lizerinden degerlendirmeler yapilmis popiilasyon
hareketinin bu verilerle uyumlu oldugu gozlemlenmistir (1,5). Kafeinin, popiilasyon
biiytikliigiinii ve dinamigini gostermesi agisindan 6nemli bir biyobelirte¢ oldugu kanaatine

varilmistir.

Adli bilimler agisindan kafein gibi beseri biyobelirtegler; giincel niifus bilgisi ve hareketi
saglamasi yoniinden 6nemlidir. Bu ¢alismanin da ¢ikis noktalarindan biri; Tiirkiye’de Istanbul
ve Adana’da yapilan ¢alismalarda oldugu gibi, bir¢ok iilkede analiz edilen atik suda uyusturucu
kullanim miktarinin hesaplanmasinda yasanan anlik niifus bilgisine ulasamama, niifus
hareketini izleme konusunda yasanan eksikliklerdir (11,12). Belli bir bélgede uyusturucu
kullanim miktar1 da dahil bir¢ok kisi basi tiiketim miktar1 ¢aligmalarinda ‘‘de jure (hukuki)’
niifus bilgisi kullanilmakta, bu da dogru sonuglara ulagmaya engel olmaktadir. Bu yiizden WBE
yaklagimini kullanarak kafein gibi beseri biyobelirteglerin atik sulardan en dogru ydntemle
analiz edilmesi ‘‘de facto (fiilen)’’ niifus bilgisine ve hareketine ulasma konusunda 6nem

tasimaktadir.



Bu tez ¢alismasinda S1vi Kromatografisi - Ardisik Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) ile atik
suda kafein analizi i¢in yontem gelistirilmesi amag¢lanmistir. Kafein i¢in LC-MS/MS sisteminde
yontem gelistirilecek ve yontemin gegerli kilinmasi parametreleri olan segicilik, dogrusallik,
tespit ve tayin limitleri, dogruluk, kesinlik, saglamlik ¢alismalar1 yapilmistir. LC-MS/MS
kullanilarak hizli, kolay, 6zgiin, diisiik tayin limitli, tekrarlanabilirligi ve geri kazanimi yiiksek
bir yontem gelistirilmesi amaglanarak hem yiizey sularina karisan kafein tespit edilebilecek
hem de atik su analizlerinde kafein ve metabolitlerinin miktar1 ile popiilasyon biiyiikligii ve
dinamiginin gilinliik/haftalik/aylik degisimleri takip edilerek belirlenen bolgelerde giinliik 1000

kisi basina diisen yasa dis1 madde miktari bilgisine gercek zamanl olarak ulasilacaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Kafein

Kafein; tam adi 1,3,7 trimetilksantin (CgH10N4O2) olan piirin tiirevi bir bitkisel alkaloiddir.
(13,14). Molekiil agirhigi 194,19 g/mol, yogunlugu 1,2 g/cm®tiir. Erime noktas1 238°C,
kaynama noktas1 178°C olan kafeinin saf hali beyaz toz yapidadir. Suda ¢ozlinmesine ragmen
diklorometan, kloroform, methanol gibi organik ¢oziiciilerde daha iyi ¢6ziinmektedir (15,16).
Organik c¢oziiciiler igerisinde genelde sicaklik arttiginda ¢oziintirliiliigi artarken; kloroform
¢ozeltisi igerisinde sicaklik azaldiginda ¢oztntrliligi artmaktadir (17). Sekil 2.1°de kafeinin

kimyasal yapisi gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Kafein Kimyasal Yapisi (16)

Kafein 60’dan fazla bitki ¢esidinde ve meyve tohumlarinda bulunmaktadir (5,18). Kafeinin ana
kaynagi kahve cekirdekleri (coffea arabica, coffea robusta) ve ¢ay yapraklaridir (camellia
sinensis). Ayni zamanda kola findiginda (cola acuminate), kakao ¢ekirdeginde, yerba mate
cayinda ve Guarana bitkisinde de bulunmaktadir (19). Sekil 2.2°de kafein igeren bitkiler

gosterilmistir.



(d) (e) ()
Sekil 2.2. Kafein igeren Bitkiler: (a) Kahve Bitkisi, (b) Cay, (c) Kakao cekirdegi, (d) Kola

findig1, (€) Yerba mate ¢ay1, (f) Guarana Bitkisi) (20-25)
Kafein tiiketimi; milattan 6nce 2737 yilinda Cin Imparatoru Shen Nung tarafindan, yakininda
bulunan ¢ay yapraklarinin kaynar suya diismesiyle suda farkli bir tat olusturdugunu ve aroma
verdigini fark etmesiyle baglar. Kafeinin kahve olarak tiiketilmesi ise 9.yiizyila dayanmaktadir.
Giiney Arap yarimadasinda bir ¢oban yabani kahve tanelerini yiyen bir keginin daha hareketli
oldugunu fark etmis, kahve tanelerinin 6fori ve uyarici etkisini daha sonra kendi iizerinde
denemistir. Kahve ilk 6nce Afrika’ya, 1600’lerde ise Avrupa’ya ulasmig;1800°1i yillarin
sonlarinda Dr. Pepper ile baslayip Coca Cola, Pepsi gibi igeceklerin igeriginde kullanilmaya
baslanmasiyla glinlimiize kadar yayginlasmistir. Kafeinli igeceklere ilginin giderek artmasiyla

kafein diinyada en ¢ok tiiketilen igeceklerden olmustur (13).

Kafein; ilk kez 1820’de Alman kimyager Runge tarafindan, kahve ¢ekirdekleri kullanilarak
izole edilmistir. Fransiz kimyager Oudry siyah ¢aydan bu alkaloidi ayirarak Tein ismini vermis
ancak daha sonra bunun kafein oldugu anlasilmistir (16). 1861°de de Strecker tarafindan kafein,
teobromin metilasyonu ile sentetik olarak hazirlanmistir (14). Kakao bitkisinin igerigindeki
teobromin, dimetilstilfat veya metil-p-toluenesulfonat gibi metilasyon ajanlariyla kafeine

dontismektedir (14).



2.1.1. Kafein Tuketimi

Kafein; cogunlukla kahve, cay ve alkolsiiz i¢eceklerin tiiketilmesiyle metabolizmaya girer. Bu
iceceklerin disinda kakao ve ¢ikolata gibi yiyeceklerde, analjezik ilaglarda ve diyet {irlinlerinde
de kafein bulunmaktadir. Son yillarda enerji igeceklerinin, sporcu igecek ve meyve sularinin

tilketiminin artmasiyla da kafein tiiketimi giderek artmaktadir (5,13).

Tablo I’de baz1 yiyecek ve i¢eceklerdeki kafein miktarlarr gosterilmistir.

Tablo 1. Baz1 yiyecek ve igeceklerdeki kafein miktarlar1 (14,26)

Yiyecek ve Icecekler Kafein Miktar:
Normal dem kahve 85 mg/150 mL
Hazir kahve tozu (Kahve 6zii) 60 mg/150 mL
Kafeini alinmis kahve 3-5mg/150 mL
Tiirk Kahvesi 57 mg/ 60 mL
Normal ¢ay 40 mg/150 mL
Hazir gay tozu (Cay 06zii) 30 mg/150 mL
Kola 18 mg/200 mL
Sicak Cikolata 4 mg/150 mL
Cikolatali Sekerleme 5-20 mg/ 100 g

Tablo II’de farkli bir ¢alismadan elde edilen i¢eceklerde kafein miktarlart verilmistir (13). Bu
caligmaya gore espresso kahvesi kafein igerigi bakimindan en yiiksek miktara sahip kahve

cesididir. Yerba mate ¢ayi diger igeceklere oranla yiiksek miktarda kafein igerir. Kafein miktart;



bitki ¢esidine, yetistirildigi ortama, demleme yontemine gore de farklilik géstermektedir. Tablo

Il ve IV te farkli iilkelerde yetisen bazi bitkilerin kafein igerigi sunulmustur (13,17).

Tablo I1. Baz1 igecek Gruplarinda Kafein Miktar1 (13)

Kafein kaynagi Kafein Miktar:1 (mg)
(8 0z/240mL icin)

Kahve

Kafeinsiz 5

Toz kahve 93

Espresso 320

Sade, demleme 133

Cay

Yesil cay 45

Siyah cay 47

Yerba mate 78

Alkolsiiz Icecekler

Coca-Cola Klasik 23

Pepsi Cola 25

Diet Coke 31

Enerji Icecekleri

RedBull 76

Monster 80

Burn 76




Tablo 111. Baz1 Bitkilerdeki Kafein Miktarlari (13,17)

Bitki Kafein %
Guarana 4

Cola Nut 1,5

Tirk Cay1 2,7-5,0
Sri Lanka Cay1 2,8
Assam Cay1 3,6
Darjeeling Cay1 4,2

Tablo IV. Farkli Ulkelerde Yetisen Yerba Mate Caylarinin I¢indeki Kafein Miktarlari (13)

Yerba Mate Cay1 ig:erigideki kafein konsantrasyonu (%)
Itabo, Paraguay 15,5+0,01

Asuncion, Paraguay 13,5+0,006

Canarias, Brezilya 13+0,01

San Mateo do Sol, Brezilya 10,440,002

Misiones, Arjantin 8,6+0,004

Corrientes, Arjantin 10,8+0,009

Tiirkiye’de satilan farkli markalardaki iceceklerde kafein miktarina bakildiginda en yiiksek
kafein orani tiirk kahvesinden (858 mg/L) elde edilmistir. Dokme ¢ayda 840 mg/L, ¢oziilebilir
kahve 509 mg/L, poset cayda 218 mg/L, kolada 148 mg/L, enerji iceceklerinde ise 169 mg/L
bulunmusgtur. Saglik agisindan giinlik doz limiti diisiiniildiigiinde bu miktarlar dikkate

alinmalidir (27).



Tablo V’te bazi tlilkelerdeki giinliik ortalama kafein tiiketim miktar1 gosterilmistir.

Tablo V. Cesitli Ulkelerde Giinliik Ortalama Kafein Tiiketimi (13)

Ulkeler Ortalama Giinliik Kafein
Tiiketimi (mg/giin)

Cin 16

Giiney Afrika 40

Kenya 50

Birlesik Devletler 168

Japonya 169

Birlesik Krallik 202

Kanada 210

Avustralya 232

Fransa 239

Isvicre 288

Brezilya 300

Finlandiya 329

Danimarka 390

Bu aragtirmada Kafein tiiketimine kahve, cay, mate ve kakao i¢erigine sahip tirlinler dahil edilip
kola tipi icecekler arastirma kapsamina alinmadigindan ortalama giinliik kafein tliketimi
(mg/giin) gercek tiiketimden daha diisiiktiir. Kafein tiiketiminin ¢esidi farklidir. Ornegin ABD,
Kanada, Finlandiya, Isvigre gibi iilkeler igin kafein alim1 kahve ile gergeklesirken; Ingiltere cay
ile; Cin yesil ¢ay ile; Brezilya Arjantin gibi iilkeler kahve, yerba mate ¢ayi ile kafein alimini

gergeklestirmektedir (13).
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Kafein tiiketiminin ana kaynagi yetiskinler i¢cin kahve olurken; ¢ocuklarda c¢ay, kola tipi
mesrubatlardir. 2002 yilinda Frary ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir arastirmada ABD’de
ortalama 70 kg agirliginda bir kisinin giinde 280 mg kafein tiikettigi ortaya ¢ikmustir.
Ergenlerde ve gocuklarda bu oran daha azdir (28). 2019 yilinda Amerika’da iiniversite
Ogrencileri arasinda kafein tiikketimini 6grenmek i¢in yapilan bir aragtirmada {niversite
ogrencilerinin giinliikk 159 mg kafein tiikettikleri ve bunun biiyiik bir ¢ogunlugunu kahveden

aldiklar1 ortaya ¢ikmuistir (29).

Diinya Saglik Orgiitii 10-19 yas araligin1 adolesan, 15-24 yas araligmi genglik dénemi olarak
kabul etmektedir. Tiirkiye’de Isparta Yalvag’ta adolesanlarda kafein tiiketimi arastirilmis; 14-
19 yas grubu ¢alismaya katilan adolesanlarin bir giinde tiikettikleri ortalama kafein miktar
172,40 mg olarak bulunmustur. Kafein dikkati artirma, odaklanma gibi zihinsel yetenekleri
arttigr icin Ozellikle ders ¢alisirken ve ara Ogiinlerde tliketilmektedir. Bu bdlgede gencler
arasinda kafeinli triinlerin tiiketimi ¢oktan aza dogru sirayla cay, kola, hazir kahve, kafein
iceren yiyecekler (¢ikolata ve ¢ikolatali iiriinler), bitki ¢ay1 ve enerji igecegi seklindedir (30).
Kocaeli’nde saglik calisanlar1 ve 6grenciler arasinda yapilan anket calismasinda ise kafein
tilketimi belirli gruplara ayrilmis giinde 100-200 mg kafein tiiketenler %27, 200-300 mg kafein
tiikketenler %29’luk oran ile Tiirkiye’deki kafein tiiketiminin Amerika ve Ingiltere’deki benzer

oranlara sahip oldugu ortaya ¢ikmistir (31).

Saglikli yetiskin bireyler i¢in giinde 400 mg’a kadar olan kafein dozunun giivenli oldugu

bildirilmistir (32).

1959 yilinda FDA Kola tipi igeceklerinin igindeki kafeini giivenli olarak (Generally Recognized
As Safe-GRAS) kabul etmistir (33). O tarihten giiniimiize de kafein ile ilgili ¢aligmalari

yakindan takip etmeye devam etmektedir.
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Bazi iilkelerde kafeinli igecek grubuna sinirlamalar getirmistir (13):

e ABD’de FDA, kafeini GRAS smifinda %0,02 olarak sinirlamastir.

e Avustralya maksimum 320 mg/L kafein olarak sinirlamistir.

e Kanada kola tipi igeceklerde kafeini 200 mg/L’ye kadar izin vermektedir. 10-12 yas
araliginda cocuklar i¢in 85 mg/giin; hamileler i¢cin 300 mg/giin ile sinirlandirmistir.

e Avrupa Birligi iilkeleri i¢in iceceklerde herhangi bir kafein {ist limiti yoktur; ancak 150
mg/L gectigi anda etikete ‘Yiiksek Kafein Icerigi’ ibaresi konulmasi gerektigi
bildirilmistir.

e Asya’da Giiney Kore Gida ve Ilag Idaresi yetiskinler igin giinde 400 mg/L’den az,
hamileler i¢in 300 mg/giin’den az, gocuklar igin ise en ¢ok 2,5 mg/kg/giin kafein
onermektedir. Tayvan kahve ve ¢ay disindaki igecekler i¢in 320 mg/L kafein st limiti
koymustur. Latin Amerika iilkelerinden Meksika, kafein i¢in i¢eceklere herhangi bir {ist
limit 6ngérmemektedir; ancak kafein miktari 200 mg/L’den fazla ise ‘Kafein Eklenmis
Icecek’ siifina sokmaktadir. Brezilya 320 mg/L, Sili 320 mg/L kafein igeren icecekleri
sporcu icecegi smifina dahil etmektedir. Icecekler icin herhangi bir kafein iist limiti

yoktur; ancak giinliik 500 mg’den fazla kafein tiiketimini tavsiye etmemektedir.

Tiirk Gida Kodeksi Enerji icecekleri Tebligine gore enerji igeceklerindeki kafein miktarina 150
mg/L seklinde simirlama getirilmistir (34). Ancak iriiniin etiket bilgisi, ger¢ek kafein oranini
yansitmayabilir. Adana’da yapilan ¢alismada farkli markalara ait 16 adet enerji igeceklerindeki
kafein miktar1 analiz edilmis, bunlardan 13 tanesinin sinirin istiinde kafein igerdigi sonucuna

ulagilmistir (35).

2.1.2. Kafein Metabolizmasi ve Etki Mekanizmasi

Kafeinin metabolik yolu karmasiktir. Kafein, karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi ile

metabolize olur ve idrarla atilir. Paraksantin (1,7-dimetilksantin) %84, teobromin (3,7-
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dimetilksantin) %12, teofilin (1,3-dimetilksantin) %4 ortalama oranda ii¢ ana metabolite
dontismektedir. Bu metabolitler daha sonra karacigerde demetilasyon ve oksidasyona
ugrayarak baska metabolitlere doniisiir (13). Paraksantin (PXT), teobromin ve teofilin kimyasal

yapilar Sekil 2.3°te gosterilmistir.
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Sekil 2.3. (a) Paraksantin, (b) Teobromin, (c) Teofilin maddelerinin kimyasal yapilar1 (19)

Kafeinin metabolik yolu Sekil 2.4 ‘te gosterilmistir:
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Sekil 2.4. Kafein Metabolizmasi (5)
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Kafein, 3-demetilasyona ugrayarak paraksantin olusturur. Bu metabolit daha sonra ti¢ farkli

reaksiyon verir (5):

e 8-hidroksilasyon ile 1,7-dimetiliirik asit

e 7-demetilasyon ile 1-metilksantin. 1-metilksantinin bir kismi da 1-metiliirik aside
metabolize olur.

e Agcik halka tiriinii olan 5-asetilamino-6-formilamino-3-metiliirasilin (AFMU) (kararsiz
yapida oldugundan daha sonra 5-asetilamino-6-amino-3-metiliirasii [AAMU]’e

dontistir)

Bir bagka kafein metaboliti olan 7-metilksantin, hem teobromin hem de paraksantinin

demetilasyonu ile olusabilir.



Kafein i¢in metabolik yollar Sekil 2.5’te de gosterilmistir:
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Sekil 2.5. Insan metabolizmasinda kafeinin metabolik yolu (19)
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Bazi tiriinlerin iceriginde kafein metabolitlerinden teobromin ve teofilin dogal olarak bulunur.
Kafein tiikketimi hesaplamasi yapildiginda gercek verilere ulagsmak icin bu degerler de dikkate

almmalidir. Ornegin;

e Cikolata %1,3 teobromin, %0,75 kafein, teofilin az oranda
e Kola findig1 %2-3,5 kafein, %1-3,5 teobromin, teofilin az oranda

e Cay yapraklar1 %3 kafein, teofilin ve teobromin az oranda

Kafein biyoyararlanimi %100’diir ve tamamen emildiginden diski géz ardi edilebilir (13).
Metabolitlerin haricinde diisiik oranda kafeinin kendisi de idrarla atilir. Kafein tiketildikten
sonra 1 saat icinde plazmada yiiksek konsantrasyona ulasir. Saglikli bir insanda kafein alim1
sonras1 gastrik bosaltma; kafeinin %50’si ilk 1-2 saat i¢inde, geri kalan kismi ortalama 3,5 saat
iginde meydana gelir. 70-100 mg arasi kafeinin karacigerdeki farmakokinetigi lineerdir.

Kafein-dozu arttik¢a atilim yar1 6mrii artmaktadir ve lineer yapidan sapmaktadir (13).

Diinya Anti-Doping kurumunun kafein smirinin olmasi ve sporcularin ne kadar kahve
tiikketmesi gerektigiyle ilgili Urdiinlii sporcular iizerinde yapilan bir ¢alismada Tiirk kahvesi
tiikketiminin 3 saat sonrasinda kafeinin idrarda maksimum diizeye ulastigi goriilmiistiir. Bu
durumda literatiirdeki kahve tiiketiminin maksimum atilim zamanmin 2-5 saat oldugunu

dogrulamaktadir (36).
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Tablo VI’da Gracia-Lor ve ark. yaptigi ¢alismadan alinan, Kafein ve bazi metabolitlerinin atilim

profili gosterilmistir.

Tablo VI. Kafein ve bazi metabolitlerinin atilim profili (19)

Farmakokinetik
calismalardan elde

edilen % Ortalama

Spot idrar
analizleri (%95

giiven araliginda)*

Atik su
calismalarindan

elde edilen %

Atilhim (SD) Ortalama Atilim

Kafein 1,7 (1,0) 1,57-2,08 20,9 (6,0)
Paraksantin 4,6 (1,4) 6,73-8,29 22,1 (4,0)
1-metilksantin 10 (3,4) 15,4-19,0 15,8 (3,5)
7-metilksantin 3,1(1,2) 28,6-34,3 24,9 (6,4)
1-metiliirik asit 16,5 (6,2) 35,8-43,4 4,7 (1,1)
1,7-dimetiliirik asit | 6,7 (2,3) 11,0-13,6 11,6 (2,0)
Teofilin 0,6 (0,4) 0,796-0,955 Analiz edilmedi
Teobromin 1,5(1,3) 11,4-13,5 Analiz edilmedi
1,3-dimetiliirik asit 1,6 (0,7) 3,17-3,89 Analiz edilmedi
3,7-dimetiliirik asit 0,2 (0,4) 0,714-0,861 Analiz edilmedi
3-metilksantin 2,0(1,1) 17,5-21,0 Analiz edilmedi

Yapilan bu caligmalarda:

e 1-metilksantin ve 7-metilksantin degerleri teofilinin ve teobrominin de metaboliti

olmasi farmakokinetik ¢aligmalara oranla atik su ve spot idrar 6rneklerinde yiiksek

¢ikmasina neden olmustur.
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e Kafeinin atik suda, spot idrar ve farmakokinetik ¢aligmalara oranla fazla ¢ikmasi
kahvenin dogrudan kanalizasyona ulasmasi (kahvelerin lavaboya dokiilmesi gibi)
nedeniyle olmus olabilir.

e 1-metiliirik asitin atik suda bozulmasi, kararli yapida olmamasi gibi nedenlerle atik suda
daha diisiik ¢ikmis olabilir.

e Paraksantin igin de farkliliklar gbzlemlenirken tabloya goére her ti¢ durumda da birbirine
en yakin sonuglar veren 1,7-dimetiliirik asit olmustur. Bu yiizden atik su ve metabolizma
ile 1lgili calismalarda bu metabolitin dikkate alinmasi daha dogru sonuclara

ulastiracaktir (19).

Insanda kafein atilmina etki eden faktdrler degismektedir. Gebelikte kafeinin atilimi
zorlagmaktadir. Annenin atamadig1 kafein, bebek plazmasinda kafein seviyesini yiikseltir. Bu
yiizden gebelikte kafein tiikketimine dikkat edilmelidir. Yeni doganlarda karaciger enzim
aktivitesi diigiikligiinden dolayr kafein yar1t émrii 3-4 giine kadar ¢ikabilir. Erken dogan
bebeklerde solunum zayifligin1 kafeinle tedavi ederken bu durum goéz onilinde tutulmalidir.
Sigara kullanimi da, karacigerdeki kafein biyotransformasyonundan sorumlu enzimlerin
artmasina sebep olur ve kafeinin viicuttan daha hizli atilmasini saglar. Tablo VII’de kafeinin

metabolizmasina etki eden bazi durumlar gosterilmistir.

Tablo VII. Kafein metabolizma hizina etki eden faktorler (14)

Faktor Kafeinin plazmadaki yar1 6mrii
Normal 5-6 saat

Gebelik 18 saat

Oral kontraseptifler 10,7 saat

Sigara icme 3-4 saat

Karaciger yetmezligi Birkag giin
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Kafeinin merkezi sinir sistemi tizerinde etkisi, adenozin aktivitesini inhibe etmesi ile meydana
gelmektedir. Adenozin kafein yapisina benzer ozellik gosterir ve kafein, adenozinin sinir
hiicrelerine baglanmasini engelleyerek adenozin alic1 ajanlarini, 6zellikle A1 ve Aza’y1 isgal
eder (18). A: reseptorleri hipokampus, serebral ve serebellar korteks ve bazi talamik
¢ekirdeklerde en agir konsantrasyona sahip beynin tiim kisimlarinda bulunur; Aza reseptorleri
ise beynin dopamin bakimindan yogun yerlerinde bulunur. Kafein buraya baglandiktan sonra
adenozini bloklar, néronlar1 hizlandirarak adenozinin uykuya yol agan etkilerini ortadan kaldirir

(13).

Adenozin A: reseptorlerini ve fosfodiesteraz enzimini inhibe ederek hiicre i¢inde siklik AMP
konsantrasyonunu artirir. Kafein ve Teofilin, ryanodine reseptorlerini aktive eder iskelet ve kalp
kasinda Ca?" konsantrasyonunu artirarak kasilma giiciinii artirarak Kardiyak etki meydana

getirir (37).
2.1.3. Kafein Tiiketiminin Saghga Olan Etkileri

Kafein zihinsel uyanikligi ve metabolizma hizini artiran, fiziksel yorgunlugu azaltan metabolit
bir uyaricidir. Merkezi sinir sistemini uyarir, kap atiglarin1 ve kan basincini artirir. Kafein

tiiketimiyle uyku azalir, uykuya dalma siiresi artar (14).

Kafein, Diinya Anti Doping Ajansinin 2008 yilinda yayinladig yasaklilar listesinde yoktur ve
Amerikan Psikiyatri Birligi, Mental Bozukluklarm Tanisal ve Istatistiksel El Kitabinda

bagimlilik yapic1 maddeler sinifinda degildir.

Solunum uyaric1 ve ditiretiktir; koroner damar genislemesine sebep olur. Brons ve kalp
stimulant1 olarak bebek solunum giigliiklerinin giderilmesi, migren, cilt hastaliklar1 tedavisi gibi

terapotik amach kullanilmaktadir (14). Analjezik karigimlarinda, migren tedavisinde ve anti-
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soporifik preparatlarinda oral yoldan uygulanir. Nadiren, prematiire bebeklerde apne gibi diger

bazi durumlarin tedavisi igin de intravendz (damar yolu) olarak uygulanir (5).

Uyaniklilik, egzersiz performansini artirma, farkindalik, dikkati artirmaya olan etkilerinin yani
sira, Parkinson hastaligina bagli semptomlarin azalmasina da yardimci olmaktadir. Parkinson
hastaligi dopamin eksikliginden kaynaklanir ve kafein, Aza reseptorlerini bloke ederek

dopaminerjik sistemin etkilerini artirir (38).

Kahve tiiketiminin cilt kanserini azalttig1 yoniinde ¢aligmalar vardir. Giinliikk kahve tiikketimi 6
ve daha fazla olan Kafkas kadinlarinda %30 daha az deri kanseri goriildiigii tespit edilmistir

(13,39).

Kahve tiiketimi ile anti-inflamatuvar biyobelirtecleri arasindaki iliski, Yunanistan’in Attika
bolgesinde 3042 saglikli kisiler tizerinde arastirilmistir. Bazi inflamatuvar biyobelirteclerin (C-
reaktif protein, interlokin 6, timor nekroz faktorii o, amiloid A) konsantrasyonunun kahve
tiilketmeyenlere oranla arttig1 gdzlemlenmistir. Bu ¢alismada kahve tiiketimiyle inflamasyon
arasinda pozitif bir iligki bulunsa da bunu destekleyen daha fazla sayida metabolik ¢alismaya

ihtiyag vardir (13).

Kafein ve metabolizma hizi iligkisine bakildiginda, ilk 3-4 saatte kafeinin metabolizma hizini
artirdigr yoniindedir. Ancak geri kalan zaman diliminde bazal metabolizmanin normale
dondiigi goriilmiistiir. Kafein insan metabolizmasinda lipit yikimina, adrenalin salgisinin
artigina, plazma trigliserit ve laktat konsantrasyonunun yiikselmesine, kalp kasinin kasilmasina,

kan akisinin hizlanmasina neden olur. Kafein kullaniminda enerji artis1 doza baglidir (18).

Kafein ve metabolizma iliskisi ¢calismalarinin esas amaci; kafeinin metabolik sendrom riskini
azaltict etkisini incelemek ve kilo vermeye yardimci olup olmadigiin arastiriimasidir.
Metabolik sendrom ABD niifusunun %25’ini etkileyen 6nemli bir saglik sorunudur. Tip 2

diyabet; karin bolgesinde yaglanma; yiiksek tansiyon, trigliserit, kolesterol degerleri; bunun
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sonucunda gelisen kalp hastaliklar1 metabolik sendromun belirtisidir. Obezite ve Tip 2 diyabet
dikkate alinarak yapilan ¢alismalarda Kafein tiiketimiyle metabolik sendrom etkisinin azaldig:

goriilmiistiir (13).

Kafeinin bir¢ok olumlu etkisinin yaninda, 6zellikle hamileler ve ¢ocuklar tlizerinde negatif
etkileri de vardir. Cocuklarin uyku diizenini bozabilir ve gelisimini olumsuz yonde etkiler.
Bunun yaninda kafein, gogunlukla seker katkili igeceklerden gelir; bu durum da kilo artigina ve
dis hastaliklarina neden olabilir (13). Hamilelikte fetal biiyiime ve diisiik dogum agirhigr ile
kafein alim1 arasindaki iliski arastirilmistir. CARE Study Group tarafindan yapilan ¢alismada
c¢ikan sonuglar; kafein alimi ile fetal bliylime bozuklugu riski arttigi, gebelik 6ncesi ve hamilelik
sirasinda kafein aliminin azaltilmasi yoniindedir. Yiiksek risk esigi tam olarak tanimlanmasa da
CARE Study Group ¢alismasinda, kafein tiiketiminin dogurganligi olumsuz etkiledigi ve
hamile kadinlarin giinde 100 mg/giin den az kafein tiikketmesi fetal biiyiime bozuklugu riskini

azatli@1 sonucuna ulasilmistir (13,40).

Yapilan galigsmalarla kafeinin bazi hastaliklarla olan iliskisi arastirilmistir:

e Obezite

Diinya Saglik Orgiitiine (WHO) gore diinyada 1 milyardan fazla yetiskin asir1 kilolu; 300
milyondan fazla insan da obez sinifindadir. Obezite diinya genelinde bir sorun oldugundan,

kafein ile kilo alim1 arasindaki iligki incelenmistir.

Kilo aliminda enerji dengesi 6nemlidir. Kafein de bu enerjiyi dengelemede; enerji harcamada;
metabolik hizi, lipidoksidasyonda, lipolitik ve termojenik aktiviteyi artirmada 6nemli rol oynar.
24 saatlik zaman diliminde 300 mg/giin kafein tiiketildiginde yaklasik 79 kcal/giin enerji
harcandig1 gozlemlenmistir. Bu durum enerji dengeleme agisindan Onemlidir. Birlesik
Devletlerde insanlar yilda ortalama 1 kg alir; bu da giinliik 15 kcal fazla alimina denk gelir.

Ayrica toplumun %90’ 1n1n giinliik kalori ihtiyacindan 50 kcal daha fazla aldig: bilinmektedir.
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Bu demektir ki 50 kcal/giin‘liik bir azalma, enerji dengesini saglayacaktir. Kafein tiiketimiyle
harcanan 79 kcal/giin aktif bireyler i¢in kilo verdirmese de kilo korumasina olumlu yonde katk1

saglar. Uzun siireli kafein tiikketimi ise daha az kilo alimiyla iliskilendirilmistir (13,41,32).

e Tip 2 Seker Hastaligi (Type 2 Diabetes Mellitus)

200000 kadin ve erkek iizerinde yapilan ¢alismalarda kafeinli kahve tiikketimi ile Tip 2 seker
hastalig1 arasinda ters iliski bulunmustur (13,42). Tip 2 seker hastaligina yakalanma riski giinde
2 fincan kahveden daha az tiiketenlere kiyasla; giinde 4-6 fincan kahve tiiketenlerde %28;
giinde 6 fincan kahve tiiketenlerde %35 daha azdir. Calismalar kahve tiiketimi iizerinden

yiirlitiilmiistiir; clinkii yetiskinlerde kafein aliminin ¢ogu kahve tlizerinden olmaktadir.

Normal kahve ile kafeinsiz kahve tiiketilerek yapilan ¢alismalarda normal kahve ile Tip 2 seker
hastalig1 arasindaki ters iliski daha belirgin iken; kafeinsiz kahve tiiketimi ile yapilan
caligmalarda da Tip 2 seker hastaligi riskinin azaldigi gézlemlenmistir (43). Ciinki kafeinsiz
kahvenin de igeriginde 5 mg /240 mL kadar kafein vardir. Bunun diginda kahve igerisinde
potasyum, niyasin, klorojenik asit, magnezyum gibi elementler ve vitaminler de vardir. Azalan
Tip 2 seker hastalig1 riskinin kafein tiiketimi mi yoksa bu kimyasallardan mi kaynakli oldugunu
anlamak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir. Ancak kafein tiikketimi sonucu Tip 2 seker

hastaligini artiran herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir (13).

e Kalp Hastaliklar

Kafein tiiketimi ve kalp hastaliklar arasindaki iligkiler, ¢alismalardaki tutarsizliklar yiiziinden
net degildir. Ciinkli 1993-1994 yillarinda yapilan aragtirma, giinde 5 ve daha fazla kahve
tilketenlerin, tiiketmeyenlere gore % 40-60 oraninda kalp hastalifi gegirme riskini ortaya

koyarken (44); yakin zamanda akut myokard enfarktiisii tanisiyla 6len kisiler {izerinden
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yiriitiilen ¢alismalarda, kafein tiiketimi ile Olim sebebi arasinda herhangi bir iliski

bulunamamustir (13,43).

Kafeine kars1 asir1 duyarl kisilerde kafeinin fazla tiiketilmesi tasikardi, huzursuzluk, titreme
gibi durumlara sebep olabilir. Ayrica kafein alimi kan basincini da artiracagindan hipertansif

bireylerde tiikketimine dikkat edilmelidir (13).

e Fiziksel Performansa Olan Etkileri

Bisiklet ergometresinde 5 mg/kg kafein verilen deneklerde kas i¢i yag oksidasyonunda anlamli
artislar gézlemlenmistir. Baska bir calismada 9 mg/kg kafein verilen deneklerde egzersiz
basindaki glikojenolizde anlamli bir diigme gerceklesmis, yag asidi mobilizasyonunun artttigi
goriilmiistiir. Performans artisina yol agmasinin bir baska sebebi de kafeinin beta endorfin
salgilanmasina sebep olmasidir. Beta endorfinler stres ve agr1 durumunda hipofiz bezinden
salgilanir ve viicudun dogal agr kesicileridir. Egzersiz oncesi ortalama 6 mg/kg kafein alimi,

yorgunluk ve agri hissini ortadan kaldirarak fiziksel performans artisi saglar (32).

2.2. Atik Sularda Kafein Analizi

2.2.1. Atik Suya Dayah Epidemiyolojik Yaklasim ve Adli Bilimler

Atik su; evsel, endiistriyel ya da diger faaliyetler sonucunda olusan, igerisinde bir¢ok kirleticiyi
barindiran kullanilmis sulardir. Kanalizasyon sebekesi, atik sular1 toplamaya, uzaklagtirmaya
ve aritma tesislerine iletmeye yarayan tesisleri igeren ve birbirleriyle baglantili boru ya da kanal

sistemleridir (45).

Atik sular bir toplumun tiikettigi ve maruz kaldig: her seyi, bunlarin beseri metabolitlerini ve
bozulma firiinlerini igerir; bu yilizden yasam tarzini, aligkanliklari, tiiketilen, maruz kalinan
kirleticileri ve saglikla ilgili bilgileri yansitir (2) ve toplumla ilgili yapilan her tiirli

degerlendirme i¢in 6nemli bir veri saglayicisidir (1).
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Atik suya dayali epidemiyolojik yaklasim (WBE) ise toplumun tiikettigi, maruz kaldigi,
spesifik insan metabolizmasinin atilim iiriinlerinin analizine dayanan bir yaklagimdir. Toplanan
atik sular binlerce kisinin idrar numunesini i¢erdigi i¢in aslinda bu yaklasim; genis ¢apli bir

idrar testi olarak da distiniilebilir (46).

WBE’nin temeli; tiiketilen, kullanilan, maruz kalinan her seyin metabolize olarak atik su

sistemine dahil olmasidir (5). WBE tabanli ¢alismalar, asagidaki asamalari igerir (47):

e Atik su numunelerinin toplanmasi

e Numunelerdeki hedef madde kalintilarinin analitik yontemlerle analiz edilmesi

e Kanalizasyon hacmi, akis hiz1 gibi kanalizasyon sisteminin 6zellikleri dikkate alinarak
kanalizasyon sistemindeki toplam hedef madde kalintisinin hesaplanmasi

e Insan metabolizmasindaki farmakokinetik calismalarinin dikkate alinmas1

e (Cikan sonuglarin popiilasyon biiyiikliigii ile degerlendirilmesi

WBE farkli disiplinleri bir araya getirir (47):

e Cevre miithendisligi: Tiim toplumu temsil edecek sekilde numunelerin toplanmasi

e Analitik kimya: Hedef madde kalint1 miktar1 i¢in hizli bir yontem gelistirme

e (evre kimyasi: Kanalizasyon i¢cindeki maddenin transformasyonu

e Farmakoloji: Toplam tiiketimi degerlendirmek i¢in metabolizmadan salgilanan
hedef madde kalintisinin ve metabolitlerinin miktarini ve kimligini tespit etmek

e Epidemiyoloji: FElde edilen bu bilgiler ile madde kullanim yaygmligimni

degerlendirme

Toplumun madde kullanimina dair veriler; bugiine kadar kan, idrar, sa¢ gibi biyolojik 6rneklerle
bireyler lizerinden ya da anket ¢aligsmalariyla elde edilmekteydi. Anket ¢aligmalari; edinilen

bilginin gergek verileri yansitmamasi, kisiyi etiketlemesi ve kisinin kullandigr maddenin ne
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olduguyla ilgili bilgisinin olmamas1 gibi nedenlerle sinirli ve eksik kalmaktadir. Bu yiizden
WBE tabanli yaklasimin ilk ¢ikis amaci, madde kullanimina dair es zamanl gercek veriler elde

etmekti.

[k kez 2001 y1linda Daughton tarafindan nerilmis (3); uygulamaya ise 2005 yilinda Italya’da
Zuccato ve ark. tarafindan ylizey sularinda kokain arastirilmasiyla konulmustur (4). Yine
Zuccato ve ark. tarafindan 2008 yilinda amfetamin, metamfetamin, MDMA (3,4 metilendioksi-
N-metilamfetamin/ekstazi), kannabinoid gibi diger yasa dis1 madde gruplarinin arastirilmasinda
uygulanarak giiniimiizde de yasa dis1 madde tiikketiminin tahmini i¢in bir ¢ok iilkede basariyla

uygulanmaya devam edilmektedir (48-52)

2010 yilinda atik suya dayali epidemiyolojik yaklasim ile Avrupa’daki iilkelerde, yasa disi
madde kullanimini takip etme ve uluslararas1 karsilastirma yapma fikriyle SCORE (Sewage
Analysis COReGroup Europe) kurulmustur. Kanalizasyon sistemini kullanarak beseri
biyobelirte¢ analizleriyle toplumun yasam tarzi, sagligi, maruz kaldigi kimyasal ajanlarin
analizini yapma amacli uzmanlar1 bir araya getiren bir olusumdur. Avrupa Uyusturucu ve
Uyusturucu Bagimliligini Izleme Merkezi (EMCDDA) tarafindan da desteklenen SCORE,
Avrupa’da uyusturucu kullanimin1 degerlendirmek amaciyla atik sularin analizine izin veren
iilkeler agiyla 11 iilkeyle baslamis glinlimiizde sayis1 27’ ye ulagmistir. Avrupa’da atik su analiz
ag1 olusturarak kokain, MDMA, amfetamin ve metamfetamin analizleriyle, madde kullanim
miktarlarinin yillar arasindaki degisimleri takip edilmektedir (46). Ulkemizdeki ilk uygulama
Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Adli Tip Enstitiisii, Adli Toksikoloji Laboratuvari tarafindan

gergeklestirilmis ve Istanbul’dan ilk veriler 2018 yi1li SCORE raporlarinda yer almistir.
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Sekil 2.6. SCORE olugumuna katilan iilke ve sehir sayisi
(Veriler http://score-cost.eu/ web sitesinden alinmustir.)

Bu yaklasim kullanilarak farkli bolgelerde es zamanli analizler yapilabilir. Farkli zamanlarda
yapilan analizlerle de giinliik degisimler; tatil donemlerindeki, festival zamanlarindaki
hareketlilik takip edilebilir. Sadece yasa dis1t madde kullanimi agisindan degil; toplumda belli
bir ila¢g grubunun kullanimi (6rnegin 6grencilerin sinav doneminde dikkat eksikligi giderici
ilaglarin kullanimi vs.), yasam tarzi, beslenme, maruz kalinan tarim ilaglari, endokrin bozucu
diger kimyasallar ya da herhangi bir salgin durumunu 6nceden bildirme agisindan da 6nemlidir.
Ornegin devlet kurumlari asir1 alkol tiiketiminin dniine gegmek icin vergilerin artmasi, satis
saatlerinin kisitlanmasi gibi yollara gider. Kanalizasyondaki alkol biyobelirtegleri analizi ile
uygulanan politikalar takip edilir ve kagak i¢ki kullaniminin olup olmadigi degerlendirilir. 2012
yilinda Olimpiyat oyunlarinda sporcularda doping tespiti i¢cin de bu yaklasim giindeme

gelmistir (53,54).

Bu yaklasim disiplinler arasi1 bir yaklagimdir. Halk sagligi kurumlari ya da madde bagimliligin
onlemeyi amaglayan kuruluslarla adli tip kurumlariin bir araya gelmesi, farkli bakis agilarini

ortaya koyarak bu yaklasimin ilerlemesini ve farkli uygulama alanlarinin agilmasini saglar (47).


http://score-cost.eu/
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Italya’da baslayan bu yaklasim; Belgika, Ingiltere, Ispanya, Norveg, ABD ve Tiirkiye’den

Istanbul ve Adana sehirlerinin de i¢inde oldugu birgok iilkede basariyla uygulanmustir.

2.2.2. Beseri Biyobelirtecler

Bir toplumda yasa dist madde kullanim miktar1 gibi kantitatif bilgilere ulasmak i¢in, hedef
madde miktarinin dogru analiz edilmesinin yaninda toplumdaki kisi sayisinin da net bilinmesi
onemlidir. Madde kullanim miktar1 hesaplamalarinda atik su orneklerinin toplandig
kanalizasyon sistemini kullanan kisi sayisina dair bilgi bu tip analizler i¢in en biiyiik belirsizlik
kaynagidir. Popiilasyon biiytikliigiinii degerlendirme icin kullanilan yontem genelde niifus
saymmi ya da hidrokimyasal parametreler (Kimyasal Oksijen Ihtiyaci [KOI], Biyolojik Oksijen
Ihtiyac1 [BOI], Toplam Azot, Toplam Fosfor) olmaktadir. Niifus sayrmi verileri sabit veriler
oldugundan; belli tarihlerdeki anlik popiilasyonu gostermemektedir. Hidrokimyasal
parametrelerden elde edilen veriler ise sadece insan metabolizmasini degil endiistriyel
faaliyetler sonucu kimyasal ve biyolojik olarak parcalanabilen maddeleri de yansitmaktadir. Bu
yiizden popiilasyon tahmini i¢in daha kesin sonu¢ almaya yonelik, atik suda beseri biyobelirteg
analizine dayanan yontemler gelistirilmektedir (1). Beseri biyobelirtegler; insani tiiketim ya da
maruziyet ile biyolojik faaliyet sonucu olusan molekiillerdir. Aslinda atik suyun toplum
hakkinda bilgi vermesi biyobelirteclerin  degerlendirilmesiyle olur. Biyobelirtegler

degerlendirme agisindan asagidaki gruplara ayrilabilir (2):

1. Yasam tarzi hakkinda bilgi edinilenler

2. Cevre ve gidalardaki toksiklere maruz kalma bilgisi verenler
3. Halk saglig1 ve hastaliklar hakkinda potansiyel bilgi saglayici olanlar
4. Popiilasyon biiytikliigii hakkinda bilgi verenler
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Atik sularda biyo-belirteglerin popiilasyon tahmininde dogru degerlendirilmesi i¢in asagidaki

ozelliklere sahip olmasi 6nemlidir (5) :

1. Insan metabolizmasina 6zgii olmalidir.

2. Daisaridan sisteme dahil olmamalidir.

3. Kararh yapida olmalidir.

4. Atik su sisteminde homojen dagilmalidir.

5. Atik su igerisindeki mikrobiyolojik aktiviteden etkilenmemelidir.

6. Cevresel 6rneklerde tespiti kolay, hizli ve glivenli olmalidir.

Insan sagligimi yansitan potansiyel atik su biyobelirtecleri Tablo VIII’de gdsterilmistir:

Tablo VIII. Potansiyel Atik Su Biyobelirtecleri (53)

Saghk Parametresi

Biyobelirtec

Yasam Tarzi

Alkol Kullanimi

Etil Siilfat

Tutin Kullanimi

Kotinin, Tiitiine Ozgii Nitrozaminler

Yasa Dis1 Ila¢ Kullanimi

Ilag ve Idrar Metabolitleri
(Benzoilekgonin,

Ekgonin, Tetrahidrokannabinol,
amfetamin, metamfetamin, MDMA, 6-
MAM)

Beslenme Asirt Anabolik Steroid Kullanim1 | Sentetik Steroidler ve Metabolitleri
Sentetik Tatlandiricilar
Meyve ve Sebze Tiirketimi Flavonoidler
Kafein Tiiketimi Kafein
Et Tiketimi Kreatinin, Taurin, 1-Metilhistidin, 3-
Metilhistidin
Saghk Hastalik Cesitli Ilaglar ve Metabolitleri
Oksidatif Stres F2-Isoprostanlar, 8-
Hidroksideoksiguanizon
Hamilelik Insan Koryonik Gonadotropini
Alerji Antihistaminler
Kanser Gogiis, Pankreas, Akciger, | A-Fetoprotein (AFP), Karsinoembriyonik
Testikiiler Antijen (CEA)
Over CA 125
Cevre PAH Maruziyeti Fenantrol ve Diger PAH Metabolitleri,

Aflatoksin Maruziyeti

Aflatoksin N(7)-Guanin
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2.2.3. Kafeinin Popiilasyon Degerlendirmesinde Kullanilmasi

Beseri biyobelirtecler ile yapilan popiilasyon biiyiikliigliniin ve hareketinin degerlendirilmesi,
idrarla ya da fegesle atilan ve kararli yapida oldugu bilinen biyobelirteglerin, kanalizasyon
sisteminden alinan Orneklerden analiziyle gerceklesir. Boylece gercek popiilasyon resmi
popiilasyondan ayrilmis olur. Bu yontem 2001°de G. Daughton’dan 6nce, 1970’lerde
“’Demographics’® ve “’flush’’ kelimelerinden tiiretilen “’Demoflush’’ kavrami ile ortaya
atilmistir. Ocean City, Maryland’de kanalizasyon atik sular1 akis oranlarina bakarak bolgeye
gelen turist sayisini  degerlendirmislerdir. ASAP-SCIM (Kanalizasyon kimyasallarini
kullanarak popiilasyon analizi yapilmasi) ve FEUDS (Kanalizasyon ila¢ verileriyle adli
epidemiyoloji) kavramini ortaya atan G. Daughton, popiilasyon degerlendirmesinde bir major
idrar metaboliti olan kreatinin ile major fekal sterol olan koprostanoliin popiilasyon tahmininde
kullanilip kullanilamayacagini degerlendirmistir. Popiilasyon biiytikliigiinii degerlendirmek
icin her ilag grubunun degil, biyobelirteclerin kullanilmasi ve kararli yapida olmasi gerektigi;
insan disindaki canlilardan kanalizasyon sistemine ulagsmamasi; Orneklemenin diizgiin
yapilmasi; kanalizasyon sisteminin 6zellikleri gibi durumlarin tizerinde durmustur. Ayrica atik
sulardaki hedef madde analizleriyle yasa dist madde kullaniminin diginda toplum sagligiyla

ilgili bilgilere de ulasilabilecegi sdylenmektedir (55).

Yasa dist madde kullanim miktar1 ¢aligmalarinda, yasa koyuculara ve yasa disi madde
kullanimiyla miicadele eden birimlere dogru bir sonu¢ sunmak dnemlidir. Bélgenin numune
toplanan andaki gercek niifus bilgisine ulasmak ve niifus hareketlerini izlemek yasanan
sikintilardandir. Bu yiizden kafein gibi beseri biyobelirteglerden gercek niifus bilgisine ulagsmak

Onemlidir.
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Atik suda popiilasyon tahmini asagidaki formiile gore hesaplanir (1);

Cbhk x F x Er

Popiilasyon =
DDD

Cbk: Biyobelirtecin konsantrasyonu (ng/L)
F: Akis hiz1 (L/giin)
Er: Biyobelirtecin viicuttan atilim hizi

DDD: Biyobelirteg igin tanimlanmig giinliik doz (mg/1000 kisi).

Buradan elde edilen popiilasyon degeri, giinliik 1000 kisi basina yasa dis1 madde kullaniminin

hesaplanmasi i¢in veri sunmaktadir.

(Ctr x F) x Cf

Madde kullanimi (mg/giin/1000 kisi) =
Popzilasyon

Ctr: Atik sudaki hedef madde konsantrasyonu (ng/L)
F: Akis hiz1 (L/giin)

Cf: Hedef maddenin diizeltme faktori

Atik sularda idrar biyobelirteci olarak kullanilabilen kimyasallari, ilk kez 2008 yilinda Chiaia
ve ark. degerlendirmistir (56). Calismada; kreatininin insan idrarindaki varligi, dolayisiyla da
atik sularda her daim bulunmasi; yasa dist madde kullanimi oraniyla kiyaslama yapilabilen bir
alternatif beseri biyobelirte¢ olabilece8i sonucuna varmislardir. Bu ¢alismadan sonra artik
popiilasyon biiyiikliigiinii degerlendirmede kullanilabilecek olan daha kararli ve daha dogru

sonuca gotiiren metabolitler ve maddeler tizerine ¢alismalar yogunlasmustir.

Lai ve ark. 2011 yilinda gesitli farmasdtikler ile yasa digi maddeler arasinda degerlendirme
yapmis bir beta bloker ilag olan atenololiin popiilasyon degerlendirilmesinde kullanilabilen

onemli bir aday oldugunu tespit etmislerdir. Chen ve ark. 2014 yilinda kolesterol, kreatinin,
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koprostonal, kotinin, Kkortizol, androstenediyon ve 5-hidroksiindolasetik asiti (5-HIAA)
popiilasyon degerlendirmesi i¢in analiz etmisler. Kreatinin, kortizol, androstenediyon stabilite

nedeniyle degerlendirilememis; kotinin ve 5-HIAA giincel niifus ile orantili sonuglar vermistir

(0).

Kafeinin popiilasyon biiyiikligiinii degerlendirilmede kullanilmasi; 2015 yilinda Senta ve ark.
kafein, nikotin ve bazi metabolitlerini analiz etmesiyle baslar. Kafeinin popiilasyon
biiyiikliigiinii degerlendirmede niteliksel bir biyobelirteg; nikotinin ise niceliksel bir
biyobelirte¢ oldugu sonucuna ulagsmislardir. 2016 yilinda Rico ve ark. Valencia’da yaptigi
calismada asestilfam, 5-HIAA, atenolol, kafein, karbamazepin, kodein, kotinin, kreatinin,
hidroklorotiyazid, naproksen, salisilik asid, hidroksikotinin ayni kanalizasyon sistemindeki
hidrokimyasal parametrelerle kiyaslama yaparak degerlendirilmistir. 3 farkli kanalizasyon
sisteminde calisilan numunelerde; kafein, kotinin ve 5-HIAA nin KOI ile benzer popiilasyon
tahminine ulastirdigi gorilmiistiir (1). 2017 yilinda ise Gracia Lor ve ark. atik su-kafein
analizlerinde kafein metabolitlerinden hangisinin ¢alismalarda daha uygun sonuca ulastirdigi
konusuna yogunlasmiglardir. Kafein ve metabolitlerinin farmakokinetik verilerini derleyerek
anlik idrar analizi ile atik sulardaki analizini kiyaslamiglardir. Kafein metabolitlerinden 1,7-
dimetiliirik asitin diger metabolitlere gore daha kararli yapida oldugu sonucuna ulasarak bu
metabolit i¢in bir diizeltme faktorii olusturmuslardir. Avrupa sehirlerindeki ticari verilerden
topladiklar1 kisi basi kafein tiikketim miktari ile diizeltme faktorii kullanarak atik sulardaki 1,7-
dimetiliirik asit tizerinden kisi bas1 kafein tiiketim miktarlarin1 kiyaslamislar ve sonuglarin
uyumlu oldugunu goézlemlemislerdir. Bdylece kafein metaboliti olan 1,7-dimetiliirik asit
iizerinden atik su analizlerini gergeklestirmenin, popiilasyon biiyiikliigli ve dinamigini bu

metabolit tizerinden yiiriitmenin daha dogru sonuglara ulastirdigina kanaat getirmislerdir (19).
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Gilinimiizde toplumla ilgili verilerde atik su analizlerinde biyobelirteg olarak kafeinin yani sira,
nikotin (1,2,5,19), cesitli farmasdétikler (1,2), tibbi ilag ve kisisel koruyucu tirtinler (PPCP) (57)

ve pestisitler (58) de kullanilmaktadir.

2.2.4. Yiizey sular1 ve Kafein

Yiizey suyu; yer alti sular1 haricindeki biitiin i¢ sulari, gecis sular1 ve kiyr sular1 olarak
tamimlanir (59). Hem kentlerin hem de niifusun giderek artmasi, su kaynaklarmin hizli
tiikketilmesine ve kirlenmesine neden olmaktadir. Ulkeler, kisi basina diisen kullanilabilir su
miktaria gore siiflandirildiginda yillik 1000 m?® ten az ise su fakiri, 1000-2000 m? ise su azlig1
¢eken iilke ve 2000 m? ten fazla ise su zengini iilke olarak siniflandiriimaktadir. Ulkemiz de
kisi basina diisen 1555 m® su miktariyla su azlig1 ¢eken iilke smifindadir. Bu yiizden var olan

kaynaklarin dikkatli kullanilmasi, kullanilan sularin ise geri kazandirilmasi 6nemlidir (60).

Yiizey sularinin kalitesinin takibi, izlenmesi lilkemizde Yiizeysel Sular ve Yeralt: Sulariin

Izlenmesine Dair Yonetmelik esas alinarak yapilmaktadir (59).

Yasal ve yasal olmayan ilaclar; kozmetik, besin takviyeleri, kisisel bakim iirlinleri igerikleri ve
bunlarin metabolitleri; PPCP olarak tanimlanmakta ve bu triinler kullanilmalar1 sonucunda
kanalizasyon araciligiyla dogada varligina devam etmektedir. Daughton ve Ternes 1999 yilinda
simdiye kadar kirletici olarak pestisitlere, endiistriyel ara iiriinlere odaklanildigin1 ve bunlar
iizerinden degerlendirme yapildigini ifade etmekte; ancak bunlari biiyiik bir yapbozun sadece
bir parcasi olarak degerlendirmektedir. Daha az dikkat ¢eken PPCP’ler de gizli birer kirletici
olup su ekosistemine devamli akitilmalar1 halinde ¢evre ve orada yasayan canlilar i¢in tehlike
olusturmaktadir (61). 1965’lerde hormonlarin atik sularda tam olarak giderilemedigi;
1970’lerde ise bu farmasotiklerin toksikolojik etkileri {izerine caligmalar yapilmaya

baglanmasiyla daha 6nce kontaminant olarak diigiiniilmeyen ancak devam eden kullanimi
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nedeniyle son donemde ‘ ‘emerging pollutants’’ diye tabir edilen kirleticiler iizerine arastirmalar

yogunlasmaya baslamistir (9).

EDC, PPCP, tibbi ilaglar, antibiyotik gibi kimyasallar kullanim sonras1 insan metabolizmasinda
dontistime ugrayarak kanalizasyon araciligiyla atik su sebekesine ulasir. Bu metabolitler atik su
sisteminde giderilemeyip alic1 ortama desarj edildiginde ya da atik su sistemindeki sizintilar

nedeniyle ylizey sularina ve yer alt1 sularina ulasip kaynaklarin kirlenmesine neden olmaktadir.

CAF; kahve, ¢ay gibi igeceklerin disinda grip, soguk alginligi, idrar soktiiriicii, agr kesici, anti
inflamatuar bir¢ok ila¢ grubunun i¢inde de bulunmaktadir. CAF ve PXT metabolizma
faaliyetleri sonucunda ortaya ¢ikar. Kafeinin bir kismi1 metabolize olmadan, biiyiik ¢ogunlugu
da PXT’ye dontiserek idrarda salgilanir. Bu ylizden Yyiizey sularma atik sularin karistigini

gOsteren antropojenik bir belirteg olarak kabul edilir (7).

Aritma tesisi ¢ikisinda ve yiizey sularinda; ila¢ kalintilari, CAF, kotinin gibi kimyasallarin tespit
edildigi ¢ok fazla sayida g¢alisma vardir (7,9,10,62). Kosta Rika ve Brezilya’da yapilan
caligmalarla kafeinin yiizey sularinda varligi 753.5-1100 pg/L ¢ikmistir (10). Yiizey sularinda

CAF tespitinde Avrupa’da en yiiksek oran Romanya ve Ispanya’dadir (63,64) .

Kafeinin deniz sularinda 6lciilen en yiiksek degeri, 11 pg/L ile Kuzey Avustralya’da Darwin
Limanina aittir. Onu 8 pg/L ile Japonya takip etmektedir. Avrupa’da bu ¢aligmalar daha azdir.
Fransa, Danimarka, Almanya, Hollanda, Portekiz gibi iilkelerin deniz sularimi iceren 2014
yilinda yapilan ¢alismada, Canakkale bogazindan alinan numunelerde ortalama 3 pg/L ile en

yiiksek orana, Italya ise 1 ug/L ile ikinci en yiiksek CAF konsantrasyonuna sahiptir (10).

Tiirkiye’de yapilan caligmalara baktigimizda Aksaray sehrinde hastane atik sularinda,
kanalizasyon atik sularinda, icme suyu olarak kullanilacak ham sularda ve aritilmis sularda
PhAC tespiti i¢in calisma yapilmistir. PhAC’larin miktar1 kis mevsiminde sicakligin diisiik

olmasi ve bozunmanin daha az olmasi nedeniyle yaza oranla daha fazla tespit edilmistir. CAF
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en yaygin PhAC’lardandir. Calismadaki atik su numunelerinde 20,8-159,79 pg/L bulunmustur.
Tirklerdeki asir1 ¢ay tiikketimi ve caylarin dogrudan lavaboya dokiilmesi atik sularda ve sularda
kafeinin yiiksek ¢ikmasina neden olmustur. Tiim su numunelerinde PhAC’larin tespit edilmesi,
kamu ve ¢evre sagligi agisindan potansiyel risk oldugunu géstermektedir. Su an igme sularinda
PhAC simnir1 i¢in herhangi bir yonetmelik ya da 6neri bulunmamaktadir ancak kullanim

yogunlugu devam ettigi siirece yakin zamanda degerlendirilmeye alinabilir (9).

CerkezkOy bolgesinde atik su aritma tesisi ¢ikisinda alinan su numunelerinde az miktarda da
olsa CAF ve ilag kalintilar1 tespit edilmistir. Bu da aritma tesisinin yeterli olmadigini ve yiizey

sularinin kalici olarak kirlenmesine neden olabilecegini gostermektedir (37).

Ceyhan nehrinde; agn kesiciler, kardiyovaskiiler ilaglar, merkezi sinir sistemi uyaricilart gibi
cesitli PhAC analizi icin farkli noktalardan numune alinip g¢evresel risk degerlendirilmesi
yapilmistir. Nehirde tespit edilen kimyasallar arasinda 4,8 pg/L en yiiksek ortalama ile CAF
bulunmaktadir. Su an i¢in herhangi bir ¢evresel risk ortaya ¢ikmamistir; ancak PhAC’larin bir
arada bulunmasiyla olusabilecek toksik etkiler ile ilgili daha ¢ok arastirma yapilmasina ihtiyag

vardir (8).

Su kaynaklarinin kirletilmesiyle denizde yasayan canlilarin zarar goriir, biyogesitlilik azalir ve
patojenik salgilar gibi ¢evre sagligi ve dolayisiyla insan saghigi da tehdit altinda olur. Bu
kimyasal kirleticilerin kaliciligi, tagmmmasi tam olarak bilinmemekte, yeni yeni risk
degerlendirmesi yapilmaktadir (62). Yiizey sularinda artik PPCP’lerle birlikte CAF ve PXT gibi
kafein metabolitlerinin de varlig1 ¢evresel acgidan risk degerlendirilmesinin de yapilmasini
gerektirir. Ancak bu tarz caligmalarda en zor kisim veri toplamadaki sikintilardir. Cevresel
orneklerde ortaya cikan kirleticilerin takibini yapmak, referans laboratuvar olmak ve projelere

destek vermek amaciyla 2005‘te Avrupa Komisyonunun destegiyle faaliyete baslayan
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NORMAN agi lizerinden dahi kamuya agik olan verilere ulasmak konusunda Rodriguez-Gil ve

ark. yaptiklar1 ¢calismada sikintilar yasandigini ifade etmistir (7).

Ulkemizde, ¢evre ve canli varliklarin korunmasi adina atik sularin uygun alici ortama
verilmeden Once, kanalizasyon sebekesi i¢cin uygulanacaklar 13.03.1984 tarihinde Atik Sularin
Kanalizasyon Sebekesine Desarj Yonetmeligi ile garanti altina alinmistir (45). Su Kirliligi

Kontrolii Yonetmeligi ile de aritilmis sularin dogaya birakilmasi kontrol altindadir.

Temiz su kaynaklarmin azalmasi nedeniyle aritilmig sular, tarimda yeniden
kullanilabilmektedir. Tarimda kullanilan bu geri doniisiime ugramais atik sular, toprakta birikip
yeralt1 ve yeriistii su kaynaklarina bulasabileceginden, iyi bir aritma igsleminden gegirilmeli;
saglik riski olusturan patojenler ve kimyasallar dikkate alinmalidir. Boylece kafein gibi

kirleticilerin temiz su kaynaklarina karigsmasi 6nlenmis olur (65,66).

Yiizey sularinda CAF ve metabolitlerinin varlig1 az miktarda da olsa suyun kirlenmesine neden
olmakta ve burada yasayan canlilar1 etkilemektedir. Yiizey sularinda ya da aritma tesisi ¢ikis
sularinda yapilan ¢aligmalarda CAF diger kimyasallara oranla hep fazla miktarda tespit
edilmistir. Bu durum, kafeinin yogun kullanimindan kaynaklanmaktadir. Deniz ekosisteminde
yasayan canlilar i¢in CAF kirletici konumundadir; gereken 6nem gosterilmeli ve konuyla ilgili
daha ¢ok arastirma yapilmalidir. Bu ilaglarin yiizey sularinda varligiyla olusan toksisitesi,
sinerjik etki yaratarak tek baslarina olan etkilerinden ¢ok daha fazla olmaktadir (10). Gelecek
yillarda bu ¢aligmalarin artmasiyla; CAF gibi atik su kaynakli yiizey ve yeralt: sularini kirletici

kimyasallarin yarattigi kalict hasarlarin, ne kadar 6nemli oldugu anlasilacaktir (7).

Ozetle atik sularda hizli ve giivenilir bir yontem gelistirip beseri biyobelirteg olarak kafein
analizinin yapilabilmesi; atik suda yasa disi madde analizi caligmalarinda popiilasyon

biiyiikliigli ve dinamigi hakkinda veri saglamaya ve antropojenik bir belirteg olarak yiizey


http://www.resmigazete.gov.tr/arsiv/18340.pdf
http://www.resmigazete.gov.tr/arsiv/18340.pdf
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sularina atik sularin karistigini, ylizey sularinda kirlilik oldugunu goésteren bilgiye ulasmay1

saglayacaktir.

2.3. Kromatografi

Kromatografi, maddelerin birbirinden ayrilmasini ve taninmasini saglayan kimyasal bir
yontemdir. ‘‘Khroma (renk)’’ ve ‘“’graphe (vazi)’’ kelimelerinden tiiretilmistir (67). Ik kez
1906 yilinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett tarafindan bitki pigmentlerinin ayriminda
kullanilmasindan bu yana giiniimiizde saglik, kozmetik, gida, tarim, sanayi gibi bir¢ok sektorde

kullanilmaya devam edilmektedir.

Kromatografi, sabit bir faz iizerinde yiiriitiilen hareketli faz yardimiyla karisimdaki maddelerin
birbirinden ayrilmasi esasina dayanir. Sabit faz kati ve siv1, hareketli faz ise siv1 ve gaz olabilir.
Sekil 2.7°de gosterildigi gibi 6rnekteki maddelerin go¢ etme hizlarinin farkli olmasi nedeniyle

maddeler gruplasarak ilerler ve birbirinden ayrilir (68,69).

hMaddelerin aymm -

i
1
-
-
L
1
\

Sekil 2.7. Kromatografik Ayirim Modeli (69)
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Kromatografide bilinmesi gereken bazi kavramlar vardir:

e Mobil faz, numuneyi sabit faz boyunca tastyan ¢oziicii karisimdir. Mobil faz se¢iminde,
calisilacak numunenin 6zellikleri onemlidir.

e Sabit faz, mobil fazla gelen numunenin etkilesime girdigi ve alikonuldugu fazdir. Kolon
olarak da adlandirilir. Kromatografi tekniginin ¢esidine gore ticari boyutta ¢esitli kolon
iiretimi yapilmaktadir. Kolon mm cinsinden uzunluk ve ¢ap, firma adi, sabit faz tiiri,
Angstrém tiiriinden poroz yiizey ¢apt ve mm cinsinden partikiil biiyiikliigii seklinde
tanimlanir (67).

e Alikonma, mobil faz ile birlikte gelen numunenin sabit faz i¢inde etkilesime girerek
yavaglamasi ve daha geg¢ sabit fazi terk etmesi olayidir. Sabit fazi terk ettigi zamana da

alikonma zamani (RT) denir. RT, her kimyasalin parmak izi niteligindedir.

Kromatografi ¢esitli sekilde siniflandirilabilir. Kullanilan mobil faza goére ise gaz ya da sivi

(likit) kromatografisi adin1 alir.

2.3.1. Sivi Kromatografisi-Ardisik Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS)

Sivi kromatografisinin (LC) kiitle spektrometresi (MS) ile birlikte kullanilarak molekiil
yapisinin aydinlatilmasinda kullanilan bir cihaz ve yontemdir. Duyarlilik, 6zgiilliikk ve sonug
verme siiresinin kisaligi bakimindan diger yontemlere gore daha avantajlidir ve ugucu olmayan

biiyiik molekiillii yapilar i¢in tespit ve tayin yontemi olarak kullanilmaktadir.

Kiitle spektrometresi; numunenin cihaza verildigi boliim, iyonizasyon bolmesi, kiitle analizorii,

iyon dedektorii ve data-kayit sistemi olmak tizere 5 kisimdan olusur.

Numunenin MS sistemine girisi, s1v1 kromatografisi kullanilarak gergeklesiyorsa sistem, LC-
MS olarak tanimlanir. LC-MS’te numunedeki bilesenler ilk O6nce sivi kromatografisi ile

birbirinden ayrilir, daha sonra kiitle spektrometresi kullanilarak taninir ve miktar1 hesaplanir.
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Sekil 2.8’de LC-MS sisteminin genel birimleri gosterilmistir. Sistem yiliksek vakum altinda
calisir. Bunun nedeni iyonize molekiillerin baska iyonlarla c¢arpismasini engelleyerek

tekrarlanabilir fragmantasyon saglamak ve yiiksek hassasiyetle analiz gergeklestirmektir.

Yiiksek Vakum Sistemi Pompa
Y
S — }
LC Iyonizasyon
(Ornek paimesi Ritle Amalizied Dreclelizio Data Sistemi
Verme (Iyon
Sistemi) Kaynagr)

Sekil 2.8. LC-MS sistem birimleri

Sekil 2.9’da Kiitle Spektrometresinin boliimleri gosterilmistir.

3. KUTLE ANALIZORU

cok agir iyonlar
_~ " hafifce egilir

iyon
demeti
izolasyon /

sadece dodru kiitledeki
. q

ivonlar dedektire girer
elektron demeti /

2. IYON
KAYNAGI

¢ok hafif iyonlar

fazla egilir dedekior

- slitleri

pompasina

hizlandirc
\ levha

5. DATA SISTEMI ||
VE KAYIT |

Sekil 2.9. Kiitle Spektrometresi kisimlari (70)
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MS iyon kaynagi, numunenin iyonlastirilarak kiitle analizoriine gonderildigi kisimdir. Hem
pozitif (+) hem de negatif (-) iyonlar olusur; ancak + iyonlar ¢ogunluktadir. Kimyasal
Iyonizasyon (CI), Hizli Atom bombardimani (FAB), Matris Destekli Lazer Desorpsiyon
Iyonizasyonu (MALDI), Atmosferik Basing Iyonizasyonu (API) gibi cesitli iyon kaynaklari

vardir. LC-MS sistemi i¢in en yaygin kullanilan iyonizasyon kaynagi API’dir. API iki tiptir:

e Elektrosprey Iyonizasyon (ESI)

o Atmosferik Basing Kimyasal Iyonizasyon (APCI)

Molekiil iyon kaynaginda elektron bombardimanina tutulur. Bu elektronlarin enerjisi,
molekiiliin iyonizasyon potansiyeline yiikseltildiginde molekiilden 1 e ayrilir ve molekiiler
iyon (M+) meydana gelir. M+ daha ileri pargalanmalara yani fragmantasyona da ugrar. Olusan
bu kii¢iik molekiillere fragman denir. Bu durum Sekil 2.10’da gosterilmistir. Bir molekiilde
boliinmenin nereden olacagi o molekiile 6zgilidiir ve olusan spektrum bize ana molekiil

hakkinda bilgi verir (71,72).
M+e —» M+ 2¢ (A)

M e M, hf1+' + M2 veya I\/If + M2 (B)

Ms* + My - Ms® + Mg
Sekil 2.10. Molekiiler iyon olusumu (A), Molekiiler iyonun pargalanmasi (B) (71)

Kiitle analizorii, iyon kaynagindan gelen iyonlarin manyetik alandan gecerek m/z oranina gore
ayrildigi kisimdir. Cok kiigtik kiitle farkliliklarini algilayip buna bagli iyon akimlarinin
iiretilebildigi bir diizenektir. Manyetik Sektér Analizoérii (MSA), Kuadrupol Analizér (Q),

Zaman-yol Bagimli1 Analizér (TOF) gibi kiitle analizorleri vardir.
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LC-MS sistemlerinde genelde kiitle analizorii olarak kuadrupol analizorler kullanilir. Ardisik
kiitle spektrometresinde iyonlasan molekiiller 1.kuadrupol filtreden (Q1) gegerek m/z oranina
gore ayrilir. Daha sonra ¢arpisma hiicresinde (Q2) “’collision gas’’ adi verilen yiiksek saflikta
gaz ile pargalanmaya tabi tutulur. Ikinci kuadrupol filtrede (Q3) pargalanan iyonlar {izerinden
teshis ile molekiil tanimlanarak miktar tayini yapilir. Iki kez kuadrupol filtreden gectigi icin
cihaz LC-MS/MS adin1 alir (73,74). Molekiillerin kuadrupol kiitle analizoriindeki ilerleyisi

Sekil 2.11°de gosterilmistir.

boonimsian Kuadrugol Carpisma Kuadrugol
AR hiicrest filtre
Kaynag1 (ESL filtre
ARCT) Q1 Q Q3 Particle

multiplier

| ——
oS~
—

Fragmanlarin m/z
goreayrilma  Fragmantasyon orantna gére ayrilmast

Molekiiler iyon (precusor ion) Uriin iyon (product ion)

Sekil 2.11. Ardisik Kiitle Spektrometresi (Tandem MS) (73,74)
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Kuadrupol kiitle analizdriinde Segili Iyon izleme (SIM), Segili Reaksiyon izleme (SRM), Coklu
Reaksiyon izleme (MRM), Oncii Iyon (Precursor fon) gibi cesitli tarama (scan) modlari
kullanilmaktadir. LC-MS/MS sisteminde yliksek duyarhilik ve 6zgiillik i¢gin MRM yontemi
kullanilir. MRM yonteminde, kantitasyonu yapilacak analite 6zgli ve daha Onceden
tanimlanmis m/z degerindeki ana iyon ve fragman iyon ikilisi izlenir. Bu ikili, kantite edilecek

bilesene aittir ve daha fazla iyon ¢ifti izlenerek 6zgiilliik arttirilir (75,76).

Iyon dedektorii, kiitle analizoriinden gelen iyonlarin toplayici bir elektrot iizerine diistiigii ve
iyon akiminin olustugu kisimdir. Iyon enerjilerini elektriksel sinyallere doniistiiriir. Daha sonra

yazilim bu sinyalleri alan degerine doniistiirerek okur (67,73).

Data Sistemi ve kayit, iyon akimlarinin olusturdugu sinyallerle olusan kiitle spektrumlarinin

bilgisayar programlarinda sayisal degerlere doniistiiriilmesi ve kaydedilmesidir.

LC-MS/MS sisteminde her bir molekiil i¢in tr ve m/z orani vardir. Ayni par¢alanma iyonlarina
sahip molekiil sayis1 dogada 1/10000°dir (67). Bu yiizden LC-MS/MS sonuglarinin
dogrulanmasina gerek duyulmaz. Yiiksek duyarlilik, kesinlik, az miktarda 6rnek gerektirmesi,
genis analitik 6l¢tim aralig1, birgok analiti ayni anda 6lgebilme gibi avantajlarinin yaninda cihaz
bakiminin yiiksek maliyetli olmasi, analizin kompeks olmasi nedeniyle yeterli deneyime sahip

analiste ithtiya¢ duyulmasi gibi dezavantajlar1 da vardir.

LC-MS/MS ile yontem gelistirmesi igin gerekli basamaklar; calisilacak analitin kimyasal
ozelliklerinin tanimlanmasi, analite 6zgii fragmanlarin belirlenmesi, uygun kolon se¢imi, kolon

tizerinde akis ve sicaklik parametrelerinin belirlenmesi seklindedir (77).
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2.4. Gecgerli Kilma (Validasyon) Calismasi

Bir analitik yontemin gecerli kilinmasi, analitik yontemin ihtiyag duyulan gereksinimi
karsilayacak yetenege sahip oldugunu onaylamak amaciyla yapilan 6lgiim islemleri siirecidir.
Bu onaylanma deneylerden eclde edilen sonuglarin istatistiksel olarak yorumlanmasiyla

kanitlanir.

Analitik yontemle yapilan 6l¢iimiin sonuclari; laboratuvar kosullari, cihaz, kullanilan standart
madde, analist gibi bir¢cok faktérden etkilenir. Bu kosullarin 6l¢iim sonuglarma etkisi

belirlenmelidir. Bu yiizden yontemin gegerli kilinmasi gereklidir.

Gegerli kilma yeni bir yontem gelistirildiginde, bir yontem laboratuvara ilk kez uygulandiginda,
mevcut yontemde degisiklik yapildiginda, gecerli kilinmis bir yontem farkli bir laboratuvarda
uygulandiginda, kalite kontrol testleri sonunda yontemin performansinda zamanla degisim

oldugunda yapilir (72,78).

Yontemin gecerli kilinmasindan 6nce cihazin performansinin test edilmesi ve uygunlugunun

saglanmas1 gerekir.
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Tablo IX’da bir analitik yontemin gegerli kilinmasi i¢in degerlendirilmesi gereken parametreler

gosterilmistir.

Tablo IX. Yontemin gegerli kilinmasi parametreleri (79)

Secicilik/Spesifiklik

Tespit Limiti ve Tayin Limiti (LOD ve LOQ)

Dogrusallik ve Calisma aralig

Analitik duyarlilik

Dogruluk
e Gergeklik (Sapma, Geri kazanim)

e Kesinlik (Tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrar tiretilebilirlik)

Saglamlik (Dayaniklilik)

*QOlgiim belirsizligi yontemin performans o6zelligi ve gecerli kilma
parametrelerinden degildir; o metod performansi kullanilarak elde

edilmis sonuglarin bir 6zelligidir.

Dogrulama ya da verifikasyon, laboratuvar arasi ¢aligmalarla performans kriterleri belirlenmis
olan bir yontemin laboratuvar sartlarinda teyit edilmesidir. Bir yontem laboratuvarlar arasi

calisma ile gegerli kilinmigsa dogrulama (verifikasyon) yapilmasi yeterlidir (72,79,80,81).

Sekil 2.12°de Validasyon ya da Verifikasyon yapildiginda hangi gecerli kilma bilesenlerinin

caligmasi gerektigi gosterilmistir (80).
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Sekil 2.12. Validasyon ve Verifikasyon Ayrimi (80)
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2.4.1. Segicilik (Selectivity)/Spesifiklik (Specificity)

Spesifite, yontemin aranan analiti diger analitlerin bulundugu &rnek ic¢inde ayirt edebilme

yetenegidir (80). Yontemin analite 6zgii olup olmadigini gosterir.

2.4.2. Dogruluk (Accuracy)

Kullanilan analitik yontemde elde edilen 6l¢iim sonuglarinin gergek degere olan yakinhigidir.
Sistematik ve rastgele hatalar1 goz 6nilinde bulundurarak sonuglarin dogrulugu degerlendirilir.

Gergeklik ve Kesinlik olarak iki ana bilesenden olusur.

2.4.2.1. Gergeklik

Gergeklik i¢in sistematik hata hesabi (bias) yapilir. Gergeklik; sertifikali referans materyalin
sertifika degerini kullanarak, referans metot kullanarak, yeterlilik testine katilarak ya da geri

kazanim caligmalar1 yapilarak hesaplanir (79).

2.4.2.2. Kesinlik (Precision)

Bir analitik yontemin kesinligi, aynt numuneye tekrar tekrar uygulandiginda elde edilen
Olciimler arasindaki tutarliligidir. Tekrarlanabilirlik (repeatability) ve tekrar {iretilebilirlik

(reproducibility) olarak ikiye ayrilir.

Tekrarlanabilirlik; ayni cihaz, ayni laboratuvar, aymi analist tarafindan kisa zaman iginde

€999
T

yapilan Ol¢iim sonuclarinin degerlendirilmesidir. ile ifade edilir. Tekrar tretilebilirlik;
farkli laboratuvar, farkli analist, farkli ekipman ve kimyasallarla genis zaman aralifinda elde
edilen 6l¢iim sonuglarinin degerlendirilmesidir. “’R’’ ile ifade edilir. Eurachem rehberine gore

tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik arasinda bir de ara kesinlik (intermediate precision)

calismalar1 vardir. Laboratuvar igi tekrar iiretilebilirlik olarak da ifade edilir.
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Calismalarda sapan verilerin tespiti igin Ol¢lim sayisina gore Grubbs ya da Dixon Testi

uygulanir (80).

Kesinlik g¢alismalari, farkli derisimlerde (3 farkli konsantrasyon oOnerilir) ve 6-15 tekrarla

gerceklestirilir (72,79,81).

Kesinlik kantitatif analizlerde standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (RSD) ile ifade

edilir.

N (Xi-Xr)2 SD
SD = /2—1(—‘” %RSD (CV) = “2*100
N-1 Xr

2.4.3. Dogrusallik (Linearite) ve Caliyma arahg (Range)

Bir analitik yontemde dogrusallik, belirli konsantrasyon araliklarinda &lgiim sonuglarinin
konsantrasyonla orantili artmasidir. Dogrusallik icin Eurachem Rehberine gore dl¢limler, en az
6 noktada olacak sekilde 3 tekrarli yapilmalidir. Her bir nokta ana soliisyondan diliisyon
seklinde degil bagimsiz olarak hazirlanmalidir. Dogrusallik, referans konsantrasyona karsilik
Olctim sonucu ya da Ol¢lim sinyali olarak ¢izilebilir. Sonuglar grafiksel verilir. Dogrunun
denklemi (y=ax+b) ve korelasyon katsayisi (r) belirlenir. Kalibrasyon egrisinin lineer
oldugunun gostergesi korelasyon katsayisinin =1’e yakin olmasidir (84). Bunun yaninda F
degeri ile de karsilastirilarak dogrusallik kontrol edilir. Hesaplanan F degeri, F tablosundan
(%95 giiven araliginda n-2;n*p-n serbestlik derecesi ile) elde edilen degerden kiiciik ise

kalibrasyon egrisi dogrusaldir denir (80).

Kantitatif analizlerde bir ¢alisma araliginin da belirlenmesi gerekir. Calisma araliginda alt limit
LOQ olurken, iist limit analitik duyarlilikta bozulmanin goriildiigii konsantrasyon olabilir ya da

calisilacak analize, numuneye gore degiskenlik gosterebilmektedir.

Dogruluk ¢alismalar1 ve ¢alisilan numuneler yontemin lineer oldugu aralikta olmalidir.
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2.4.4. Tespit Limiti (Limit of Detection, LOD) ve Tayin Limiti (Limit of
Quantitation, LOQ)
Tespit Limiti (LOD), maddeye ait sinyalin giiriiltiden ayirt edilebildigi en disiik

konsantrasyondur. Algilama sinir1 olarak da ifade edilir.

Tayin Limiti (LOQ), yontemin performansimin kabul edilebilir oldugu en diisiik
konsantrasyondur yani belirlenmis kosullarda kabul edilebilir kesinlik ve dogrulukta tespit

edilebilen miktardir.

TURKLAB Kimyasal Analizlerde Metot Validasyonu ve Verifikasyonu Rehberine gore
hesaplamalar; kor orneklerin sonuglari tizerinden, diisiik analit miktar1 iizerinden, yontemin
standart sapmasi tlizerinden veya cihazin sinyal-giiriiltii oranindan yapilabilir. Ayrica elde edilen

LOD ve LOQ degerlerinin dogrulamasi da yapilmalidir (80).
2.4.5. Saglamhik (Robustness)

Analitik yontem tizerinde planli degisiklikler yapilmasini ve bu degisikliklerin 6lgiim sonuglari
tizerine etkisini incelenmesidir. Ufak degisikliklerin analiz sonucuna etkisi ne kadar az ise
yontem o kadar saglamdir. Farkli oda sicakliklari, farkli tecriibeye sahip analistler, farkli marka
kimyasallar, standart ¢ozeltilerin saklama kosullart gibi durumlarin tizerinde degisiklik

yapilarak yontem performansi iizerinde ne kadar etkisi oldugu incelenebilinir.
2.5. Olciim Belirsizligi

Belirsizlik, Olgiilen biytikliige karsilik gelebilecek degerlerin dagilimini  gosteren bir
parametredir. Ol¢iim Belirsizligi, gegerli kilma bilesenlerinden degildir. Ancak gegerli kilma
asamasinda belirsizlik kaynaklari tespit edilip her birinden gelen belirsizlik degeri
hesaplanabilir. Validasyon ¢alismalarinda kesinlik, gergeklik ve dogrusallik bilesenleri en

biiyiik belirsizlik kaynagidir. Ol¢iim Belirsizligi degeri i¢in her bir bilesenin standart belirsizligi
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tizerinden Relatif Standart Belirsizlik hesaplanir. Tim Relatif Standart Belirsizlikler

birlestirilerek Birlesik Standart Belirsizlik (uc) degeri hesaplanir (82).



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1.Deneysel Calismalarda Kullanilan Geregler

Laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan cihaz, arag ve geregler Tablo X’da gosterilmistir.

Tablo X: Deneysel Calismalarda Kullanilan Geregler
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Gereg Marka/Model
LC-MS/MS Sistemi Shimadzu LCMS-8045
Analitik Kolon Waters Cortecs C18, 2.7um, 2.1x100mm

Azot Jeneratori

Peak Scientific Genius 1051

Yazilim LSSMainWindow
Distile Su Cihazi ELGA Purelab Flex
SPE Kartus ISOLUTE C18 500mg/6mL

SPE Manifoldu

Macherey-Nagel

SPE Vakum Motoru

Rocker 300/Millipore Billerica MA 01821

Azot Altinda Ugurma Diizenegi

HyperVap HV-300 Gyrozen

Santrifiij Hettich
Vorteks Cihazi VELP Scientifica
Buzdolabi Sanyo Labcool

Derin dondurucu (-20°C)

Samsung CooltechPlus

Ultrasonik Banyo Cihaz1

Bandelin Sonorex

Hassas Terazi Sartorius ACCULAB
Vial ISOLAB

Otomatik Pipet LLG Labware
Balonjoje ISOLAB

Falkon tiipler ISOLAB
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3.2.Calismada kullanilan kimyasallar

Laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan kimyasallar ve markas1 Tablo XI’de gosterilmistir.

Tablo XI: Laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan kimyasallar

Kimyasal Markasi

Metanol Sigma-Aldrich

Amonyum format Fluka, eluent additive for UHPLC-MS
Formik asit Fluka, eluent additive for LC-MS
Kafein (kat1 form) Sigma-Aldrich

Kokain-ds (i¢ standart) Lipomed

3.3.Standart Cozeltiler
Calisilacak tiim standart ¢ozeltiler, i¢ standart (IS) olarak belirlenen Kokain-ds ile Madde
3.3.2’de belirtilen sekilde hazirlandi. Tiim stok c¢ozeltiler +4°C’de, agz1 parafilm ile kaplanarak
muhafaza edildi. Kalibrasyon c¢ozeltileri, bu stok c¢ozeltilerden seyreltilerek hazirlandi.
Kalibrasyon i¢in kullanilan tiim referans standart maddelerin safliklar1 >%99,0 oldugundan

cozeltilerden gelen belirsizlik hesaplamalarda g6z ardi edildi.

3.3.1. Kafein standart ¢ozeltisi

Ana stok ¢ozeltisi (100mg/L): 1 mg kafein (kat1) tartilip 10 mL metanol igerisinde ¢oziilerek

hazirlandi.

Ara stok ¢ozeltisi (1 mg/L): Ana stok ¢ozeltiden 0,1 mL almip metanol ile 10 mL’ye

tamamlandi.

100 ug/L standart ¢ozelti: Ara stok cozeltisinden 1 mL alinip metanol ile 10 mL’ye

tamamlandi.
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10 ug/L standart ¢ozelti: Ara stok cozeltisinden 0,1 mL alinip metanol ile 10 mL’ye

tamamlandi.

3.3.2. 1I¢ standart (IS) Cozeltisi

Ana stok ¢ozeltisi (10 mg/L): 1000 mg/L kokain-ds standart ¢6zeltisinden 50 pL alind1 5 mL’lik

balonojede metanol ile ¢oziildii.

Ara stok ¢ozeltisi (1 mg/L): Kokain-ds ana stok ¢ozeltisinden 1 mL alinip metanol ile 10 mL’ye

tamamlandi.
Tiim ¢ozeltilere son hacimde 10 pg/L olacak sekilde IS eklendi.

3.3.3. Dogrusallik ve dogruluk calismalari icin hazirlanan c¢ozeltiler

100000 ng/L standart ¢ézelti: Kafein ara stok ¢ozeltisinden 100 pL, kokain-ds IS ¢6zeltisinden

10 pL alinip 890 pL ¢oziicii eklendi ve vorteks karistiricr ile karistirildi.

50000 ng/L standart ¢ozelti: Kafein ara stok ¢ozeltisinden 50 uL, kokain-ds IS ¢ozeltisinden

10 puL alinip 940 pL ¢oziicii eklendi ve vorteks karistirict ile karistirildi.

25000 ng/L standart ¢ozelti: Kafein ara stok ¢ozeltisinden 25 uL, kokain-ds IS ¢ozeltisinden

10 puL alinip 965 pL ¢oziicii eklendi ve vorteks karistirict ile karistirildi.

10000 ng/L standart ¢ozelti: Kafein ara stok ¢ozeltisinden 10 pL, kokain-ds IS ¢ozeltisinden

10 pL alinip 980 pL ¢oziicii eklendi ve vorteks karistiricr ile karistirildi.

5000 ng/L standart ¢ozelti: 100 pg/L kafein standart ¢ozeltisinden 50 uL, kokain-ds IS

cozeltisinden 10 pL almip 940 pL ¢oziict eklendi ve vorteks karistiric ile karigtirildi.

2000 ng/L standart ¢ozelti: 100 pg/L kafein standart ¢ozeltisinden 20 uL, kokain-ds IS

cozeltisinden 10 pL alinip 970 uL ¢6ziicli eklendi ve vorteks karistiricr ile karistirildi.



1000 ng/L standart ¢ézelti: 100 pg/L kafein standart ¢ozeltisinden 10 pL, kokain-ds

cozeltisinden 10 uL almip 980 pL ¢6ziicli eklendi ve vorteks karistirici ile karigtirildi.

500 ng/L standart ¢ozelti: 10 ng/L kafein standart ¢ozeltisinden 50 uL, kokain-ds

cozeltisinden 10 uL aliip 940 pL ¢6ziicli eklendi ve vorteks karistirici ile karigtirildi.

400 ng/L standart ¢ozelti: 10 pg/L kafein standart ¢ozeltisinden 40 pl, kokain-ds

cozeltisinden 10 pL alip 950 pL ¢oziicii eklendi ve vorteks karistiricr ile karistirildi.

300 ng/L standart ¢ézelti: 10 ng/L kafein standart ¢ozeltisinden 30 pL, kokain-ds

cozeltisinden 10 pL aliip 960 pL ¢oziicii eklendi ve vorteks karistiricr ile karistirildi.

200 ng/L standart ¢ozelti: 10 pg/L kafein standart g¢ozeltisinden 20 uL, kokain-d3

cozeltisinden 10 pL almip 970 pL ¢oziicii eklendi ve vorteks karistiricr ile karistirildi.

100 ng/L standart ¢ozelti: 10 ng/L kafein standart ¢ozeltisinden 10 pL, kokain-d3

cozeltisinden 10 pL almip 980 pL ¢oziicii eklendi ve vorteks karistiricr ile karistirildi.
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Blank (kér) ¢ozelti: Kokain-ds IS ¢ozeltisinden 10 uL alinip 990 pL ¢6ziicii eklendi ve vorteks

karistirici ile karigtirildi.

3.4. Cekitleme yontemi

Atik suda kafein analizi i¢in gelistirilen bu yontemde, numuneler LC-MS/MS sisteminde analiz

edilmeden 6nce ¢ekitleme 6n isleminden gegirildi. Calismada, atik su numunelerine yakin bir

ornek olan ¢gesme suyu numunesi kullanildi. 50000 ng/L konsantrasyonunda kafein ¢ozeltisi ile

zenginlestirilen ¢esme suyu numuneleri, kat1 faz cekitleme isleminden gegirilerek 6l¢iimii

yapildi; ¢ekitleme isleminin geri kazanim degerleri hesaplandi.

SPE kartus bos (blank) : Cesme suyuna sadece 500 pL IS ara stok ¢ozeltisi ilave edildi. Hacmi

50 mL’ye tamamlandi.
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SPE kartus (50000 ng/L): Cesme suyu numunelerine kafein ara stok ¢ozeltisinden 50uL, 1S
ara stok c¢ozeltisinden 500 pL ilave edildi. Hacmi 50 mL’ye tamamlandi. 3 ¢alisma yapildi ve

her bir ¢alisma 3 tekrarla ol¢iildii.

Cekitleme asamalart

4. 6 mL metanol ve 6 mL distile su ile SPE kartuslar1 sartlandi.

5. 50 mL ornegin kartuslara yiiklemesi yapildi.

6. 3 mL metanol-distile su (5:95) ile yikama islemi yapildi.

7. 2x2 mL metanol ile eliisyon islemi yapildi. Azot altinda ugurularak kalan kistm 1 mL 1:1

Mobil faz A: Mobil faz B karisimina alind.

Sekil 3.1. Cekitleme Diizenegi

3.5. Yontemin LC-MS/MS Sistemi ile Gelistirilmesi

LC-MS/MS sistemi ile yontem gelistirilmesi ¢alismalar1 i¢in 6nceki ¢alismalardan yola ¢ikarak
kafeinin tiriin iyonlari, par¢alanma enerjileri, kafein i¢in uygun mobil faz ¢6zeltisi, akis zamani,
uygun kolon bilgileri arastirildi. Tablo XII’te gosterilen degerler LC-MS/MS sistemine eklendi.

Kafeinin kimyasal Ozelliklerinden yola ¢ikarak uygun mobil faz segildi. Belirli
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konsantrasyonlarda kafein standart ¢ozeltileri LC-MS/MS sisteminde analiz edildi ve kafeinin
alikonma zamani tespit edildi. LC sistemi igin uygun kolon, enjeksiyon hacmi, analiz siiresi,
mobil faz akis bilgileri gibi parametreler Tablo XIII’de gosterilmistir. Akis zamani ve mobil
faz oranlan tlizerinde degisiklik yapilarak kisa zamanda i1yi bir ayrim ve segicilikte kafein piki
elde edilmeye calisildi. Yontem igin olusturulan mobil fazin zamana gore degisimi Tablo
XIV’te gosterilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki kafeinin pik alanlar1 degerlendirilerek

yontemin duyarliligi degerlendirilip validasyon parametreleri ¢alisildi.

3.5.1. MS/MS Sistem Ozellikleri

Tablo XI1. MS/MS sistem parametreleri

Iyonizasyon Modu

Elektrosprey Iyonizasyon

Kafein Q1/ Q3 Mass (Da)

195.1 (ana molekiil)

138 (Q1) / 110 (Q2)
Kokain-ds (IS) Q1/Q3 Mass (Da) 307 (ana molekiil)
105 (Q1) / 85.1 (Q3)
Declustering Potential (DP) 80
Entrance Potential (EP) 10

Collision Energy (CE)

Kafein Q1/Q3: 35/30
Kokain-ds Q1/Q3: 47/47

Collision Cell Exit Potential (CXP)

8

Curtain Gas (CUR) 25

Collision Gas (CAD) 6

fonspray Voltage (IS) 5500
Temperature (TEM) 450

lon Source Gas 1 (GS1) 30

lon Source Gas 2 (GS2) 35

Collision Gas N2 (Azot)
Dwell Time 250 milisaniye
Scan Type MRM
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3.5.2. Siv1 Sistem Ozellikleri

Tablo XIII. LC sistem parametreleri

Akis hizi 0,5 mL/dk

Analiz siiresi 6 dk

Enjeksiyon hacmi 100 uL

Kolon firin sicaklig 50°C

Mobil Faz A Su (2 mM Amonyum Format + %0,1 Formik Asit)
Mobil Faz B MeOH (2 mM Amonyum Format + %0,1 Formik Asit)
Kolon Waters Cortecs C18 2.7um 2.1x100 mm

tR Kafein - TR Kokain-d3 2.06 dk - 2.43 dk

Tablo X1V. Mobil fazin zamana gére akis degisimi

Zaman Akis hiz1 Mobil Faz A % Mobil Faz B %
00.01 0.5 95 5

01.30 0.5 60 40

04.00 0.5 5 95

05.00 0.5 95 5

06.00 0.5 95 5

3.6 Validasyon Calismalari

3.6.1. Secicilik (Selectivity)/Spesifiklik (Specificity)

Madde 2.4.1.’de anlatildig1 gibi yontemin segiciligini degerlendirmek igin; icerisinde analit
olmayan c¢oziici (MeOH) ile 1000 ng/L konsantrasyonunda hazirlanan CAF standart
cozeltisinin pikleri karsilagtirildi. Coziictiden kaynaklanan herhangi bir girisim olup olmadigi

degerlendirildi.
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3.6.2.Tespit Limiti (Limit of Detection, LOD) ve Tayin Limiti (Limit of
Quantitation, LOQ)

Madde 2.4.4.’te verilen bilgiler dogrultusunda diisiik konsantrasyonda (300 ng/L) CAF ¢ozeltisi
hazirlanarak LC-MS/MS sisteminde analiz edildi. 10 tekrarli olarak ¢alisildi (n=10).

Calismanin standart sapmasi hesaplanarak 3 kati LOD, 10 kat1 LOQ olarak kabul edildi.
LOD=3*SD
LOQ=10*SD

Tespit limiti i¢in dogrulamasi i¢in 300 ng/L konsantrasyonunda hazirlanan CAF ¢ozeltisi ile
kor ¢ozeltinin 3 tekrarli 6l¢timii yapildi (n=3). 300 ng/L CAF ¢ozeltisinin 6l¢iim sonuglari

ortalamas1 hesaplandi. Kor numune sonuglartyla karsilagtirildi.

Tayin limiti dogrulanmasi igin 300 ng/L konsantrasyonunda 3 tekrarli 6l¢tim yapildi (n=3).
Olgiim sonuglarindan elde edilen SD degeri, asagidaki formiile gére hesaplanan standart sapma

(s) ile karsilastirilda.

3x !

§ =

(trq: t tablosunda f=n-1 ve a=0,05 degeri)

Tespit ve Tayin limiti i¢in dogrulama c¢aligmalart TURKLAB Rehber 01’e gore yapildi (80).
(LOD dogrulamasi i¢in; zenginlestirme yapilan kor numunelerin ortalamasi, maksimum kor
degerden fazla oldugunda tespit limiti dogru kabul edilir. LOQ dogrulamasi i¢in; 6l¢im
sonuglariin standart sapmasi, formiile gore hesaplanan s degerinden kiiclik ya da esit

oldugunda tayin limiti dogrulanmis olur.)
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3.6.3. Dogrusallik (Linearite) ve Calisma aralig1 (Range)

Yontemin dogrusallik ¢alismalari i¢in 500, 1000, 2000, 5000, 10000, 25000, 50000 ve 100000
ng/L olmak tizere 8 farkli konsantrasyonda CAF standart ¢ozeltileri hazirlanip 3 tekrarli olacak
sekilde &lgiim yapild1 (p=3). Dogrunun denklemi ve korelasyon katsayisi (r%) hesapland.

Kalibrasyon egrisinin dogrusallig1 F testi ile de onaylandi. F degeri asagidaki formiile gore

hesaplandi:
g, = 2(y-yu)? S,= Y(a-b)?
! n-2 2 N*p—N
st
F=—=
S2

y: x konsantrasyonuna karsilik gelen y alan degeri

yt: Kalibrasyon egrisi formiiliinde x degerine karsilik gelen hesaplanan y degeri

a: {lgili konsantrasyondaki ilk paralel deger

b: ilgili konsantrasyondaki ikinci paralel deger

N: Toplam 6l¢iim sayis1

p: Her bir dl¢timdeki tekrar sayisi

m:Toplam kalibrasyon noktasi (Kalibrasyon 3 tekrarli yapildiginda N*p-N formiilii yerine 2m
kullanilir)

Fiimit degeri; N-2,2n serbestlik derecesinde F tablosundan elde edildi (%95 giiven araliginda).

F degeri, Fiimit degerinden diisiik oldugunda kalibrasyon egrisi dogrusal kabul edilir (80).

3.6.4. Dogruluk (Accuracy)

Madde 2.4.2°de anlatilan yontemin dogrulugu; giin igi-gilinler arasi tekrarlanabilirlik ve geri

kazanim ¢aligmalariyla saglandi.
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3.6.4.1. Kesinlik (Precision)

Kesinlik ¢alismalari; disiik (500 ng/L), orta (5000 ng/L) ve yiiksek (100000 ng/L)

konsantrasyonlarda ve 10 tekrarli 6l¢timle gerceklestirildi (n=10).

Ayni laboratuvarda, ayni cihaz ve ayni analist tarafindan kisa zaman araliginda 3 farkh
konsantrasyonda (500-5000-100000 ng/L) CAF standart ¢ozeltisi hazirlanarak giin igi
tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 gergeklestirildi. Sapan veriler olup olmadigini anlamak igin

Grubbs testi yapildi.

Ayni analist tarafindan 500-5000-100000 ng/L konsantrasyonunda hazirlanan CAF standart
cozeltisi farkli giinlerde Olgiildii; Olclimlerin gilinler aras1 kiyaslamasi (gilinler arasi
tekrarlanabilirlik c¢aligsmasi) yapildi. Sonuglar, %RSDwr (giinler arast %RSD) iizerinden

degerlendirildi.

Tekrariiretilebilirlik c¢alismalart farkli laboratuvar, farkli analist ve farkli donanim

gerektirdiginden bu calismada yapilamada.

Validasyon hesaplamalarinda RSD degerlerinin < %20 olmasi, ¢alismalarin uygun oldugunu

gostermektedir (82).

3.6.4.2. Gergeklik

Gergeklik ¢aligmalari, kesinlik ¢aligmalari tizerinden degerlendirildi. 500-5000-100000 ng/L
konsantrasyonunda hazirlanan CAF standart ¢ozeltisi farkli giinlerde 10 tekrarli olarak 6l¢iildi;

c¢ikan sonuglar ile geri kazanim hesaplamalari yapildi.

Geri kazanim degerlerinin  %70-120 araliginda olmasi, calismalarin uygun oldugunu

gostermektedir (82).
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% Geri Kazanim = (A1-A2)/A3*100

Ai: Analit eklenmis 6rnek konsantrasyonu
A:: Analit eklenmeden 6nceki konsantrasyon

As: Eklenen konsantrasyon

3.6.5. Saglamlik (Robustness)

Madde 2.4.5’te anlatildigi gibi yontemin saglamligini kontrol etmek igin kolon sicaklig:
50°C’den 40°C’ye disiiriildii. 5000 ng/L. konsantrasyonunda hazirlanan CAF standart

¢ozeltisinin 3 tekrarli 6l¢timii yapildi (n=3). Sonuglara t-testi uygulandi.

Yontemin saglamhigini kontrol etmek igin farkli analist ile de c¢alisildi. 5000 ng/L
konsantrasyonunda bir baska analist tarafindan hazirlanan CAF standart ¢6zeltisinin 5 tekrarl

olgtimii yapildi (n=5). Sonuglara t-testi uygulandi.

Cozelti stabilite kontrolii igin 10000 ng/L CAF standart ¢ozeltisi; oda sicakligi (22+5 °C), -4°C
ve -20°C’de bir hafta boyunca takip edildi. 4 farkli giinde 3 tekrarla yapilan 6lgiimlerdeki

farklilik ANOVA ile degerlendirildi.

3.7. Ol¢iim Belirsizligi
Madde 2.5’te anlatilan 6l¢iim belirsizligi i¢in kesinlik, gergeklik bilesenlerinden ve kalibrasyon
egrisinden gelen belirsizlikler hesaplandi. Her bir bilesenden gelen standart belirsizlik ve
“relatif standart’’ belirsizlik hesaplandi. Tim relatif standart belirsizlikler birlestirilerek

““birlesik standart belirsizlik (uc)’” degeri hesaplandi (82).
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e Kaesinlik ¢alismalarindan (gilin i¢i ve gilinler arasi tekrarlanabilirlik) gelen standart

belirsizlik icin RSDpool degeri hesaplandi:

[(nl ~1)xRSD; +(n, ~1)xRSD; +....+(n, —1)xRSD,
RSD = 2 2 ” "
=y (=D +(n, =) +..+(n, ~1)

Relatif Standart Belirsizlik= RSDpool /1 (a)

e Geri Kazanim caligmalarindan gelen standart belirsizlik, Bias Belirsizligi (ui) agagidaki
formtile gore hesaplandi (85):

1-R
= |82 4 (u)? U= Sxort= =

ui: Bias Belirsizligi

R: Tiim ¢alismalardaki ortalama % geri kazanim degeri
Ux: Standart Belirsizlik

k: Kapsam faktorii (%95 giliven araligi i¢in k=2)

s: Tum geri kazanim degerlerinin standart sapmast

n: Tiim konsantrasyonlar i¢in toplam tekrar sayisi

Sxort: Ortalamanin standart sapmasi

<|

%geri kazanimlar arasinda anlamli fark olup olmadigi t-testi ile degerlendirildi. (t degeri

S seklindedir. t<twtik ise bias belirsizligi sx ya da ux degeri, t>tkritik IS€ Ui degeri
xort.

formila t=

alinir [85]).

Relatif Standart Belirsizlik= ui/R (b)
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e Kalibrasyon egrisinden gelen belirsizlik asagidaki formiil ile hesaplandi:

2

' Xy — Xhesaplanan :
”('\’0) _'Z_S;\jiJrlJrM

N S

u(xo): Kalibrasyon Standart Belirsizligi

Xo: Kalibrasyon araliginin ortasina denk gelen bir konsantrasyon degeri
Xhesaplanan: Hesaplanan konsantrasyon degerlerinin ortalamasi

S: Residuel standart sapma (Her x degeri i¢in tahmini y degerinin standart hatasi)
b: Kalibrasyon dogrusunun egimi

p: Her bir konsantrasyon i¢in okuma sayisi

N: Toplam okuma sayis1

Sxx: Hesaplanan konsantrasyon degerleri sapmalarinin kareleri toplami

Relatif Standart Belirsizlik= u(Xo)/Xo (©)

Birlesik standart Belirsizlik (uc) = Va? + b? + c?
Belirsizligin Ol¢iim sonuglarina etkisi;

Analiz Sonucu =+ 2* Birlestirilmis Bagil Standart Belirsizlik*Analiz Sonucu seklindedir (83).
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4 BULGULAR

4.1. Secicilik

Madde 2.4.1. ve Madde 3.6.1° de belirtildigi lizere analiz siiresi boyunca iginde analit olmayan
¢oziici (MeOH) kromatogrami ile 1000 ng/L konsantrasyonunda hazirlanan CAF standarti
pikleri karsilastirildi. Kafein alikonma zamaninda ¢oziiciiden kaynakli herhangi bir girisime

rastlaniimadigi Sekil 4.1°de gosterildi.
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[ ™KIC of +MRM {4 pairs): 195.100/138.000 Da 10, kalein 138 from Sampa 2 (meanis) of kalein0513.wifl (Turbo Spray)
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Sekil 4.1. (a) MeOH, (b) CAF piki-Alikonma zamani: 2.06 dk. (¢) Kokain-ds piki-Alikonma
zamani: 2.43 dk.
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4.2. Tespit ve Tayin Limiti

Madde 3.6.2.°de anlatildig1 gibi 300 ng/L konsantrasyonda hazirlanan CAF ¢ozeltisinin LC-
MS/MS sisteminde 10 tekrarli Olglimii yapildi (n=10). Calismanin standart sapmasi

hesaplanarak 3 kat1t LOD, 10 kat1 LOQ olarak hesaplandi ve Tablo XV te gosterildi.

Tablo XV. CAF i¢in LOD ve LOQ degerleri (n=10)

300 ng/L, n=10 SD LOD (ng/L) LOQ (ng/L)
54,32 162 543

Hesaplama ile elde edilen sonuglar yuvarlanarak LOD 200 ng/L, LOQ 500 ng/L olarak kabul

edildi.

Madde 3.6.2°de anlatildign gibi LOD ve LOQ dogrulamasi yapildi. Olgiim sonucu ve

hesaplamalar Tablo XVI ve Tablo XVII’de gosterildi.

Tablo XVI. Tespit Limiti Dogrulamasi

Xl X2 X3 Xmax X ort
Kor cozelti 108 86,5 84,5 108
300 ng/L CAF | 389 413 334 378,7

Zenginlestirilmis 6rnek ortalamasi 378,7 ng/L, kor ornegin max degeri olan 108 ng/L'den

biiyiik oldugu i¢in tespit limiti (0,2 ng/mL) dogrulandi (80).

Tablo XVII. Tayin Limiti Dogrulamas1 (n=3, t(n-1,4=0,05=4,03)

300 ng/L CAF | SD S
40,5 67,13




65

Zenginlestirilmis Ornek ile yapilan caligmalarin SD degeri; formiile gore hesaplanan,
zenginlestirilen 6rneklerin kabul edilecek maksimum standart sapmasi (s) degerinden kiigiik

oldugu i¢in tayin limiti degeri (0,5 ng/mL) dogrulandi (80).
4.3.Dogrusalhik

Madde 3.6.3’te belirtilen 500, 1000, 2000, 5000, 10000, 25000, 50000 ve 100000 ng/L olmak
tizere 8 farkli konsantrasyonda hazirlanan CAF standart ¢ozeltilerinin 3 tekrarli olacak sekilde
ol¢iimii yapildi (p=3). Dogrunun egimi, kesim noktasi ve korelasyon katsayisi (r?) hesaplandi.
Kalibrasyon egrisinin dogrusalligt Madde 3.6.3’te ifade edilen formiile gére hesaplanan F
degeri ve Fimit degeri ile onaylandi. Calismalarin sonuglar1 Tablo XVIII’te gdsterildi.
Kalibrasyon egrisinin goriintiisii Sekil 4.2°de gosterildi.

Tablo XVI11. 500-100000 ng/L araliginda ¢izilmis kalibrasyon egrisinin denklemi,
korelasyon katsayisi, F degeri (N=24, p=3, m=8)

Dogrusal arahk | Denklem Korelasyon | F degeri | F limita-o
Katsayisi (N-2,2m)
(r?) serbestlik
derecesi
CAF | 0,5-100 ng/mL y=46,587x+4521,9 | 0,997 1,46 2,25

F degeri, F limit degerinden diisiik oldugundan kalibrasyon egrisi dogrusaldir.
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Sekil 4.2. Kalibrasyon Egrisi

4.4.Dogruluk Calismalar:

Ayni laboratuvarda, aymi cihaz ve aym analist tarafindan kisa zaman aralifinda 3 farkh
konsantrasyonda (500-5000-100000 ng/L) CAF standart ¢ozeltisi hazirlanarak giin igi
tekrarlanabilirlik calismalar1 gerceklestirildi. 10 tekrarli dl¢iim yapild: (n=10). Ol¢iim sonuglar1

Tablo XIX’da gosterildi.
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Tablo XIX. 500-5000-100000 ng/L CAF standart ¢ozeltisinin giin igi 6lgiim sonuglar1 (n=10)

Gergek Deger 500 ng/L 5000 ng/L 100000 ng/L
1.0l¢iim 512 4950 92600
2. Ol¢iim 533 4660 91000
3. Ol¢iim 564 3920 101000
4. Ol¢iim 537 4270 96700
5. Olciim 573 4530 89300
6. Ol¢iim 570 4410 88800
7. Ol¢iim 570 3900 87000
8. Olciim 574 4710 101000
9. Olgiim 487 4380 91400
10. Olgiim 529 4480 94200

Olgiim sonuglarinin %RSD degerleri, <20 oldugundan sonuglar tekrarlanabilirlik agisindan

uygun bulundu. Sapan veriler olup olmadigini anlamak igin Grubbs testi yapildi; veriler de

sapma olmadig goriildii. Calisma sonuglar1 Tablo XX de gosterildi.

Tablo XX. 500-5000-100000 ng/L CAF standart ¢ozeltisinin giin i¢i tekrarlanabilirlik

(n=10,Grubbsgeger<= Grubbsiitik olmali)

sonuglar1

500 ng/L 5000 ng/L 100000 ng/L
Ortalama 544,9 4421 93300
SD 30,1 330,5 4902,1
%RSD (CV) 5,52 7,47 5,25
Grubbsaiisiik 1,92 1,58 1,29
Grubbsyiiksek 0,97 1,60 1,57
Grubbskritik 2,29 2,29 2,29
Uygunluk Uygun Uygun Uygun
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Ayni analist tarafindan 500-5000-100000 ng/L konsantrasyonunda hazirlanan CAF standart

¢ozeltisi farkli giinlerde 10 tekrarl olarak dlgiildii (n=10). Ol¢iim Sonuglar1 Tablo XXI’de

gosterildi.

Tablo XXI. 500-5000-100000 ng/L. CAF standart ¢ozeltisinin giinler aras1 6lgiim sonuglari

(n=10)

Ol¢iim 500 ng/L 5000 ng/L 100000 ng/L

1.Giin | 2.Giin | 3.Giin | 1.Giin | 2.Giin | 3.Giin | 1.Giin | 2.Giin | 3.Giin
1

512 529 501 4950 | 4540 |4630 |92600 | 105000 | 98700
i 533 535 489 4660 | 4630 |4150 | 91000 |92500 |93200
’ 564 594 485 3920 | 4140 |4830 | 101000 | 94200 | 101000
* 537 496 523 4270 4530 [4530 | 96700 |93800 | 96600
° 573 583 566 4530 | 4140 |[4790 |89300 |94900 | 104000
° 570 546 575 4410 | 4140 |5240 |88800 |98700 |93000
! 570 562 542 3900 [4430 |4680 |87000 |[90700 |91700
’ 574 544 469 4710 |4460 |5090 | 101000 | 92800 | 96900
’ 487 483 545 4380 4380 |4080 |91400 | 102000 | 95200
¥ 529 550 486 4480 | 4220 | 4240 | 94200 | 89300 | 95200

Olgiimlerin giinler arasi1 kiyaslamasi yapildi. Sonuglar, %RSDwr (giinler arast %RSD)

iizerinden degerlendirildi. 3 konsantrasyonda da %RSDwr degeri <20 oldugundan giinler

arasinda farklilik g6zlemlenmedi. Giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmalarinin sonuglar1 Tablo

XXII’de gosterildi.
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Tablo XXI1. 500-5000-100000 ng/L CAF standart ¢6zeltisinin giinler arasindaki
tekrarlanabilirlik sonuglar1 (n=10, X=Tiim sonuglarin ortalamast)

Derisim 500 ng/L 5000 ng/L 100000 ng/L

1.giin 2.giin | 3.giin | 1.giin | 2.giin | 3.giin | 1.giin | 2.giin | 3.giin
Ortalama | 544,9 542,2 | 518,1 | 4421 |4361 |4626 | 93300 | 95390 | 96550
SD 30,1 34,45 |37,31 | 330,47 | 186,87 | 386,82 | 4902,1 | 5003,6 | 3815,8
RSD 5,52 6,35 7,20 747 | 429 |8,36 5,25 525 |395
X 535 4469,3 95080
SDwr 35,32 322,35 4662,8
%RSDwr | 6,60 7,21 4,90

Madde3.6.4.2°de anlatildigi gibi tiim Olgiimlerin geri kazanim degerleri hesaplandi. Geri

Kazanim %87,2-109 arasinda uygun bulundu. Sonuglar Tablo XXIII’te gosterildi.

Tablo XXI11. 500-5000-100000 ng/L CAF standart ¢6zeltisinin farkli giinlerdeki Geri

Kazanimlari
Derisim 500 ng/L 5000 ng/L 100000 ng/L
1.giin 2.giin | 3.giin | 1.giin | 2.giin | 3.giin | 1.giin | 2.giin | 3.giin
Ortalama | 544,9 542,2 | 518,1 | 4421 | 4361 |4626 | 93300 | 95390 | 96550
%Geri 109 108,44 | 103,62 | 88,42 | 87,22 | 92,552 |93,30 |9539 | 96,55
Kazanim
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4.5.Saglamhk

Madde 3.6.5’te anlatildig1 gibi kolon sicakligi ve farkli analistin yontem saglamligina etkisini
degerlendirmek i¢in ¢aligmalar yapildi. Sonuglart karsilagtirmak igin t testi uygulandi ve
sonuglar arasinda anlamli bir farklilik gézlemlenmedi. Sonuglar ve degerlendirmeler Tablo

XXIV ve Tablo XXV’te gosterildi.

Tablo XXIV. Kolon sicakligi degisimi etkisi (n=3, N-2 serbestlik derecesi ile t degeri<t kritik

olmali)
Olciim Ortalamast | t degeri T kritik
Kolon Sicakhg | 4926,6 0,07 2,77

50°C
Kolon sicakhig 40°C | 4936,6

Tablo XXV. Farkli analist caligmasinin yonteme etkisi (n=5, N-2 serbestlik derecesi ile t

degeri<t kritik olmalr)
Ol¢iim SD RSD T degeri T kritik
Ortalamasi
Analist 1 4960 1547 3,12 0,80 2,22
Analist 2 4876,6 239,5 4,91

Standart ¢ozelti stabilitesinin kontrolii igin 10000 ng/L CAF standart ¢6zeltisi; oda sicakligi
(2245 °C), -4°C ve -20°C’de bir hafta boyunca takip edildi. 4 farkli giinde 3 tekrarli yapilan
ol¢lim sonuglarina ANOVA testi uygulandi ve Fyegeri< Fritik oldugundan sonuclar arasinda
herhangi bir anlamli fark bulunamadi. Degerlendirme Tablo XXVI’da gosterildi. 3 farkli
sicaklik, 4 farkli giinde 6l¢iim yapildig: i¢in grup sayist k=12, Toplam 6l¢iim N=36 olarak

alindi.
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Tablo XXVI. Oda sicakligl, -4°C ve -20°C’de CAF c¢ozeltisi kararliligi (n=3, k=12, N=36,

ANOVA Fyegeri< Foigiti olmalr)

Sicaklik Serbestlik | p Faegeri Foigiitii
Derecesi
Gruplar arasi Oda sicakligr | 12-1=11 0,06 2,12 2,21
-4 °C (k-1)
-20 °C
Grup ici Oda sicaklign | 36-12=24
-4 °C (N-k)
-20 °C

4.6.0l¢iim Belirsizligi

Kesinlik bilesenlerinden giin i¢i tekrarlanabilirlikten gelen standart belirsizlik igin

Madde 3.7’de belirtilen formiile gére RSDpool degeri 0,062 olarak hesaplandi.

Kesinlik bilesenlerinden giinler arasi tekrarlanabilirlikten gelen standart belirsizlik i¢in

Madde 3.7°de belirtilen formiile gore RSDwrpool degeri 0,063 olarak hesaplandi.

Madde 3.7°de belirtilen Bias Belirsizligi

(uj) formili kullanilarak 3 farkli

konsantrasyonda, farkli giinlerde yapilan gerceklik calismalarindan elde edilen standart

belirsizlik hesaplandi. %geri kazanimlar arasinda anlamli fark olup olmadig t-testi ile

degerlendirildi. t<twitik ise bias belirsizligi olarak sx (ux) degeri alindi (82). Sonuglar

Tablo XXVII’de gosterildi.
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Tablo XXVII. Bias Belirsizligi

Bias Belirsizligi
%0Ortalama 0,971
s 9,55
N 90
Sx (Ux) 1,007
tdegeri 0,028
tiritik (%095 giiven 1,98
araligi;N-1)

e Kalibrasyon egrisi belirsizligi ic¢in; dogrusallik calismalariyla elde edilen dogru
denklemine gore hesaplanan x (analit konsantrasyonu) ve y (alan) degerleri kullanilarak
Madde 3.7°de belirtilen U(Xo) belirsizlik formiilii kullanildi. Kalibrasyon araliginin
ortalarina denk gelen deger (Xo) 25000 ng/L secildi. Calismalardan elde edilen sonuglar

Tablo XXVIII’de gosterildi.

Tablo XXVIII. Kalibrasyon Egrisi Belirsizligi

x degerlerinin ortalamasi 241875

Xo 25000,00

S 114480,85

Sxx 25857755216,6

Kalibrasyon Egrisi Belirsizligi / u(xo) | 1504,867

Kalibrasyon Egrisi Relatif Belirsizlik | 0,060
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Validasyon bilesenlerinden elde edilen belirsizlik degerleri Tablo XXIX‘da gosterildi.

Tablo XXIX. Belirsizlik Kaynaklar1 ve Genisletilmis Bagil Standart Belirsizlik

Belirsizlik X degeri Standart Bagil Standart Belirsizlik
Kaynaklari belirsizlik (u)

Glnler arasi 1 0,063 0,063

Giin igi 1 0,062 0,062

Gergeklik=Bias 97,16 1,007 0,0103

Kalibrasyon egrisi 25000 1504 0,060

Birlestirilmis Bagil Standart Belirsizlik (uc) 0,107

Genisletilmis Bagil Standart Belirsizlik (U) 0,21

Calisma sonunda yontemin belirsizligini etkileyecek tiim bilesenler degerlendirildiginde
Genisletilmis Bagil Standart Belirsizlik 0,21 olarak bulundu. Genisletilmis bagil standart
belirsizlik %95 giiven araliginda Birlestirilmis bagil standart belirsizligin k faktorii ile (k=2)

carpilmasiyla elde edilir.

Hesaplamalar Pestisit Analizleri Igin Metot Validasyonu ve Olgiim Belirsizligi Hesaplanmasi
Aciklamali Uygulama Rehberi ve Kimyasal ve Fiziksel Analizlerde Olgiim Belirsizligi Rehberi

kullanilarak yapilmstir (82,83).

4.7.Cekitleme Verimliligi

Madde 3.4’te anlatildigi gibi 50000 ng/L konsantrasyon ile zenginlestirilen 3 adet 50 mL ¢esme
suyu numunesi, ¢ekitleme islemi sonrast LC-MS/MS sisteminde 3 tekrarli olarak 6l¢iildii.
Cekitleme geri kazanim1 %91,4; %92,2 ; %96,4 olarak bulundu ve ortalama geri kazanimi1 %

93,3 olarak hesaplanarak CAF standart ¢ozeltileri alanlar1 Sekil 4.3’te gosterildi.
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0,50
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(b)

Sekil 4.3. (a) 50000 ng/L. CAF standart ¢ozeltisi alan1 (b) 50000 ng/L CAF ile
zenginlestirilen ¢esme suyu numunesi ¢ekitleme islemi sonras1t CAF alani
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5. TARTISMA VE SONUC
Atik sular toplumun tiikettigi ve maruz kaldig1 her seyi, yasam tarzini, aliskanliklari, saglikla
ilgili bilgileri yansitan 6nemli bir veri toplulugudur. 2001 yilinda Daughton tarafindan 6nerilen
Atik Suya Dayali Epidemiyolojik Yaklasim, 2005 yilinda Zuccato ve ark. tarafindan kokainin;
2008 yilinda da amfetamin, metamfetamin, ekstazi, kannabinoidlerin atik suda tespit edilip
uyusturucu kullanimina dair eg zamanli, giincel ve dogru bilgilere ulasilmasiyla baslanmis; atik
sulardan bilgi edinme ¢esitliligine kadar ilerlemistir. Giinlimiizde gelinen noktada atik sulardan
biyo-belirteg elde etme c¢alismalari ve toplumla ilgili daha fazla bilgi edinme iizerine

yogunlasan ¢alismalarla devam etmektedir.

Kafein etken maddesi, atik sudaki kararliligi nedeniyle bu tiir ¢aligmalarda dikkate alinarak
metabolitleri ile birlikte aragtirllmaya baglanmis ve glinlimiizde de arastirmasi halen devam
etmektedir. Kafeinin sularda analizi, antropojenik bir belirte¢ olmasindan kaynakli kirlilik
gostergesi olmast ve belirlenen bdlgede popiilasyon dinamigi hakkinda bilgi vermesi agisindan

Onemlidir.

Kafein, beseri kaynakli oldugundan kendisi ve metabolitlerinin yiizey sularinda varligi, yiizey
sularinin kirlendigini gosteren bir belirtectir. Atik sularin iyi aritilamamasi nedeniyle yiizey
sularina ya da yilizeyden yer alti sularina karisarak igme sularina kadar etki edebilecek
potansiyeldedir. Sularin kirletilmeye devam edilmesiyle su an icin insani tiiketim amach
sularda bakilan pestisit, poliaromatik hidrokarbonlar, trihalometanlar gibi parametrelerin
yaninda ileride kafein gibi beseri kaynakli Kkirleticilerin eklenmesi muhtemeldir. Bu
kirleticilerin olusturabilecegi tehdit goz oniinde bulundurularak Tiirkiye nin de i¢inde oldugu
birgok tilkede yiizey sularinda kafein tespit edilmesine yonelik c¢alismalar yapilmaktadir

(7,8,9,62).
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Beseri biyobelirtecler ve popiilasyon biiylikliigli ve dinamigi arasindaki iliskinin incelendigi
caligmalarda kafein ve diger niifus bilgisi veren parametreler kiyaslanmis; kafeinin popiilasyon
miktarina ulasmada dogru sonuglar verebilecegi kamitlanmistir. Arastirmalar gelistirilerek
kafein metabolitleri de dahil edilmis; 6zellikle 1,7-dimetiliirik asit metaboliti hem kararlilig
hem de farmakokinetik ¢alismalar1 baz alinarak diizeltme faktorii gelistirilerek geri hesaplama
ile dogru sonuca yaklagilmistir. Bu bakimindan, 6zellikle niifus hesaplamalarinda kafeinin

farmakokinetik caligmalar1 da ayr1 6nem tagimaktadir.

Kafein i¢in sivi kromatografide daha Once yapilan g¢aligmalarin daha cok yiyecek ve
iceceklerdeki kafein miktarim1 ya da idrardaki metabolitlerini tespit etmeye yonelik oldugu
goriilmektedir. Bu ¢alismaya atik suya dayali epidemiyolojik yaklagimin 6nemi goz oniinde
bulundurularak Senta ve ark., Rico ve ark., Gracia-Lor ve ark. ¢alismalar1 esas alinarak

baslanmistir (1,5,19).

Calismada kafein i¢in LC-MS/MS sistemi kullanilarak hizli, kolay, 6zgiin, diisiik tayin limitli,
tekrar edilebilirligi ve geri kazanimi yiiksek bir yontem gelistirilmis ve yontemin gecerli

kilinma parametreleri ¢alisilmistir.

Analitik yontem gelistirilmesi i¢in literatiir taramasi yapilmig; LC-MS/MS’te kafein tespit ve
tayini i¢in uygun sivi kromatografi analitik kolonu, mobil faz, mobil faz akis programi, uygun
kolon sicakligi, par¢alanma molekiilleri ve enerjilerine dair elde edilen bilgiler laboratuvarda
uygulanarak bir LC-MS/MS yontemi optimize edilmistir. Akis zamani ve mobil faz oranlar
degistirilerek analiz siiresini kisa tutmaya, keskin ve net ayrimla kafein piki elde edilmeye
calisilmistir. Kafein i¢in alikonma zamani tespit edilmis ve yontem akis programi ayarlandiktan
sonra yontemin gecerli kilinma parametrelerinin calisilmasina gegilmistir. Yapilan tiim

caligmalarda ornek enjeksiyonundan kaynakli hatalar1 bertaraf etmek, MS kosullarindaki
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degisiklikleri standardize etmek ve kesin tekrarlanabilirlik sonuglar1 almak i¢in i¢ standart

olarak 10000 ng/L konsantrasyonunda Kokain-ds maddesi kullanilmigtir.

Secicilik parametresi i¢in, igerisinde CAF olmayan ¢6ziici (metanol) ve 1 ppb
konsantrasyonunda CAF standart ¢6zeltisi analiz edilmis; ¢6ziictiden kaynakli herhangi bir
girisim olmadig1 goézlemlenmistir. Belirli konsantrasyonlarda CAF standart ¢ozeltisinin LC-
MS/MS’te analizi yapilarak kafeinin pik alanlarmin da bu oranda dogrusal olarak arttig
gorilmiistiir. Olusturulan bu yontemin, kafein tespit ve tayininde 6zgiil ve hassas olduguna

karar verilmistir.

Diistik analit konsantrasyonu iizerinden LOD ve LOQ tespit edilmesi yonteminden yola ¢ikarak
300 ng/LL konsantrasyonda hazirlanan CAF standart c¢ozeltisinin standart sapmasi 54,3
bulunmustur. LOD=3*SD ve LOQ=10*SD formiilii lizerinden yliriitiillen hesaplamalarla
sonu¢lar yuvarlanarak LOD 200 ng/L, LOQ 500 ng/L bulunmustur. LOD ve LOQ dogrulamasi
TURKLAB Rehber 01’de belirtilen hesaplamalarla dogrulanmis; ¢izilen kalibrasyon

egrisindeki konsantrasyonlarin pik alanlari iizerinden de kontrol edilmistir (80).

Dogrusallik parametresi i¢in elde edilen kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi (r?) 0,997
bulunmustur. Ayrica kalibrasyon egrisinin dogrusallifi, yapilan F testinin uygun sonug

vermesiyle de kanitlanmigtir. Calismada dogrusal aralik 500-100000 ng/L “dir.

Dogruluk calismalari; giin i¢i tekrarlanabilirlik, giinler aras1 tekrarlanabilirlik ve geri kazanim
ile yapilmistir. Farkli bir laboratuvar kullanilamadigindan tekrar iretilebilirlik ¢aligmalart
yapilamamistir. Giin igin tekrarlanabilirlik galismalar1 500-5000-100000 ng/L olmak iizere
diistik, orta ve yiiksek 3 farkli konsantrasyonda 10 tekrarli 6lglimle gergeklestirilmistir. Bu
konsantrasyonlarda %RSD degerleri sirasiyla 5,52 , 7,47 , 5,25 bulunmus olup tiim degerler
<20 oldugundan sonuglar uygun kabul edilmistir. Grubbs testi ile de yliksek ve diislik alanda

sapan Ol¢iim sonuglar1 kontrol edilmis herhangi bir sapan veri bulunamamistir. Giinler arasi
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tekrarlanabilirlik ¢aligsmalar1 i¢in 3 farkli konsantrasyon (500-5000-100000 ng/L ) farkli
giinlerde ¢alisilmistir. Sonuglar %RSDwr iizerinden hesaplanmis; tiim sonuglar %10’dan kiigiik
bulunmustur. Bu ¢alismalar {izerinden yliriitiilen geri kazanim hesaplamalarinda, geri kazanim

degerleri tiim giinler i¢in %87-109 arasinda bulunmustur.

Yontemin saglamliginin kontrolii kolon sicakligi ve farkli analist calismasiyla yapilmustir.
Kolon sicakligr 50°C’den 40°C’ye disiiriilmiistiir. 5000 ng/L iizerinden yapilan 3 tekrarli
Ol¢timlerle sonuglarin birbirleriyle uyumlu oldugu student t-testi ile kanitlanmistir. Analist
farkliligi calismasinda ise, gelistirilen bu yontem ile 5000 ng/L konsantrasyon igin 6 tekrarl
calisma yapilmigtir. Grubbs testi ile sapan verilerin olmadigi goriilerek, student t-testi
uygulanmis, her iki analistin ¢alismalarindan elde edilen bulgular arasinda anlamli fark tespit

edilmemistir (p>0,05).

Atik suda kafein tayin ve tespiti i¢in gelistirilen bu yontemde, cihaz kirliligini 6nlemek ve daha
dogru sonug almak i¢in numunelerin 6n islemden gegmesi gerekmektedir. Uygun kartus segimi
ile yapilan ¢ekitleme isleminde, atik su numunesi alternatifi olarak ¢esme suyu numunesi
kullanilmistir. Kafein standart ¢6zeltisi ile zenginlestirilen 50000 ng/L konsantrasyonundaki
¢esme suyu numunelerinin gekitleme sonrasi geri kazanimi %93,34 olarak bulunmustur. He ve
ark. aritma tesisi giris ve ¢ikislarindan aldiklar1 numuneler ile farkli 6zellikte cekitleme
kartuslar kullanarak LC-MS/MS’te kafein ve metabolitlerinin tespiti i¢in bir ¢aligma yliriitmiis,

cekitleme geri kazanimini %60,3-83,2 olarak hesaplamislardir (84).

Kafein i¢cin LC-MS/MS’te yapilmis ¢ok sayida ¢aligma vardir. Bu caligmalarda atik suda ve
yiizey sularindaki kafein ve metabolitlerinin analiz edilmesinin yan1 sira gidalardaki kafein ya

da insan plazmasi ve ya idrardaki metabolitlerinin analiz sonuglarina da rastlanmaktadir.
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Géren 1. ve Daglioglu N. piyasadaki enerji igeceklerinde kafein miktar1 igin LC-MS/MS’te
gelistirdikleri yontemde r? 0,99 lineer dogrulukta LOD 1600 ng/L, LOQ 2500 ng/L olarak

hesaplanmistir. Dogruluk % 89-116 arasindadir (85).

Chen ve ark. insan plazmasinda kafein ve metabolitlerinin LC-/MSMS’te o6lgiilmesi
calismasinda, r>0,99 lineer dogrulukta ve 4100-3000000 ng/L ¢alisma araliginda kafein igin
LOD 4100 ng/L, giin i¢i %97,7 dogruluk ile %RSD 5,69 , giinler aras1 %98,2 dogruluk ile

%RSD 5,94 olarak hesaplanmistir (86).

Senta ve ark. atik sularda kafein, nikotin ve metabolitlerinin LC-MS/MS’te tespit edilmesi
calismasinda r? 0,998 lineer dogrulukta, 0-600 000 ng/L ¢alisma araliginda kafein i¢in metot

tayin limiti 3,6 ng/L, geri kazanim %88, %RSD 12 olarak bulunmustur (5).

Rico ve ark. kafein ve bagka belirteglerin popiilasyon degerlendirmesinde kullanilip
kullanilamayacaginin degerlendirildigi ¢alismasinda LC-MS/MS yoéntemi ile 2 0,999 lineer
dogrulukta ve 2000-2000 000 ng/L ¢alisma araliginda, kafein i¢in %38 geri kazanim ile LOD

22 ng/L, LOQ 73 ng/L, giin i¢i %RSD 4,1, giinler aras1 %RSD 5,9 olarak hesaplanmustir (1).

Ayman Z. ve Isik M.’nin yiizey sularinda farmasoétik olarak aktif maddelerin tespit edilmesi
calismalaria baktigimizda LC-MS/MS’te kafein 12 0,997 lineer dogrulukta ve 1000-500000

ng/L ¢alisma araliginda LOD 183 ng/L, LOQ 610 ng/L olarak bulunmustur (9).

Adana’da yiizey sularinda farmasotik olarak aktif maddelerin tespiti ¢alismasinda LC-
MS/MS’te kafein r>>0,997 lineer dogrulukta ve 0,01-100 ng/L ¢alisma araliginda LOD 0,2

ng/L, LOQ 0,6 ng/L olarak bulunmus; ¢alisma diisiik konsantrasyonda tutulmustur (8).

Haidong Z. ve ark. yaptigi atik su aritma tesisinde bazi farmasétik ve kafein tespiti ¢alismasinda
r>>0,99 lineer dogrulukta, 2000-1000000 ng/L ¢alisma araliginda kafein icin %105,6 ve %88,5

geri kazanim ile LOQ 29 ng/L, %RSD 3,2 olarak hesaplanmistir (87).
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Laboratuvardaki calismalarimiz sonucunda elde edilen gegerli kilma parametreleri,

literatiirdeki bu ¢alismalarla uyumludur.

Bu calismaya, WBE temelli ¢calismalarda biyobelirteglerin 6nemi dikkate alinarak baglanmustir.
Bir beseri biyobelirte¢ olan kafeinin atik sularda tespit edilebilmesi i¢in gelistirilip gegerli kilma
caligmalarinin kapsamli bir sekilde ele alindigi ilk ¢alismadir. Diigiik tayin limitli, yiiksek
tekrarlanabilirlige sahip, dogrusal aralig1 genis, geri kazanimi ve ¢ekitleme verimliligi yiiksek,

analiz suiresi kisadir.

Gelistirilen bu yonteme, ileride kafein metabolitlerinin de dahil olmasi atik suda kafein
tizerinden yiiriitilen c¢alismalart daha verimli hale getirecektir. Kafein metabolitlerinin
kararliliklar1 ve geri hesaplamada daha dogru sonuglara ulastiracak metabolitlerin dikkate
alinmasi, dogru popiilasyon degerlendirmesine imkan verecektir. Boylece belirlenen bolgede
gercek niifus hareketi izlenerek yasa dist madde kullanim degerlendirmelerinin dogru
yapilmasini saglayacaktir. Ayrica gelistirilen bu yontem ile kafeinin ylizey sularinda tespit ve
tayin edilmesi sularin kirlilik diizeyi hakkinda bilgi verecek; tehlike boyutunu ortaya koyacak

ve konuyla ilgili saglik kuruluslarina 6nlem alma imkani verecektir.
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