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Onso6z

TUBITAK tarafindan desteklenen bu proje kapsaminda, Turkiye'de ilk defa HPLC-ICP-
MS sistemi kullanilarak selenyum tirlendirmesi yapiimistir. Bu galismanin hem arastirma
grubumuzda, hem de Ulkedeki diger gruplarda benzer calismalan baslatacagini
umuyoruz. Her selenyum tirliniin insan viicudunda farkl aktiviteler gésterdigi géz 6niine
alindiginda, bu projenin énemi birkez daha anlasilabilir. Turlendirme calismalari hem
selenyum, hem de dider elementler lizerinde genisletilerek strdirtimelidir.
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OzZET

Selenyum eser elementinin insan beslenmesindeki énemi uzun siiredir bilinmektedir. Diisiik
derisimlerde selenyum igeren besinlerle viicut igin gerekli selenyum dizeyinin (200 ug/giin)
sadlanmasi mimkin degildir. Bu yizden giniimiizde insan ve hayvan beslenmesinde
selenyumca zenginlestiriimis  Grinlerin hazirlanmasi ve kullaniimasi kaciniimaz olmustur.
Insanlarin tikettigi besinler icinde selenyum acisindan en zengin olanlarn et, yumurta, balik ve
tahillardir.  Selenyumca zenginlestirilmis besinlerdeki selenyum derisimierinin tayini hem
beslenme agisindan hem de insan saghig: agisindan buytik 6nem tasimaktadir. Bilindigi gibi
selenyumun yararh ve zararh diizeyleri arasindaki fark gok azdir ve yilksek dozlarda (800
Mg/giin) alindi§i zaman zehirleyici etki gostermektedir. Bu nedenle amaca uygun analitik
yontemlerin geligtiriimesi gerekmektedir. Bu calismada Turkiye'de ve diger dlkelerde bolca
tiketilen yumurta o6rneginde selenyum turlendirmesi yapmak icin bir analitik yéntem
geligtirilmistir. Enzimatik ekstraksiyon yardimiyla selenyum tirleri numuneden yapisi
bozulmadan ekstrakte edildikten sonra, HPLC yardimiyla tirler birbirinden aynhip ICP-MS
kullanilarak - tayin edilmiglerdir. Gelistirilen yéntemle, en sik gorilen Se(lV), Se(Vi),
selenomethionine ve seleno cystine turlerini ayinip tayin etmek mumkundiir.

Anahtar Kelimeler: Selenyum, tirlendirme, enzim, HPLC-ICP-MS.
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ABSTRACT ,

The importance of selenium as a trace element in the human diet has long been established.
Increase in selenium intake to a recommended level (~200ug/day) is not feasible by
consuming a diet only with natural selenium concentrations owing to the low abundance of
selenium in common foods. Today, selenium supplements are very popular in the diet of man
and animals. Therefore, determination of selenium in food enriched with selenium is very
importanf for not only nutrition but also human health. It is well-known that the difference
between necessary and toxic levels of Se is rather small; at high doses (~800ug/day) this
element acts as a poison. Consequently, adequate analytical methods should be developed
for the control of Se levels. In this study, an analytical method was developed for the
speciation of selenium in egg which is highly consumed in Turkey and other countries.
Selenium species were extracted from egg using enzymes without uniformation, and then
analyzed using ICP-MS after separation from each other via HPLC. Using the developed
method, it is pssible to separate and quantitate the most abundant species of selenium,
Se(lV), Se(Vl), selemomethionine and selenocystine.

Keywords: Selenium, speciation, enzyme, HPLC-ICP-MS.




1. Giris

1.1. Selenyumun Onemi ve Tayin Yéntemleri

Insan  viicudu bakimindan c¢ok o6nemli bir eser element olan selenyum, tiroid
metabolizmasinda, badisiklik sisteminde, ireme sisteminde hayati rol oynamaktadir. Yeterli
miktarda selenyum desteginin saglikli yasam icin gerekliligi kesinlesmistir. Buna bagh olarak,
insan ve hayvan diyetlerindeki  selenum derisimleri blyik 6nem tasimaktadir'. Dogal
besinlerde selenyum dizeyinin cok disik olmasi nedeni ile selenyumca zenginlestirilmis
besinlerin kullanilmasi giindeme gelmigﬁr, Ancak onerilen selenyum diizeyi (200 pug Se/ gin)
ile toksik doz (800 ug Se/giin) arasindaki fark ¢cok az oldugundan selenyum destekli
gidalardaki selenyum dizeyinin kontrol altinda tutulmasi cok 6nemlidir.

Selenyumun insan ve cevre lizerinde etkisi biiyuk 6lctde turiine baghdir’. Selenyum (V) en
toksik olanidir; sirasiyla selenyum (VI) ve organik selenyum formlari bunu iz?emektedir.
Selenyumun biyo-yararliigi da tirlerine bagh olarak da@igmektedir. Organik selenyumun
emiliminin daha fazla oldugu saptanmistir’. Selenyumca zengin gida drlnlerinin
hazirlanmasinda bu tiir yaklagimlar 6nem kazanmaktadir.

Selenyum turlendirmesinde farki Yiksek Basingh Sivi Kromatografi (HPLC) modian
kullaniimaktadir. Bunlar arasinda iyon degistirme, ters-faz ve iyon cifti-ters faz kromatografileri
en yaygin olanlandir®. Turlendirme énaiizierinde ba§ar§, temelde secicilik ve duyarliik olmak
lzere iki faktore bagh gozikmektedir, Bu sartlarin saglanabilmesi icin, HPLC dedektoril
olarak, element analizlerinde vazgeciimez olan atomik tekniklerin (AAS, ICP-AES, ICP-MS)
kullanimi kaginiimazdir.

ICP-AES tayin sinininin yeterince dusiik olmamasi nedeni ile gercek numunelerde tirlendirme
galismalarinda gerekli performansi gosterememektedir. Dusik diizeyde selenyum tayinine
uygun AAS metodlar hidrir olusturmali  AAS (HG-AAS) veya elektrotermal atomlastirmali-
AAS (ETA-AAS) dir*. Daha duyarl olan ve on-line calismalara uyguniugu nedeniyle enduktif
eslesmis plazma-kiitle spektrometri (ICP-MS) ise giderek tim laboratuvarlarda HPLC veya

diger bir ayirma agamasindan sonra en sik kullanilan sistemdir® .




1. 2. Selenyum Tiirlendirmesi igin Ekstraksiyon Teknikleri

Se turlendirme calismalarinda ortamda serbest halde bulunan selenoamino asit tirleri suda
¢ozllebilmekte, ancak proteinlere bagli olan bazi organik Se tirlerini ¢ozeltiye almak icin ise
hidroliz iglemi gerekmektedir. pH ya ve sicakliga bagl olan hidroliz islemi sirasinda bazi
tirlerin yapilarinin bozuldugu gozlenmistir. Bu nedenle tirlerin yapisini ve derisim dagilimini

bozmadan gézeltiye alabilmek icin asidik 6zitleme yerine enzimatik 6zitleme kullaniimalidir.
1. 2. 1. Literatiirde Kullanilan Ekstraksiyon Teknikleri

Findik 6rneklerinde toplam selenyum analizleri icin mikrodalga ettiv kullaniimistir. Ekstraksiyon
islemi igin yaklasik 0.5 g findik 6rnegi 10 mL 50:50 oranda nitrik asit kullanilarak mikrodalga
yardimiyla ¢ézuntrlestirilmisitir. Mikrodalga etiivde giig, 5 dakika aralikiarla 250 watt (120 °C),
450 watt (140 °C), 550 watt (150 °C), 650 watt (165 °C) uygulanacak sekilde artiriimistir.
Selenyum turlendirme analizleri igin, 0.25 g ince 6gutilmus findik érnegi tizerine yaklasik 5.0
mL Tris-HCI (pH 7.5) ve 0.025 g Proteinase K enzimi katilip 20 saat boyunca 37 °C ye
ayarlanmig bir su banyosunda karanlik bir ortamda tutulmustur.”

Degisik bitki numunelerinde (Brassica Jjuncea, Astragalus praleongus), sogan, sarmisak ve
maya orneklerinde bulunan farkli selenyum tiirlerini ekstrakte etmek icin enzimatik ve sicak su
ektraksiyon iglemleri uygulanmistir. Sicak su ekstraksiyonu igin 0.2 g érnek 5 mL deiyonize su
kullanilarak kaynar su igeren su banyosunda 1 saat streyle muamele edilmistir. Enzimatik
ekstraksiyon igin, 0.2 g 6rnek {izerine 5 mL deiyonize su ve 0.02 g Protease XIV enzimi ilave
edilerek 24 saat boyunca galkalayicida karistinimiglardir. Ekstraksiyon isleminden sonra 6rnek
filtre kagidi kullanilarak stiziilmistar.?

Sediment érneklerinde bulunan toplam selenyum tirlerinin tayini icin, 1 g 6rnek 10 mL kral
suyu ile 12 saat boyunca ekstrakte edilmistir. Selenyum tiirlendirme galismalari igin, 2 g
numune 20 mL metil alkolle 24 saat etkilestirilmistir. Bu islem esnasinda sicaklik 20 °C de
tutulmustur. Ayni ydntem kullanilarak numune HCl ile ekstrakte edilmistir.°
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Degisik biyolojik matrikslerde bulunan selenyumun etkin bir sekilde ekstraksiyonu icin farkli
enzimler onerilmistir. Canl organizmasinda bulunan selenyum, biinyesinde silfir bulunan
aminoasitleriri yapisina kolaylikla girebildiginden bu aminoasitlerin uygun bir sekilde
ektraksiyonuyla selenyum tirlerinin tayininin kolaylikla yapilabilecegi énerilmektedir. Pronase
enzimi bu amagla kullanilan bir enzimdir. Fakat enzimatik ektraksiyonla yapida bulunan
selenyumun tamami ekstrakte edilememektedir. Cunku, yapida bulunan selenyumun timu
aminoasitlerin yapisinda bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, mantarin yapisinda bulunan

selenyum tarlerinin ekstraksiyonu igin farkl ekstraksiyon prosedirleri denenmistir.

a-Tris-HCI (pH 2.1) ve fosfat (pH 5.7) tamponlari ince 6gutilmis mantar numunesiyle 3
saat boyunca etkilestirilmistir.

b- 16 mg pronase enzimi iceren posfat tamponu 20 saat boyunca mantar numunesiyle 37
°C de muamele edilmigtir.

c- Numune baslangig olarak Tris-HCl ile ekstrakte edilip daha sonra ortamdan alinamayan
selenyum tirleri 45 mg pepsin iceren Tris-HCI tamponuyla 20 saat boyunca ekstrakte
edilmistir.

d- Numune baslangi¢ olarak fosfat tamponu ile ekstrakte edilip daha sonra ortamdan
alinamayan selenyum turleri 45 mg trypsin igeren fosfat tamponuyla 20 saat boyunca
ekstrakte edilmistir.

e- Ortamda bulunan selenyum ardisik ekstraksiyon kullanilarak ¢ézelti ortamina alinmaya
¢alisiimistir. Bu amagla 6rnek ilk 6nce deiyonize su ile ekstrakte edilmistir. Kalinti daha
sonra 45 mg pepsin iceren Tris-HCI tamponuyla 20 saat boyunca 37 °C de ekstrakte
edilmistir. Son basamak olarakta, ikinci basamaktan kalan kalinti 45 mg pepsin iceren Tris-

HCI tamponuyla 20 saat boyunca ekstrakte edilmistir.

Yapilana analizler sonunda ¢oklu basamak iceren ekstraksiyon prosediirii kullanilarak elde

edilen verimin diger prosedirlere nazaran daha iyi oldugu tesbit edilmistir. '
Deniz canlilarindan olan istiridyenin yapisinda bulunan selenyumu ekstrakte etmek icin

ardisik ekstraksiyon iglemi uygulanmistir. Ekstraksiyon igin, 200 mg numune Uzerine 3

mL deiyonize su ilave edilerek 30 dakika boyunca santrifij edilmistir. Santrifij islemi
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tamamlandiktan sonra, numune siizge¢ kagidi

kullanilarak sGzilmastir. Shzgeg
kagidinda kalan numune bir santrifij tiptine alinarak Gzerine 20 mg subtilisin enzimi ve 5
mL 0.1 M Tris-HCI tamponu (pH 7.5) ilave edilerek 24 saat boyunca sicakhigr 37 °C ye

ayarlanmis su banyosunda bekletiimigtir. Numune daha sonra stzilerek analize
hazirtanmistir.”

2. ICP-MS cihaz parametrelerinin optimizasyonu:

Selenyum tirlendirmesinde gerekli duyarligin saglanmasi igin kullanilacak olan ICP-MS
cihazinda en yiksek verimi almak, plazmada olugan analit iyonlarin kitle analizori
tarafindan en yiiksek oranda algilanmasini saglamak amaciyla ciahzda selenyum tayini
icin On caligmalar yapiimigtir.

ICP-MS cihazinda var olan parametrelerden hepsinin sabit tutulup 1 parametrenin
degistiriimesiyle optimizasyon iglemi yapilmistir. Optimizasyon iglemlerinde 100 ng/mL
Se (V) standardi kullanilmugtir. Bolluk yiizdesi bakimindan selenyum elementinin en
yiiksek izotopu 2°Se olmasina ragmen, kullanilan sistemde giderilemeyen 80ArAr girigimi
nedeniyle yapilan tim galismalarda "®Se izotopu kullanilmistir.

Optimizasyon galigmalari, ilk agamalarda sabit tutulan parametreler igin tahmini
degerlerin alinmasiyla yaptimis, daha sonra bulunan optimum degerler kulianilarak
calisma tekrarlanmis ve bulunan degerler degismeyene kadar denemelere devam
edilmistir. Genellikle en duyarl sinyali veren parametre degeri segilmig, bu noktada
sistemin kararsiz olmasi durumunda duyarh@: daha az olan fakat plato konumunda
degerler secilmistir. Boylece, optimizasyon ¢alismalarini gésteren gekillerde, sabit
tutulan parametrelerin timi, Tablo 1'de verilen degerlerdir.

ICP-MS parametrelerinin optimizasyonu sonucu elde edilen optimum sartlar Tablo1’ de
gosteriimektedir.
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Tablo 1. ICP-MS optimizasyon sonuglan.

Parametre Optimum Deger
Ekstraksiyon Lensi Voltaj, V 130
- Mercek 1 Voltaji, V -220.0
“Mercek 2 Voltajr, V 212

S Mercegi Vo!taja,\/ e
1. Kirinim Apertara Voltajt, V I (a6
T ST Vol e R Tl
Kuadrupol Voltajl VOliajl V - ‘-3'.5
| Hekzépoi Voitap G e

S|sle§tmca Argon HIZI LttrelDaktka | +10.85
Mercek3\/oitajl v N 4976
Plazma Ba$il§l Yatay Pomsyonu - | | 63.0

Plazma Baghg: Dskey Poz:syonu T 6190

Plazma Oiugsum Gucﬂ Watt EEr— o 1400

T Aperturu Voltap e e '1'-30.6

‘Plazma Basligi Sogutucu Ar Akig Hizi, Litre/Dakika 13.0

Plazma Olusumunda  Kullanilan = Ar  Akis  Hizi, 0.9

Litre/Dakika |

Plazma Bashg ile Ornekleme Konisi Arasindaki Mesafe, 1100

Bagil Birimler




|

L e

3. ICP-MS sisteminde kullanilacak ¢6zeltinin hacim optimizasyonu.

ICP-MS parametrelerinin optimizasyonundan sonra sisteme goénderilecek ¢ozeltinin
hacim optimizasyonu yapilmistir. Bu amagla 0.10, 0.25, 0.50 ve 1.00 mL hacimde
sarmaller hazirlanmigtir. Herbir sarmal, sisteme ayri ayri takilip 1.00 mg/L Se(IV)
cozeltisi icin performanslart saptanmistir. Sekil 1°de gérulduga gibi devamii akis
yontemiyle de bir sinyal elde edilerek hangi sarmalin en uygun olduguna karar verilmeye
cahsiimisgtir.

1000300y

00000+

ﬁA 00000+

400000+

200000+

0

0 100000 200000
M

Sekil 1. 1.00 mg/L Se (IV) den devamli akis modunda elde edilen ICP-MS sinyali.

0.25 mL hacimde sarmal kullanilarak elde edilen sinyal devamli akis modunda elde
edilen sinyale oranla duyarlilikta yaklasik olarak % 15 duslk olmasina ragmen, elde
edilen pik seklinin giizel olusu ve hacim olarak kiguk bir deger olusu nedeniyle ilerideki

caligmalarda 0.25 mL hacimle ¢alisiimasina karar verilmistir. 0.50 ve 1.00 ml sarmal

hacimlarinda sinyal yiksekligi 6nemli élgide artmamis ve sekil bozukluklari gézlenmistir.

Sisteme gonderilecek ektraksiyon ¢ozeltilerinde organik madde miktarlarinin fazla
olusundan 6turd, génderilecek numune hacmi en iyi duyarhliga ulasan minimum hacim

olan 0.25 mL olarak saptanmistir.




4. Yumurta drneklerinin dondurarak kurutulmasi (Freeze-Drying)

Tarkiye de tavuk ve tavuk Urlnleri Uretiminde verimi artirmak maksadiyla organik ve
inorganik selenyumu katki maddesi olarak kullanan bir firmanin tretimi olan yumurtalar
siipermarketten temin edilmistir. Yumurta 6rnekleri kirilarak kabugundan ayrilip sari ve
beyaz kisimlar homojen olacak sekilde baget kullanilarak karistiriimigtir. Ekstraksiyon
verimini artirmak maksadiyla yumurta 6rnekleri dondurarak kurutma (Freeze-Drying)
islemine tabi tutulmuslardir. Bu amagla, 50.89 gram yumurta 6rnegi -85 °C de 24 saat
tutulduktan sonra sicakhdi -55 °C ye ayarlanmis dondurarak kurutma nitesine
yerlestirilerek 48 saat boyunda kurutma islemi surdurtimustur. Kurutma islemi sonunda
yumurta numunesi toz halinde elde edilip desikatérde muhafaza edilerek tekrar su

kapmasi engellenmeye calisiimistir. Tablo 2' de yumurta 6rneginin kurutmadan 6nce ve
sonraki agirliklar ile su ylzdesi verilmektedir. |

Tablo 2. Yumurta su yiizdesi

Ornek Puix
58.548 ¢

Ak+San | 50894g

Toptan; yumurta

‘ Kurutmadansonra | 11516 g

Su yiizdesi T

e

5. Yumurtada toplam Se tayini

Yumurta numuneleri icin ekstraksiyon veriminin bulunmasi amaciyla yumurtada bulunan
toplam Se tayin edilmistir. Bu amacla Tablo 3’ de gorildiiga gibi farkh asit ve asit
karigimian belirtilen miktarda, kurutulmus ve toz haline getiriimis yumurta 6rnekleri
kullanilarak en uygun gbzme ydntemi bulunmustur.
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Tablo 3. Yumurta érnegini ¢bzme isleminde kullanilan asit ve asit karisimlari.

Ornek Kullanilan Reaktif
Agirhgs
0.306 g 8 mL HNO; (derisik)
0.302 g -8 mL (HNO3+H,0,) (1+1, hacim, derigik reaktifler)
0.306 g 8 mL (HNO3+H,0,) (2+1, hacim, derisik reaktifler)

Tablo 3’ de belirtilen miktarda alinan yumurta érnegi Tablo 4’ de gosterilen sicaklik
programi kullanifarak mikrodalga etiivde ¢oézinirlestirilmistir. Cozinurlestirilen yumurta
ornegi 10.0 mL'ye seyreltilerek PTFE kaplarda saklanmistir. Herbir ¢6zme prosediri igin

3 paralel 6rnekle calisiimistir.

Tablo 4. Mikrodalga etliv ¢6zUnurlestirme programi.

islem Siiresi, Sicaklik, °C
Dakika
5 T‘IOO
- . )
5 T150
- - T180
10 N ~ —»180
5 ~ Sogutma

ICP-MS parametreleri ile kullanilacak ¢6zeltinin hacim optimizasyonu yapildiktan sonra
farklr derigsimlerde hazirlanmis Se(1V) ¢ézeltileri kullanilarak Sekil 2'de gorilen
kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Kalibrasyon grafigi elde edilirken selenyumun verdigi

sinyalin alani (ICPS) kullaniimistir.
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Se IV Kalibrasyon Grafigi

250000000

: y =211361x + 761485
200000000 - R? = 0,9998

150000000 4

IcPs

100000000

i T F"MWW
0 200 400 600 800 1000 1200
Se IV Derisimi, ng/ml

Sekil 2. Se (V) kalibrasyon grafigi.

Sekil 2’ de gérilen kalibrasyon grafigi kullanilarak mikrodalga etiivde ¢Ozunurlestirilen
yumuria érnekleri analiz edilmis ve farkli c6zme metodiari kullanilarak elde edilen
degerler Tablo 5’ de gésterilmistir.

Tablo 5. Yumurtada farkli asit karigimiar kullanilarak elde edilen toplam Se miktarlari, N=3.

:’;‘Kullamian Se, nglg
2 (Kuru)
8 mL (HNOy*H;0;) (1+1, hacim, derigik T [ 81561245
reaktifler)
maswrﬁ‘f(?ﬁ&iégﬂ—izcz) (2+1 hac; mdenszk L 7521)1226
reaktifler)

Tablo 5’ de goruldugi gibi 1+1 derigik reaktif hacim oraninda HNO5-H,0, gozeltisi
kullanilarak yapilan ¢éziinirlestirme islemleri daha iyi sonug verdiginden daha sonraki
¢aligmalarda bu karisimin kullaniimasina karar verilmistir.
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G6zme isleminin dogrulugunu kanitiamak amaclyla selenyum derigimi bilinen bir SRM
olan 1566b Oyster Tissue yukanda belirtilen yontem kullaniarak ¢Ozundlrlestiriimis ve
elde edilen deger sertifika degerinden dustk bulunmustur. Ayni deneyler farkh bir
laboratuvarda bulunan mikrodalgali etiivde benzer bir sicaklik programinda
tekrarlandiginda bulunan deger sertifika degerinden yine disik bulunmustur. Problemin
¢ozme isleminde kullanilan sicaklik ve basing degerlerinin yiksek olusundan
kaynaklandigini  disunerek daha disiik bir sicaklik programinda ¢dzme islemi
yapilmigtir. C6zme isleminde en iyi ¢6zme karisimi olarak kabul ettigimiz HNO;-H,0,
(1+1, hacim, derisik reaktifler) den 10.0 mL kullaniimigtir. Cézme isleminde kullanilan
mikrodalga sicaklik programi Tablo 6’ da gériilmektedir.

Tablo 6. Mikrodalga etiiv ¢éziinurlestirme programi.

Islem Siiresi, Sicaklik, °C
Dakika
’ 5 | $100
10 | —100
5 [ T150
10 —150
— il S

Tablo 6" da belirtilen sicaklik programi kullanilarak 1566b Oyster Tissue SRM i ve
dondurarak kurutulmus yumurta Srnegi ¢ozUndrlegtirilmigtir. Cézme iglemi sonunda
ornekler tamiyle ¢dzeltiye alinmis, 25.0 mL ye seyreltilerek ICP-MS de analiz edilmistir.
SRM ve yumurta 6rnegi igin bulunan degerler Tablo 7° de gériimektedir.
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Tablo 7. Toplam ¢ézme sonucu elde edilen SRM ve yumurta analiz sonuglar.

Sertifika Degeri Bulunan Deger,
mglkg N=3, mg/kg

- Ornek Kullanilan Asit

- 1.19 £ 0.05

|
| 1566b Oyster Tissue | 10 mL HNO-H,0, (1/1) | 206015 |  1.93+0.08
| Yumurta 10 mL HNO;-H,0, (1/1) I:

Tablo 7' de géruldugi gibi referans madde igin sertifika edilen degerle, yukarida belirtilen
¢bzme yontemi kullanilarak bulunan deger birbirlerine ¢ok yakindir. Student-t testine
gére %95 gliven duzeyinde anlamii bir fark yoktur. Degerlerin yakinhgi, ¢ézme isleminde
herhangibir kayibin olmadigi veya varsa bile ¢ok az bir dizeyde oldugunu
gostremektedir. Bu nedenle, bu ¢ézme islemi sonucunda elde edilen yumurtadaki toplam
selenyum derigiminin ilerde yapilacak olan ekstraksiyon calismalarinda ekstraksiyon
verimini hesaplamak igin bir referans olarak kullaniimasina karar verilmistir.

6. Farkh yontemlerle yumurtada bulunan selenyumun ekstraksiyonu

Yumurta érneklerinde Se tiirlendirmesi yapmak icin en 6nemli kosul, ortamda bulunan
tum selenyum tiirlerininin yapisini bozmadan ¢Ozelti ortamina almaktir. Ortamda serbest
halde bulunan selenoamino asit tirleri suda ¢ozllebilmekte, ancak proteinlere bagli olan
bazi organik Se tiirlerini ¢ézeltiye aimak igin hidroliz islemi gerekmektedir. pH degerine
ve sicakliga bagli olan hidroliz iglemi sirasinda baz) turlerin yapilarinin bozuldugu
gozlenmistir. Bu nedenle tiirlerin yapisini ve derigim dagihmini bozmadan ¢ézeltiye
alabilmek igin asidik 6zttleme yerine enzimatik ézitleme kullaniimalidir. Tablo 8'da
gosterilen ektraksiyon ¢ozeltileri belirtilen miktarda yumurta 6rnegi lizerine ilave edilip
kor analizleri yapilmis 10 mL lik adzi vidali numune kaplarinda 24 saat boyunca
calkalanmistir. Bu igslem sonunda elde edilen ¢Ozeltiler 13500 RPM'de 60 dakika siire ile
santriflj edilip berrak ¢ézelti aktarilarak analize hazir hale getiriimistir. islemler
sonucunda elde edilen ¢ézeltiler ICP-MS ile analiz edilip Tablo 8 da gérilen
ekstraksiyon verimleri elde edilmistir. Ekstraksiyon verimleri bulunurken HNO3+H,0,
(1+1, hacim, derigik reaktifler) kullanilarak elde edilen toplam Se derisimi referans olarak
kabul edilmistir.
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Tablo 8. Ekstraksiyon isleminde kullanilan reaktifler ve ekstraksiyon verimleri, N= 3.

Prosediir

10
11

12

13
14

15

16
17

' Reaktifler ~ Ekstraksiyon
verimi, %
H,0 112103
% 10 CH,OH igeren 0.20 M HCI 1 308+£0.7
T =
- 0.10 M NaOH 1233107
% 4 SDS igeren Tris HCI (pH 7.2) <61
%90 CH,OH-%10H0 151404
£ 0.020 M Tris HCI - 0.15 M NH,CH,COO (pH 7.0) <42
200 mg Pepsin (4230 unitsimg) iceren 30 mM Tris 121+ 04
HCI (pH 7.2) |
1 20.0 mg Tripsin (1670 units/mg) iceren 30 mM Tris 181405
HCI (pH 7.2)
20.0 mg Protease XIV (4.5 units/mg) iceren 30 mM 705124
Tris HCI (pH 7.2) |
- 20.0 mg Proteinase K (7.5 units/mg) igéren 30 mM 37.7+11
Tris HCI (pH 7.2) |
- 20.0 mg Driselase iceren 30 mM Tris HCI (pH 7.2) - 4.3+0.1
- 20.0 mg Bacillus Subtilis igeren 30 mM Tris HCI (pH 192103
7.2)
20.0 mg”'Pahcr'éaytin i§eren 30 mM Tris HCI (pH ”7.2) 116+04
20.0 mg PMSF igeren 30 mM Tris HC! (pH 7.2) <472
30 mM Tris HCI (pH 7.2) 10.9+04
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Tablo 8’ de gériildigu gibi en iyi ekstraksiyon verimi Protease XIV (4.5 units/mg) enzimi
kullanilarak elde edilmigtir. Proteinase K kullanilarak elde edilen ekstraksiyon verimi ise
% 37.7 olarak bulunmustur. PMSF, Tris HCI-NH4CH3COO tamponu, SDS ve 0.10 M HCI
kullanilarak elde edilen ekstraksiyon verimleri de % 4.2’ nin altinda bulunmustur. 20.0 mg
Protease XIV iceren gézeltiyle elde edilen ICP-MS sinyali Sekil 3’ te gériilmektedir.

g 00 20000 36003 40000 50000 60000 70000 80000 90000 100000 110000 12000
ms

Sekil 3. 20 mg Protease XIV (4.5 units/mg) iceren 30 mM Tris HCI (pH 7.2) kullanilarak
yapilan ekstraksiyondan elde edilen ICP-MS sinyali.

Elde edilen bu sinyalin ICPS degeri 5,050,100 dir. 20 mg Proteinase K (7.5 units/mg)

iceren 30 mM Tris HCI (pH 7.2) iceren ¢ozeltiyle elde edilen ICP-MS sinyali de Sekil 4’ te
gorialmektedir.

0 10060 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 90000 100000 110000 12000
ms

Sekil 4. Proteinase K (7.5 units/mg) iceren 30 mM Tris HCI (pH 7.2) kullanilarak yapilan
ekstraksiyondan elde edilen ICP-MS sinyali.
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% 10 CH30H in 0.2 M HCI de hazirlanmis ¢ozeltisi kullanilarak yapilan 2 nolu
ekstraksiyonda ekstraksiyon verimi, metil alkoliin ICP-MS de 6rnek sislestirme verimini
artirma etkisi g6z 6niinde bulundurularak hesaplanmistir. Bu amagla 10.0 ng/mL Se IV
Un suda ve % 10 CH30H igeren 0.20 M HCI de hazirlanmis ¢ozeltilerin ICP-MS
sinyalleri kargilagtiriimistir. 10.0 ng/mL Se IV Un sulu ¢ozeltisinin verdigi sinyal Sekil 5’
te, % 10 CH3OH iceren 0.20 M HCI de hazirlanmig ¢6zeltisinin verdigi sinyalde Sekil 6’
da goralmektedir.
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Sekil 5. 10.0 ng/mL Se IV un sulu ¢ézeltisinin verdigi ICP-MS sinyali.
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Sekil 6. 10.0 ng/mL Se IV in % 10 CH3OH igeren 0.20 M HCl de hazirflanmis
cézeltisinin verdigi ICP-MS sinyali.

Sekil &' te gorilen sinyalin ICPS degeri 2,854,203 olmasina ragmen Sekil 6’ da bulunan
sinyalin ICPS degeri 9,365,631 dir. Gorlildugu gibi % 10 CH30H igeren 0.20 M HCI de
hazirlanmig Se IV standardindan elde edilen sinyal sulu ortamda hazirlanan Se IV
sinyalinden 3.28 kat daha buyiktir. Bundan 6&tiril, metil alkol iceren ¢ozeltilerin
ekstraksiyon verimlerini hesaplamak igin gereken kalibrasyon grafiginin elde edilmesinde




ayni oranda CH3;OH ile hazirlanmig standart ¢ézettiler kullaniimistir. Benzeri bir durum %
90 CH30H - % 10 H0 kullanilarak yapilan ekstraksiyon calismasinda da gorulmustar.
Bu ¢6zelti kullanilarak elde edilen 10.0 ng/mL Se IV sinyali Sekil 7’de gérulmektedir.
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Sekil 7. 10.0 ng/mL Se IV Gn % 90 CH3OH - % 10 H,0 da hazirlanmis ¢ézeltisinin
verdigi ICP-MS sinyali.

% 90 CH30H - % 10 H20 kullanilarak elde edilen ICP-MS sinyalinin ICPS degeri
4,038,674 olarak bulunmustur. Elde edilen bu sinyal, sulu ortamda hazirlanan Se IV
sinyalinden 1.41 kat daha buyuktar.

Tablo 8 de goéruldig gibi 0.80 g TMAH - 30 mM Tris HCI (pH 7.2) kullanilarak elde
edilen ekstraksiyon verimi % 34.8 + 0.9 olarak bulunmustur. TMAH’ in yapisinda bulunan

hidroksil gruplarimin metil alkollu ortamdaki gibi ekstraksiyon ¢ézeltisinin sislestirme
verimini artirdigi tespit edilmistir.

0 10000 20000 30000 40000 50000 0000 70000 80000 0000 100000 110000 12000

ms

Sekil 8. Yesil:10.0 ng/mL Se IV Un 0.80 g TMAH - 30 mM Tris HCI (pH 7.2) kullanilarak

hazirlanmig ¢ozeltisinin, Kahverengi: 10.0 ng/mL Se IV Un sulu ¢ézeltisinin verdigi ICP-
MS sinyalleri.
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Sekil 8'de de géruldugi gibi TMAH igeren ¢ozelti kullanilarak yapilan ekstraksiyonda
elde edilen ICP-MS sinyali Se IV iin sulu ¢ézeltisi kullanilarak elde edilen sinyalden
yaklasik 2 kat daha buyuktur. ICPS olarak TMAH iceren 10.0 ng/mL SE 1V ¢dzeltisinden
elde edilen sinyal 4,590,886 oldugu halde sulu gézeltiden elde edilen deger 2,678,579
dur. Sislesme veriminden kaynaklanan bu sinyal farkindan o6turd, TMAH igeren ¢ézeltinin
ekstraksiyon verimini hesaplamada kullanilan kalibrasyon grafigini elde ederken TMAH

iceren standartlar kullaniimigtir.

Ekstraksiyon calismalarinin gogunda kullanilan 30 mM Tris HCI (pH 7.2) in sinyal Uzerine
herhangi bir etkisinin olup olmadigida aragtinimistir. Bu amacla 30 mM Tris HCI (pH 7.2)
de hazirlanmis 10.0 ng/mL Se IV sinyali Sekil 9’ de gorilduga gibi elde edilmistir.
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Sekil 9. 10.0 ng/mL Se IV tin 30 mM Tris HCI (pH 7.2) de hazirlanmig ¢ozeltisinin verdigi
ICP-MS sinyali.

Elde edilen bu sinyalin ICPS degeri 2,829,230 olarak bulunmustur. Bu deger H,O
kullanilarak hazirlanan 10.0 ng/mL Se IV den elde edilen ICPS degerine gok yakin
oldugundan, bu gézeltinin ICP-MS sinyallerine bir etkide bulunmadigl sonucuna
variimigtir.

Tum ekstraksiyon ¢ozeltilerinin kor analizleri yapiimis ve cozeltilerin Se icermedikleri

tespit edilmistir.




7. Ekstraksiyon Siiresinin Optimizasyonu

Ekstraksiyon isleminde ekstraksiyona tabii tutulacak yumurta ornegi ile ekstraksiyon
cozeltisinin optimum etkilesme siresini bulmak igin bu optimizasyon yapilmigtir. Ekstraksiyon
islemleri genellikle zaman alici olup, turlendirme calismalarinda en fazla zamanin harcandigi
islem basamag olarak bilinir. En az zaman kullanarak en iyi veya en iyiye yakin ekstraksiyon
islemini bulmak amaciyla yapilan bu deneyde; yaklagik 0.20 g alinan dondurarak kurutulmus
yumurta 6rnekleri Gzerine 20 mg Protease XIV enzimi ve 10.0 mL Tris-HCI (pH 7.2) ¢ozeltisi
katilmistir. Calkalayic Gzerine yerlestirilen érnekler ayni anda karistiriimaya baglanmig ve
belirli zaman araliklarinda ikiser paralel érnek halinde galkalayici Gzerinden indirilip 15 dakika
boyunca 4500 RPM de santrifujlenmistir. Santrifyj isleminden sonra érnekler Millipore Stirred
Ultrafiltrasyon Cell dizeneginde 10 KDa ultrafiltrasyon membrani (Filter Code: YM10 Dia:
63.5 mm) kullanilarak stztimustur. Berrak olarak elde edilen gézeltiler ICP-MS ile analiz
edilmigtir.

4. 8. 12, 24 ve 28 saat boyunca ekstrakte edilen yumurta orneklerinden elde edilen ICP-MS
sinyalleri ve referans olarak kullaniimak Gzere 10.0 ng/mL Se IV cOzeltisinden elde edilen

sinyaller Sekil 10’ da verilmektedir.
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Sekil 10. 4 (Yesil), 8. (Kahverengi), 12. (Turuncu), 24. (Mavi), 28. (Pembe) saat sonunda elde
edilen ekstraktlerin ve 10.0 ng/mL Se IV (Eflatun) un verdigi ICP-MS sinyali.

Sekil 10’ da tum ekstraktlerden elde edilen sinyallerden géruldaga gibi, ekstraksiyon suresi
arttikca sinyalde belirgin bir artis gérilmemistir. Elde edilen bu sinyaller derisime
dénusturaldugiunde elde edilen de@erler Tablo 9 ve Sekil 11 de verilmektedir.
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Tablo 9. Ekstraksiyon siresinin optimizasyon degerleri, N=2.

Yumurta ¢rnegdi, g Enzim, mg Ekstraksiyon Se Derisimi, Ekstraksiyon
suresi, Saat ng/g verimi, %
0.2019 20.2 4 899.5 + 28.1 750+23
0.2014 201 8 918.0+£ 31.2 766 +26
0.2063 20.6 12 87821176 73.3+15
0.2059 21.9 24 8450+ 254 70521
0.2093 21.5 28 883.1+17.7 73715
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Sekil 11. Ekstraksiyon siiresinin optimizasyon degerleri.

Tablo 9 ve Sekil 11" de gorildugu gibi artan ekstraksiyon siiresiyle, ekstraksiyon sonucu elde
edilen Se derisiminde belirgin bir artis elde edilememistir. Bu nedenle, ilerleyen calismalarda

ekstraksiyon slresi olarak 4 saat optimum deger olarak secilmistir.
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8. Ekstraksiyon igleminde Kullanilacak Enzim Miktarinin Optimizasyonu

Yumurta 6rneginde, ortamda bulunan farkh selenyum turlerinin yapisini bozmadan ¢ézelti
ortamina almak amaciyla farkli enzimier kullaniimaktadir. Onceki galigmalarimizda kullanilan
farkli enzimler arasinda en iyi ekstraksiyon verimi protease XIV enziminden elde edildidi i¢in
optimizasyon igleminde de bu enzim kullanildi. . Kullanilan protease XIV enziminin hangi
oranda en iyi ekstraksiyon verimini verdigini saptamak igin bu optimizasyon yapimigtir. Bu
amagla yumurta/enzim agirlik orani 40, 20, 10, 5 ve 3.3 degerlerinde sabit tutulup daha once
optimizasyonu yapilan 4 saatlik zaman diliminde 10.0 mL 30 mM Tris-HCI (pH 7.2) ortaminda
calkalayici Gzerinde enzim ve yumurta érnegi isleme sokulmustur. 4 saat sonunda ekstrakte
edilen 6rnekler, 4500 RPM de 15 dakika boyunca santrifijj edilip Millipore Stirred Ultrafiltration
Cell diizeneginde 10 KDa ultrafiltrasyon membrani (Filter Code: YM10 Dia: 63.5 mm)
kullanilarak stzilmastar. Berrak olarak elde edilen gozeltiler ICP-MS ile analiz edilmigtir. Farkli
enzim miktarlari kullanilarak elde edilen ICP-MS sinyalleri $ekil 12 ve Tablo 10’ da
gosterilmektedir.
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Sekil 12. 5.0 mg Protease XIV kullanilarak (Yesil) ve 10.0 ng/mL Se IV (Kahverengi)
kullanilarak elde edilen ICP-MS sinyalleri.
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Sekil 13. Yumurta/Enzim oraninin ekstraksiyon verimi izerine etkisi.

Sekil 13’ te, aym yumurta miktarinin farkli enzim miktarlar kullaniarak ekstrakte edilmesi
sonucu elde edilen selenyum derigimleri gosterilmektedir. Hig enzim kullaniimadan sadece Tris
HCI tamponu kullanilarak ekstrakte edilen selenyum miktari x ekseninde 0 olarak

verilmektedir. Gortildiiga gibi Yumurta/Enzim oran olarak 10 ve yukarisinda kullanildiginda
yaklagik olarak ayni miktarda selenyum ekstrakte edilebilmistir.

Tablo 10. Enzim mlktannm ekstraksnyon verimi lizerine etkisi, 4 saat siire icin, N=2.

Yumurta Miktan, g | Protease XV | Se, nglg Ekstraksiyon
Mnktarl, mg | (Kuru 6mekte) verimi, %
02008 | 50  [7266:254 | 60652213
02018 | "”ﬁ“éw”f 7815+234 | 6523%195
02038 | 207 04572284 | 7685133
02027 | 411 [ 94771284 | 7941:237
02023 [ 610 [971.3£291 | 8108£243




Sekil 13 ve Tablo 10’ da goriildugu gibi Protease XIV miktari 5.0 ve 11.3 mg alindiinda elde
edilen sinyaller kullanilan diger miktarlara oranla disuk bulunmustur. 20.7 mg ve yiiksek
miktarda enzim kullanildiginda elde edilen sinyaller de birbirlerine gok yakindir. Ekstraksiyon
verimlerini hesaplamada SRM ile test edilen en uygun ¢6zme islemi sonunda elde edilen
toplam selenyum derisimi esas alinmigtir. 20.7 mg Protease XV kullaniimasiyla ekstrakte
edilen selenyum degeri daha ylksek enzim miktarlari kullanildiginda degismedigi icin ileriki
¢alismalarda platonun ortasina disen deger olan 25.0 mg enzim miktari optimum deger olarak
kabul edilmistir. Bu deger, yumurta/enzim agirlik orani olarak 8 degerine karsi gelmektedir.
Sure ve kullanilacak enzim miktarinin optimizasyonundan sonra bulunan ekstraksiyon

verimlerinin dogrulugunu kanitlamak igin, optimum sartlarda 1566b Oyster tissue SRM inin
ekstraksiyonu yapilmistir.

Tablo 11. SRM Galismasinda Selenyum Ekstraksiyon Degerleri.

Ornek ' Kullanilan Tampon - Sertifika Degeri | Bulunan | Ekstraksiyon
s | mg/kg mg/kg . verimi, %
 1566b Oyster | 10mLTris HCI | 2064015 - 1.38:0.05 | 66.99+250
Tissue (PH 7.2)

Yaklasik 0.2 g alinan dondurarak Kurutulmus yumurta ornegi lizerine 20.75 mg Protease XV
ve 10.0 mL Tris HCI (pH 7.2) ilave edilerek 4 saat boyunca calkalayici tizerinde karistinimigtir.
Karistinlan numune 4500 RPM de 15 dakika boyunca santrifij edilip Millipore Stirred
Ultrafiltration Cell diizeneginde 10 KDa ultrafiltrasyon membrani (Filter Code: YM10 Dia: 63.5
mm) kullanilarak stiziilmustir. Berrak olarak elde edilen ¢ozeltiler ICP-MS ile analiz edilmistir.
Yumurta 6rnegi igin optimum sartlarda % 78.89 + 2.37 ekstraksiyon verimi olarak elde
edilmisken, Oyster Tissue icin bu degder % 66.99 + 2.50 olarak bulunmustur. Ekstraksiyon
degerleri arasinda bir fark gériinse de SRM icin bile elde edilen verim gayet iyi bulunmustur.
Verimler arasindaki bu fark, kullanilan matrikslerin farkli olusundan kaynaklanabilir.
Ekstraksiyon ¢alismalarinda yapilan optimizasyon calismalar hep yumurta 6rnegi icin
yapildigindan, yumurtadan farkli bir matrikse sahip olan Oyster Tissue 6rnegine gore yiiksek
verim elde edilmesi beklenebilir.
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9. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Calismalan

Ekstraksiyon ¢ézeltilerinde bulunan farkl selenyum tirleri (selenomethionine,
selenocystine, Se(lV) ve Se(Vl) ) HPLC kullanarak aynimigtir. Bu ¢alismada anyon
degistirici, katyon degistirici, C18 ve C8 kolonlari olmak izere 4 farkl kolon ve cesitli
hareketli fazlar kullaniimistir.

9.1 Anyon Degistirici Kolon ve HPLC Galismalar.

HPLC ile ayirma ¢alismalarimizin ilk kisminda anyon degistirici kolon kullanarak ttirlerin
ayrilmasi amagclanmistir. Hareketli faz olarak pH 5.0 degerinde Sitrat tamponu
kullandmistir. Ornek hacmi 20 pL dir.

Sekil 14’ te gorilen sinyal, anyon donustiiriict kolona mobil faz olarak pH 5.0 degerinde
Sitrat tampon ¢ézeltisinin hareketli faz olarak kullanildigr HPLC sistemine 100 ng/mL Se
IV gbénderilmesiyle elde edilmistir.

0 100000 260000 300000 400000 500000 800000 700000 800000 3000C
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Sekil 14. 100 ng/mL Se(lV) ¢ézeltisinin 1.0 mL/dak. akis hizinda anyon degistirici kolona
gonderiimesiyle elde edilen ICP-MS kromatogrami.

HPLC kullaniimadan devaml akis modunda 100 ng/mL Se(lV) ¢ozeltisinin ICP-MS’e
gonderilmesiyle elde edilen sinyal Sekil 15’ te gosteriimektedir.
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Sekil 15. 100 ng/mL Se(lV) ¢dzeltisinden elde edilen ICP-MS sinyali.

Sekil 18 te gorulduga gibi 100 ng/mL Se (V) Gn 250 uL hacminde kolon olmadan ICP-MS
sistemine gnderilmesiyle elde edilen ICP-MS sinyali yaklagik 80,000 CPS dir. 4 farky,
selenyum tarinin 100 ng/mL lik ¢ézeltilerinin 250 uL hacimde ICP-MS’ e
génderilmesiyle elde edilen ICP-MS sinyalleri Sekil 16’ da gériimektedir.
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Sekil 16. 100 ng/mL Se IV (Pembe), Se VI (Yesil), Selenocystine (Kahverengi), Selenomethionine
(Turuncu) ¢ézeltilerinden elde edilen ICP-MS sinyalleri.

HPLC nin kullanildigi sistemde 1.00 mg/L Se(1V) igin elde edilen sinyal yaklasik 2,000
CPS dir. Yani HPLC kullaniimasiyla elde edilen sinyalde blylk oranda bir azaima
g6rulmektedir.

Hareketli faz olarak % 10 CHs;OH igceren pH 5' e ayarlanmis 10 mM Sitrat tampony
kullanilarak yukarida belirtilen olumsuzlugun giderilmesi amagclandi. Bu hareket|j fa7




kullanilarak ve polarhik farkindan faydalanarak sinyalde artis beklenmistir. Sekil 17’ de,
yukarida belirtilen hareketli faz kullanilarak 100 ng/mL Se IV ¢6zeltisinin 1.0 mL/dak. akis

hizinda anyon degistirici kolona génderilmesiyle elde edilen ICP-MS sinyali gosterilmistir.
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Sekil 17. 100 ng/mL Se(lV) ¢ézeltisinin 1.0 mL/dak. akis hizinda anyon degistirici kolona % 10
Metanol iceren hareketli faz yardimiyla génderilmesiyle elde edilen ICP-MS kromatogrami.

Yalnizca sulu sistemde sitrat tamponuna gére duyarlihidi artirmak igin % 10.0 CH3;0H
kullanildr; 6rnek hacmi 182 uL olarak optimize edildi. Sonug 17’ de verilmektedir.
Sekil 17" de goruldugi gibi % 10 metanol igeren hareketli fazla elde edilen sinyal metanol

icermeyen mobil fazla elde edilene gére yaklasik olarak 75 kat daha buyuktir.

Yukarida belirlenen sartlarda 100 ng/mL selenyum tirlerini iceren standart ¢ozeltiler 182 pL

hacimde % 10 metanol iceren pH 5.0 a ayarlanmig 5 mM sitrat tamponunun hareketli faz

olarak kullanildigi sisteme enjekte edilmis ve Sekil 18-19" da gosterilen ICP-MS sinyalleri elde

edilmistir.

Bu bélimdeki analizlerde S5 SAX 25 cm Analytical 4.6 mm kolonu kullaniimistir. Kolonun
cikisi, dogrudan PTFE boru ile plazmanin érnek verme bélimine baglanmistir. ICP-MS
analizlerinde "®Se izotopu kullaniimig, zaman zaman duyarliik ve dogrulugun denetimi icin de

diger izotoplar, °Se, "’Se ve **Se kullaniimistir. Bu izotoplarin bolluk oranlari yizde olarak

?Se (8.73), ""Se(7.63) ve "°Se(9.36) dir.




Sselenomethionine ve selenocystine anyon degistirici kolonda ayirilamamaktadir. Se IV Un
anyon degistirici kolonda alikonma stiresi 300, Se VI nin 550, selenomethionine ve de seleno

cystine in ise 220 saniye olarak tespit edilmistir.
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Sekil 18. 100 ng/mL Se(lV), Se(Vl) ve Se (Selenocystine den hazirlanan) tirlerinin anyon degistirici
kolonda ayristiriimasiyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

Sekil 18’ de goruldugu gibi Se(lV), Se(VI) ve selenocystine anyon degistirici kolonda yukarida
belirtilen sartlarda selenyum tirlerinin alikonma sirelerinin farkindan yararlanarak birbirinden
ayrilmistir. Se IV ve Se VI trlerinin alikonma sirelerinin fazla olugsundan 6tira, bu turlere ait
pikler yayvanlasmistir. Pik alanlarinda, saf standartlarina kiyasla herhangibir degisiklik

meydana gelmemistir.
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Sekil 19. 100 ng/mL Se(lV), Se(Vl) ve Se (Selenomethionine den hazirlanan) turlerinin anyon

degistirici kolonda ayristiriimasiyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

Sekil 19’ de gérildigi gibi Se IV, Se VI ve Selenomethionine tiirleri, anyon degistirici kolonda
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yukarida belrtilen sartlarda selenyum tirlerinin alikonma surelerinin farkindan yararlanarak
birbirinden ayiriimistir.

Yukarida belirtildigi gibi anyon degistirici kolon igin gelistirilen bu yéntem kullanilarak 4
selenyum tlrinden Se IV ve Se VI belirgin bir sekilde birbirinden ayirilabilmektedir.
Selenomethionine ve selenocystine anyon degistirici kolonda ayni alikonma siiresine sahip

oldugundan bu iki tir anyon degistirici kolonda birbirinden ayrilamamistir.

Selenomethionine ve selenocystine tirlerinin % 10 metanol iceren pH 5.0 a ayarlanmis sitrat
tamponunun hareketli faz olarak kullaniidigi sistemde ayniimadigindan 6tiirii, yine anyon
donustarict kolonda farkh bir pH ya ayarlanmis farkli miktarda CH3;OH igeren sitrat tamponu
hareketli faz olarak denenmistir. Bu amagla pH 5.5 e ayarlanmig, % 15 CH3;OH igeren 5 mM
Sitrat tamponu hareketli faz olarak kullanilmigtir. Deneylerde 182 pL 6érnek hacmi
kullandmigtir. S5 SAX 25 cm Analytical 4.6 mm kolonu anyon degistirici kolon olarak

kullanitmistir.

Se (V) igin elde edilen sinyal, pH 5.0 e ayarlanmis tamponun kullanildig: sisteme gére daha
dastk niteliktedir. Yaklasik 500 saniyede elde edilen Se (V1) sinyalinin yanisira 230 saniye
allkonma siiresine sahip kuguk bir pik de elde edilmistir. Uclii karisim halinde hazirlanan
standart 100.0 ng/mL Se ¢ozeltilerinin HPLC ye génderiimesiyle elde edilen sinyaller Sekil 20-

21’ de gorilmektedir.
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Sekil 20. 100 ng/mL Se (VI), Se (VI) ve Se (Selenomethionine) standardlarini igeren ¢ozeltinin 182 uL
hacimde anyon degistirici kolona pH 5.5 e ayarlanmis, % 15 CH,;OH igeren 5 mM Sitrat tamponun
hareketli faz oldugu sisteme enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.
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Sekil 21. 100 ng/mL Se (VI), Se (VI) ve Se (Selenocystine) standardlarini igeren ¢ozeltinin 182 pL
hacimde anyon degistirici kolona pH 5.5 e ayarlanmis, % 15 CH;OH iceren 5 mM Sitrat tamponun
hareketli faz oldugu sisteme enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

Sekil 20-21’ de goruldiga gibi Selenomethionine ve selenocystine anyon degistirici kolonda
ayni alikonma siiresine sahiptirler. Dolayisiyla pH 5.5 ta da bu iki tir birbirinden
ayrilamamistir. % 15 CH3;OH igeren mobil fazi kullanildiginda pusirtme odacigi (spray
chamber) sisteminin sicakligi beklenenin (3°C) cok altina dismaistir (-2°C). Bu sicaklikta
sislestirme veriminde duzensizlikler tespit edilmigtir. Bu da Se (V) ve Se (VI) standartlarinin
sisteme gonderiimesinde beklenmeyen kiiciik pikler halinde kendini gostermistir. ilerde
yapilacak anyon degistirici kolonla ilgili calismalarda % 15 CH3O0H igeren mobil fazi yerine, pH

5.0 e ayarlanmis %15 CH30H iceren 5 mM Sitrat tamponu kullaniimasina karar verilmistir.
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9. 2. C8-C18 Kolonlar Kullanarak iyon Gifti Temelli (IP-RP-HPLC-ICP-MS) Calismalar
Selenyum turlerinin birbirinden ayriimalar igin ters faz kolon denenmistir. Ters faz kolon,
durgun faz olarak apolar yapilarin kullanildigi kolonlardir. Bu tiir kolonlar maddelerin
polaritesinden hareketle ayirrm vyaparlar. Literatirde selenyum tiirlerinin  birbirlerinden
aynimalan icin siklikla kullanilirlar. lyon cifti olusturan maddeler de hareketli faz olarak
kullanilarak ortamda bulunan analitleri yiikstiz hale getirip ayinmda tek etkenin maddenin
polarite olmasini saglarlar. Bu amagla en ¢ok kullanilan ion-pairing maddeler
heptafluorobutiricacid (HFBA) ve trifluoroaceticacid (TFA), pentafluoropropanoicacid (PFPA)
dir'?®. Perfluorinated karboksilik asit yapilarinda olan bu bilesikler, farkli kimyasal yapida olan
selenyum tirlerini farkli pH deg@erlerinde basariyla ayirabilmektedirler. HFBA ile elde edilen
kromatogramlarda pikler arasi ayrim en iyi olarak gézlemlenmistir.

Se (IV), Se (VI), Selenomethionine ve selenocystine tirlerini ayrimak icin asagidaki tablolarda

verilen sartlar denenmistir.

9. 2. 1. Farkli hareketli Fazlar

9. 2. 1. 1. Hareketli Faz 1

Alltima Cg reverse phase kolonu % 5 CH3;OH hareketli fazi esliginde kullaniimistir. Bu sartlar
altinda selenyum turlerinin herbiri 100.0 ng/mL derigiminde kolona ayri ayri génderilmis ve bu

sartlar altinda herbir tiirlin alikonma suresi tespit edilmistir.

Tablo 12. % 5 CH;OH kullanilarak yapilan kromatografik ayirim sartlari.

Parametre

Kolon Alltima C8
Cozelti %5 CHOH

Akis hizi 1.0 mL/minute

Ornek sarmal s 91.0 pL

Se tiir derigimi - 100.0 ng/mL
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Sekil 22, 4 farkh tarlerin tek kromatogram {zerinde gésterimini icermektedir. Goérulduga gibi Se
(IV) ve Se (VI) tarlerinin sinyalleri ayrilamamigtir. Elde edilen Se (IV) ve Se (VI) sinyalleri ile
selenocystine sinyalleri arasindaki ¢ézunurluk ise alikonma sarelerinin yakinligindan dolay! iyi

degildir.
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Sekil 22. 100 ng/mL Se (VI) (Yesil), Se (IV) (Kahverengi), Se (Selenocystine) (Mavi) ve Se
(Methionine) (Turuncu) standartlarinin ayri ayri 91 pL hacimde reverse phase kolona % 5 CH;0H

iceren hareketli faz yardimiyla enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

Se (IV) ve Se (VI) nin alikonma sureleri birbirine cok yakin olarak bulunmustur; bu deger
yaklasik olarak 90 saniyedir. Selenocystine igin alikonma suresi 110, selenomethionine igin ise
160 saniye olarak gozlemienmisgtir.

4 farkli selenyum turinan herbirinden 100.0 ng/mL iceren standardin % 5.0 CHsOH igeren
hareketli faz yardimiyla Cg kolonuna gonderiimesiyle elde edilen HPLC-ICP-MS sinyali Sekil
23’ de gorulmektedir.
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Sekil 23. 100 ng/mL Se (VI), Se (VI), Se (Selenocystine) ve Se (Methionine) standartlarini igeren
cozeltinin 91 pL hacimde reverse phase kolona % 5 CH;OH iceren hareketli faz yardimiyla

enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

Sekil 23’ te goruldugu gibi % 5.0 CH30H igeren hareketli faz yardimiyla 4 selenyum turd
birbirinden etkili bir bicimde ayrilamamistir. Se (VI), Se (VI) ve Se (Selenocystine) tlrlerinin
alikonma sireleri birbirine ¢ok yakin oldugundan Sekil 23’ te gorilen yayvan bir pik ve
selenomethionine ait yaklasik 160 saniyede ikinci bir pik elde edilmigtir. Bu sartlar altinda %
5.0 CH3OH igeren hareketli fazin selenyum tarlerini ayirmada kullanilamayacagina karar

verilmistir.

9. 2. 1. 2. Hareketli faz 2

Trifluoroacetic acid (TFA) in mobil faz olarak kullaniimasiyla selenyum tirleri birbirlerinden
ayrilmaya calisiimistir. TFA nin  Cg kolonunda kullaniimasiyla, ortamda bulunan selenyum
turlerini yuksiiz duruma getirip sadece polarite farklarindan hareketle bu turler birbirlerinden
ayrilamaya caligiimistir. Bu amagla % 0.1 TFA ve % 5 CH;0H

(pH 1.71) ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu sartlarda kullanilan parametreler Tablo 13' de

Ozetlenmistir.
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Tablo 13. % 0.1 TFA ve % 5 CH;OH ( pH 1.71) kullanilarak yapilan kromatografik ayimnm sartlari.

~ Parametre
Kolon Alltima Cg
Tampon ¢ozelti % 0.1 TFA % 5 CH;OH (pH 1.71)
Akis hizi 1.0 mL/dakika |
Ornek sarmalt 91.0 uL

- Se tur derigimi 100.0 ng/mL

Belirtilen hareketli faz kullanilarak Se (IV), Se (VI), selenomethionine ve selenocystine
tarlerinin 100.0 ng/mL lik saf ¢ozeltileri i¢in Cg kolondaki alikonma streleri bulunmustur.
Selenyum tirlerinin ayri ayri elde edilen sinyalleri tek kromatogram Gzerinde Sekil 24’ te

gOsteriimektedir.
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Sekil 24. 100 ng/mL Se VI (Kahverengi), Se IV (Yesil), Se (Methionine) (Pembe), Se (Cystine) (Mavi)
standartlarinin ayri ayri 91 uL hacimde reverse phase kolona % 0.10 TFA ve % 5.0 CH3OH (pH 1.71)
iceren hareketli faz yardimiyla enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

Se (VI) icin alikkonma suresi yaklagik 95, Se (V) ve selenocystine icin 120 ve
selenomethionine icin 255 saniye olarak tespit edilmigtir. inorganik selenyum tarleri ile
selenocystine turinin kolondaki alikonma sdrelerinin ¢ok yakin olusundan 6tarda bu sartlarda
etkili bir ayirm saglanamamistir.

Herbir tur icin 100.0 ng/mL lik derisim iceren standart ¢ozeltinin sisteme gbnderilmesiyle elde

edilen kromatogram Sekil 25" de gériimektedir.
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Sekil 25. 100 ng/mL Se (Cystine), Se (Methionine), Se IV, Se VI standartlarini iceren ¢ozeltinin 91 pL

hacimde reverse phase kolona enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

Elde edilen kromatogramdan anlagildig! gibi, % 0.1 TFA iceren % 5.0 CH3OH hareketli fazi
kullanilarak 4 selenyum tirii birbirinden ayrilamamistir. Bu sistemde selenomethionine

haricinde 3 selenyum tiiriiniin alikonma sireleri birbirine ¢ok yakin olarak tespit edilmistir.

9. 2. 1. 3. Hareketli Faz 3

Hidrofilik yapida olan selenoaminoasitlerin birbirbirlerinden aynimalar igin Alitima Cg reverse
phase kolonu % 0.05 HFBA ve % 5 CH;OH (pH 3.14) hareketli fazi esliginde kullaniimistir.
Hazirlanan hareketli fazin pH sinda herhangibir degisiklik yapiimamis % 0.05 HFBA in
olusturdugu pH olan 3.14 kullaniimistir. Bu sartlar altinda selenyum turlerinin herbiri 100.0
ng/mL derisiminde kolona ayri ayr génderilmis ve herbir tiriin kolondaki alikonma siresi tespit

edilmistir. Bu mobil faz esliginde kullanilan parametreler Tablo 14’ da Ozetlenmistir.

Tablo 14. % 0.05 HFBA ve % 5 CH,OH (pH 3.14) kullanilarak yapilan kromatografik ayinm sartlari.

Parameter ~ Value
Kolon Alltima C8
Tampon gozelti | %0.05 HFBA % 5 CH;OH (pH 3.14)
: Akl?hlZl 1.0 mL/dakika -
| Ornek sarmali ~ 91.0puL
Se tiir derisimi 100.0 ng/ml.
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Se (IV) ve Se (VI) nin alikonma stresi 90 saniye olarak bulunmustur. Alikonma sureleri,
selenocystine igin 115, selenomethionine icin ise 250 saniye olarak g6zlemlenmistir. Mobil faz
1'den farkli olarak selenocystine turinin alikonmasinda az da olsa bir artis goruimus
selenomethionine yapisinin alikonma suresi ise buytk oranda artmistir. Sekil 26, 4 farkh taran
tek kromatogram Uzerinde gésterimini icermektedir. Goruldugu gibi Se (IV) ve Se (V1) tdrleri
cok kigik zaman araliklaryla detektére varmaktadirlar. Elde edilen Se (IV) ve Se (Vl)
sinyalleri ile selenocystine sinyalleri arasindaki ¢ézunurlik alikonma strelerinin yakinh@indan

dolayi ¢ok iyi degildir.
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Sekil 26. 100 ng/mL Se VI (Mavi), Se IV (Kahverengi), Se (Methionine) (Turuncu), Se (Cystine) (Yesil)
standartlarinin ayri ayri 91 pL hacimde reverse phase kolona % 0.05 HFBA ve % 5 CH;OH (pH 3.14)
iceren hareketli faz yardimiyla enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

4 farkh selenyum tirinun herbirinden 100.0 ng/mL iceren standardin % 0.05 HFBA ve % &
CH3OH (pH 3.14) igeren hareketli faz yardimiyla Cs kolona enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS
sinyali Sekil 27’ de goértimektedir.

4
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Sekil 27. 100 ng/mL Se (Cystine), Se (Methionine), Se IV, Se VI standartlarini iceren ¢ézeltinin 91 pL
hacimde reverse phase kolona % 0.05 HFBA ve % 5 CH,OH (pH 3.14) iceren hareketli faz yardimiyla
enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyali.

Sekil 27’ de goérildugi gibi bu sartlar altinda sadece selenomethionine tiirii ayri bir alikonma
suresinde elde edilmigtir. Se (Cystine) Se IV ve Se VI tirleri bu sartlarda uygun bir ayirima
tabii tutulamamiglardir.

9. 2.1. 4. Hareketli Faz 4

% 0.05 HFBA kullanilarak selenomethionine ve selenocystine tiirlerinin alikonma siirelerinde,
mobil faz'1 e gore bir artis meydana geldigi icin hareketli faz 4 olarak da hareketli faz 2'ye
oranla daha fazla HFBA igeren bir bilesim kullaniimistir. Bu amagla % 0.2 HFBA ve % 2.5
CH30H (pH 1.64) hazirlanmistir. Hareketli faz 3 kromatografik ayirim sartlari Tablo 15’ te

verilmistir.

Tablo 15. % 0.2 HFBA ve % 2.5 CH;OH (pH 1.64) kullanilarak yapilan kromatografik ayirim sartlari.

Parameter Value
Kolon R BT
~ Tampon ¢ozelti 1 %0.2 HFBA %2.5 CH;0H (pH 1.64)
| Akylysy hizi | 1.0 mL/dakika
Ornek sarmali 91.0 uL
Setir derigimi 100.0 ng/mL
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Se (IV) icin elde edilen alikonma suresi yaklasik olarak 100 saniye olarak tespit edilmigken bu
deger Se (VI) igin yaklasik 110 saniye olarak bulunmustur. Bu iki tar arasinda ilk 2 hareketli
faza oranla bu hareketli faz egliginde az da olsa bir ayirim elde edilmistir. Selenocystine igin
alikonma stresi 200, selenomethionine icin ise 980 saniye olarak gbzlemlenmistir.

Sekil 28’ de herbir selenyum taranan ayri ayri sisteme enjeksiyonuyla elde edilen pikler tek

kromatogram Uzerinden gorulebilmektedir. Herbir bilesenin derigimi 100.0 ng/mL dir.
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Sekil 28. 100 ng/mL Se VI (Turuncuy, Se IV (Kahverengi), Se (Methionine) (Yesil), Se (Cystine) (Mavi)
standartlarinin ayri ayri 91 plL hacimde reverse phase kolona % 0.2 HFBA ve % 2.5 CH;OH (pH 1.64)
iceren hareketli faz yardimiyla enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

4 farkli selenyum turinan herbirinden 100.0 ng/mL iceren standardin % 0.2 HFBA ve % 2.£
CH3OH (pH 1.64) igeren hareketli faz yardimiyla Cs kolona enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS
sinyali Sekil 29" da goérulmektedir.
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Sekil 29. 100 ng/mL Se (Cystine), Se (Methionine), Se IV ve Se VI standartlarini iceren ¢ozeltinin 9
uL hacimde reverse phase kolona % 0.2 HFBA ve % 2.5 CH;OH (pH 1.64) iceren hareketli fa
yardimiyla enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.
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Sekilde goruldugi gibi selenomethionine ve selenocystine tirleri inorganik selenyum
tirlerinden bagarili bir sekilde ayriimiglardir. Selenomethionine tiiriiniin alikonma siiresi de ¢ok
blayik bir degerde elde edildiginden bu tir i¢in elde edilen pikte yayvanlasma gézlemlenmistir.
Bu da ilerideki yumurta calismalarinda bir engel olusturabilir. Selenocystine tirli inorganik
selenyum tlrlerinden ayriimasina ragmen elde edilen selenocystine sinyalinin yaninda kiiglk
de olsa bir omuz tespit edilmigtir. Kullanilan hareketli fazin pH degerinin kiigik olmasindan
kaynaklanabilecek bu pik ile selenocystine sinyalinin genigligi yaklasik olarak 110 saniye
olarak tespit edilmigtir. llerideki ¢aligmalarda bu pik genisliginin bir engel teskil

edebileceginden hareketli faz 4’ in uygun bir hareketli faz olmadigina karar verilmistir.

9. 2. 1. 5. Hareketli Faz 5

% 0.2 HFBA in hareketli faz olarak kullanildigi sistemde elde edilen selenocystine pikinin
yaninda asitlikten kaynaklandigi distnilen omuz seklindeki kiicik pikten 6tirii daha diisik
oranda HFBA igeren hareketli faz denenmistir. Bu amagla % 0.1 HFBA ve % 5 CH30H (pH
1.82) iceren ¢ozelti hareketli faz olarak kullaniimigtir. Bu sartlar altinda kullanilan parametreler

Tablo 16’ de 6zetlenmistir.

Tablo 16. % 0.2 HFBA ve % 2.5 CH,0OH (pH 1.64) kullanilarak yapilan kromatografik ayirim sartlari.

Parameter Value

Kolon Alltima C8

Tampon ¢ozelti % 0.1 HFBA % 5 CH;OH (pH 1.82)
Akis hizi 1.0 mL/dakika

Ornek sarmal 91.0 uL

Se tiir derisimi 100.0 ng/mL

Sekil 30" da, 4 farkli selenyum turaniin, 100 ng/mL lik derigsimlerde ayri ayri sisteme

enjeksiyonuyla elde edilen pikler tek kromatogram tizerinden gérilebilmektedir.
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Sekil 30. 100 ng/mL Se VI (Kahverengi), Se IV (Turuncu), Se (Methionine) (Mavi), Se (Cystine) (Yesil
standartlarinin ayri ayri 91 pL hacimde reverse phase kolona % 0.10 HFBA ve % 5.0 CH;OH (pH 1.82
iceren hareketli faz yardimiyla enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

inorganik selenyum tarleri olan Se (IV) ve Se (VI) arasinda meydana gelen kromatografi
ayinm simdiye kadar elde edilen kromatogramlar arasinda en iyisi olarak bulunmustur. Se (IV
icin elde edilen pikin alikonma suresi yaklasik 85 saniye olarak gozlenirken Se (VI) icin b
deger 110 saniye olarak bulunmustur. Cs kolonunda selenocystine turinun alikonma sures

225 saniye, selenomethionine tlrann ise yaklagik 680 saniye olarak bulunmustur.

Selenyum tarlerinin herbirinden 100.0 ng/mL igeren standardin % 0.1 HFBA ve % 5 CHsOl
(pH 1.82) igeren hareketli faz yardimiyla Cs kolona enjeksiyonuyla elde edilen HPLC-ICP-M
kromatogrami Sekil 31’ de gérulmektedir.
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Sekil 31. 100 ng/mL Se (Cystine), Se (Methionine), Se IV, Se VI standartlarini iceren ¢ozeltinin 91 |
hacimde reverse phase kolona % 0.1 HFBA ve % 5 CH5OH (pH 1.82) iceren hareketli faz yardimiy
enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

Sekil 31’ de goruldugu gibi Se (IV) ve Se (VI) tarleri arasinda az da olsa bir ayir




gerceklegmistir. Dusuk pH da meydana gelen selenocystine pikindeki omuz bu HFBA
derisiminde ortadan kaybolmustur. Selenocystine turanan kolondaki alikonma suresinin
inorganik selenyum turlerine nazaran blyuk olusundan 6tura bu hareketli faz kullaniminda
selenocystine, inorganik selenyumlardan ayrilabilmistir. Selenomethionine turtnin kolondaki
alikonma suresinin blyuk olusundan 6turd elde edilen pikte yayvanlagma tespit edilmigtir.
Yayvanlagma olmasina karsin, elde edilen sinyalin alani (ICPS) ayni miktarda sisteme

gonderilen diger selenyum turlerinin alanlarina yakin bir degerde bulunmustur.

9. 2. 2. Hareketli Faz Programi

9. 2.2.1. Program 1

Hareketli faz olarak % 0.1 HFBA ve % 5.0 CHsOH (pH 1.82) kullaniidiginda elde edilen HPLC-
ICP-MS kromatograminda goruien selenomethionine  pikindeki yayvanlagmayi ortadan

kaldirmak icin ¢dzucu programi (Solvent Programing) uygulanmigtir. Uyguianan program Sekil

32 de gérilmektedir.

@ % 0.1 HFBA, % 5 Methanol
(pH:1.82)

r % 5 Methanol

Percentage of mobile phase

. % 0.1 HFBA, % 5 0’6 ‘“‘\0*
Obllep/las Methanol (pH:1.82)
e

Sekil 32. RP-HPLC de selenyum tarlerini ayirmada kullanmian ¢bzich programi (1).

Bu sistemde, selenyum tarlerinden 100.0 ng/mL igeren standart ¢gozelti sisteme enjekte
ve ilk 5.0 dakika boyunca hareketli faz olarak % 0.1 HFBA ve % 5.0 CHsOH (pH 1.82)




gonderilmistir. 5.0 dakika doldugunda, hareketli fazin bileseni % 50 oranda % 0.1 HFBA ve %
5.0 CH3OH (pH 1.82) ve % 50 oranda % 5.0 CH3OH olacak sekilde degistirilmistir.
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Sekil 33. 100 ng/mL Se (Cystine), Se (Methionine), Se IV, Se VI standartlarini iceren ¢ozeltinin 91 ML
hacimde reverse phase kolona Sekil 32’ de belirtilen solvent programi kullanilarak enjeksiyonuyla elde
edilen ICP-MS sinyalleri.

5.0 dakika sonunda sisteme goénderilen hareketli faz igerisinde HFBA deriginin distk
olusundan 6tiri selenomethionin turintn kolondaki alikonma suresi azalmis ve pikte

meydana gelen yayvanlagsmanin énune énemli oranda gegilmistir.

9. 2. 2. 2. Program 2

Program 1 kullanilarak selenomethionine tartinin Cg kolonunda alikonma suresi yaklagik 580
saniyeye indirilmistir. Co6ziich programinda meydana gelen degisikligin selenomethionine
taranun kolondaki alikonmasini ne derecede degistirdidini tespit etmek igin ikinci bir ¢ézicih
programi uygulanmistir. Bu amagla selenyum tarlerinden 100.0 ng/mL igeren standart ¢ozelti
sisteme enjekte edilmig ve ilk 5.0 dakika boyunca hareketli faz olarak % 0.1 HFBA ve % 5.0
CH3OH (pH 1.82) sisteme gdnderilmistir. 5.0 dakika sonunda, hareketli fazin bileseni % 25
oranda % 0.1 HFBA ve % 5.0 CH3;OH (pH 1.82) ve % 75 oranda % 5.0 CH3OH olacak sekilde
degistiriimistir. Kullanilan programi 6zetleyen grafik Sekil 34’ te gosteriimektedir.
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Sekil 34. RP-HPLC de selenyum tirlerini ayirmada kullanilan ¢6ztic programi (2).

Program 2’ nin uygulanmasiyla elde edilen HPLC-ICP-MS kromatogrami Sekil 35 te
gosterilmektedir.
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Sekil 35. 100 ng/mL Se (Cystine), Se (Methionine), Se IV, Se VI standartlanni iceren ¢ézeltinin 91 L
hacimde reverse phase kolona Sekil 102’ de belirtilen solvent programi kullanilarak enjeksiyonuyla
elde edilen ICP-MS sinyalleri.

Sekil 35 te goériuidigu gibi program 1 ve program 2 kullanilarak elde edilen alikonma
strelerinde belirgin bir degisiklik gérilmemistir.
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9. 3. Katyon Degistirmeli-HPLC-ICP-MS

Dusuk molekil agirhidina sahip selenyum tarlerini birbirinden ayirmak igin  Kkullanilan
yontemierden bir digeri de katyon degistirici kolon kullanmaktir. Literatiirde siklikla kullanilan
bu teknikte, selenyum tirlerinin yapisinda bulunan katyonik gruplar baz alinarak ayirnm
gerceklestirimeye calisiimaktadir.’”> Normal olarak katyon degistirici kolon kullanilargk
inorganik selenyum tirleri, yapilarin anyonik karakterinden &tirt birbirlerinden ayrilamaziar.
Selenit ve selenat yapilan katyon degistirici kolonda tutunmayip hareketli fazin ICP-MS ¢
varmastyla ayna anda pik verirler. Bunun yanisira, pH 3.0° da selenit (SeOs%) yapis;
protonlanir ve az da olsa katyon degistirici kolonda alkonulur. pH degeri 3 Gn altina indikge
ortamdaki proton miktarindan 6turi Se (IV)'in katyon degistirici kolondaki alikonma siireg;

artar.'

9. 3. 1. Hareketli Faz 1
Selenyum tirlerini birbirinden ayirmak igin katyon degistirici kolonda hareketli faz olarak 1g
mM piridin in pH 1.5 e ayarlanmig tamponu kullanilmigtir. Tablo 17’ de katyon degistirici kolon

kullanarak selenyum tiirlerini ayirim parametreleri gérilmektedir.

Tablo 17. 10 mM Piridin (pH 1.50) kullanilarak yapilan kromatografik ayirim sartlari.

Parametre Deger

Kolon Spheris SSSCX katyon Degistirici kolon
Hareketli Faz 10 mM Piridin (pH 1.50)

Akis Hizi 1.0 mL/dakika

Ormnek Sarmali 91.0 puL

Se Tir Derigimleri 100.0 ng/mL

4 farkli selenyum tiir( icin elde edilen sinyallerin tek kromatogram {izerinde gdsterimi Sekil 36’
da gorilmektedir.
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Sekil 36. 100 ng/mL Se (VI) (Pembe), Se (IV) (Mavi), Se (Selenomethionine) (Sar) ve Se
(Selenocystine) (kahverengi) iceren standartlarin ayri ayr, 91 pL hacimde, pH 1.50" e tamponlanmis
10 mM piridin hareketli fazi yardimiyla katyon degistirici kolona enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS

sinyalleri.

Karisim igerisinde herbir selenyum standardindan 100.0 ng/mL igeren c¢dzeltinin katyon
degistirici kolona enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri Sekil 37’ de goérulmektedir.
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Sekil 37. 100 ng/mL Se (IV), Se (VI), Se (Selenomethionine) ve Se (Selenocystine) iceren standarc
cozeltinin 91 pL hacimde, pH 1.50° e tamponlanmis 10 mM piridin hareketli fazi yardimiyla katyor

degistirici kolona enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

Sekil 37" de goéruldugu gibi 4 farkli selenyum turG katyon degistirici kolonda birbirinder
ayrilmaktaddirlar. Inorganik selenyum tarleri arasindaki ayirim cok iyi olmasa da Se (VI
tironun verdigi sinyal Gzerine, Se (IV) turinun etkisi fazla degildir. Selenomethionine ve

selenocystine turleri de hem birbirlerinden hem de inorganik tarlerden iyi bir sekilde

aynilmiglardir.




9. 3. 2. Hareketli Faz 2
10 mM piridin (pH 1.50) kullanilarak elde edilen selenyum piklerinin ICPS degerleri disuk

oldugundan hareketli faz icerigi degistirilmistir. Bu amacla Tablo 18’ de gésterilen parametreler

kullaniimigtir.

Tablo 18. 10 mM Piridin (pH 1.50) kullanilarak yapilan kromatografik ayirim sartlar.

Parametre Deger
Kolon Spheris SSSCX katyon Degistirici kolon o
Hareketli Faz =~ 10 mM Piridin % 5 CH;OH (pH 1.50)
Akls‘Hm 1.0 mL/dakika
- Ornek Sarmali 91.0 uL
Se Tiir Derigimleri 100.0 ng/mL
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Sekil 38. 100 ng/mL Se (IV), Se (VI), Se (Selenomethionine) ve Se (Selenocystine) igeren standard
¢ozeltinin 91 pL hacimde, pH 1.50’ e tamponlanmis % 5.0 CH;OH igceren 10 mM piridin hareketli fazi
yardimiyla katyon degistirici kolona enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

Sekil 38’ de goruldugu gibi katyon degistirici kolonda kullanilan hareketli faza % 5.0 CH30OH
ilavesiyle piklerin siddetinde yaklasik 3 katlik bir artis gézlenmistir. 10 mM piridin (pH 1.50) ve
de 10 mM piridin + % 5.0 CH30H (pH 1.50) tamponlarinin hareketli faz olarak kullaniimasiyla
elde edilen piklerin ICPS degerlerinin karsilastinimas: Tablo 19’ da gésterilmigtir. Sinyaldeki
artislar, hareketli faz icerigine % 5.0 oraninda metil alkol ilavesinin sislestirme etkisini artirmasi

sonucu olabilir.

A%



Tablo 19. Hareketli fazin farkh pH degerlerinde selenyum turlerinin ICPS degerleri.

ICPS Sonuglan

10 mM Piridin (pH

10 mM Piridin + % 5.0 CH;OH (pH 1.50)

1.50)

Se (IV) 7,640,112 121,195,693
Se (VI) 8,705,793 23,972,768
Selenomethionine | 14,830,294 46,020,930
Selenocystine 10,093,399 30,697,433

Sekil 38 de goéruldugi gibi, inorganik selenyum turlerinin alikonma surelerinde belirgin bir

degisiklik meydana gelmezken selenomethionine i¢in alikonma siresi, metil alkol kullanimiyla

yaklasik 6000 saniyeden 6600 saniyeye kaymistir. Selenocystine igin de alikonma suresi 1550

saniyeden 2180 saniyeye kaymistir.

9. 3. 2. 1. Cdziicii Programi 1

Sekil 99" da goéruldudlu gibi selenocystine’nin katyon degistirici kolondaki alikonma siiresinin

cok yiksek olusundan 6turi pikte bir yayvanlasma gézlenmistir. Yaklasik 2180 saniyede elde

edilen bu yayvan pikin genigligi ortalama 150 saniye'dir. Selenocystine turiintin ahkonma

slresinin azaltiimasi ile pikte meydana gelen geniglemeyi minimuma indirmek amaglanmistir.

Bu amacla Sekil 39’ da gorilen ¢ézicl programi uygulanmistir.
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Percentage of mobile phase
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Sekil 39. Katyon Degistirici-HPLC-ICP-MS de selenyum tlrlerini ayimada kullanilan ¢oziicl programi.

Sekil 39 da gérilen ¢oézlct programi uygulanarak elde edilen HPLC-ICP-MS kromatogrami
Sekil 40’ ta goérulmektedir.
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Sekil 40. 100 ng/mL Se (IV), Se (VI), Se (Selenomethionine) ve Se (Selenocystine) igeren standard

¢ézeltinin 91 pL

hacimde, katyon degistirici kolona Sekil 39’ da gorilen ¢dzicii programi kullanilarak

enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

Sekil 40’ ta gérulduga gibi ¢éztct programi kullaniimasiyla selenocystine turtnun alikonma

stresi 2180 saniyeden yaklasik 1920 saniyeye kaymistir. Alikonma suresindeki bu azalmaya
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ilave olarak selenocystine turinun verdigi ICP-MS sinyalinin yayvanhginda biylk 6lg
azalma pik siddetinde artis gézlemlenmigtir. Bu tarGn verdi§i ICPS degerinde herhang
degisiklik meydana gelmemisgtir.

9. 3. 2. 2. Cdziicii Program 2

Cézuct programinin kullanimiyla kolona farkh pH degerlerinde ¢ozeltiler gonderilmi
inorganik selenyum tarlerinin  birbirlerinden ayriimalani icin gerekli olan pH 1.50’
tamponlanmig 10 mM piridin ¢bzeltisiyle kolonun kosullandinimas: gerekirken, ¢z
programi ile farkh bir hareketli fazin kolondan gegiriimesiyle bu islem kesintiye ugramakt:
kolonun bir sonraki ayirim gicii bir éncekine gore dugmektedir. Bunun yanisira selenocys
taranan verdigi ICP-MS sinyalinin seklinde bir iyilestirme yapmak da gerekmektedir. %
CH;OH iceren 10 mM piridin gozeltisi kullanilarak selenocystine pikindeki yayvanlagms
yariimanin giderilebilecegi gérulmektedir. Hem kolonun pH 1.50'ye tamponlanmig gozel
doygunlugunu saglamak hem de selenocystine pikindeki yayvanlasma ve yariimayt minimi
indirmek amaciyla Sekil 41’ de gorilen ¢ozlich programi uygulanmigtir.

100 7 10 M Pyridine, % 5

§ 80 Methanol (pH:1.50)
i o 10 M Pyridine, % 5
Lo Methanol
§ 40 | °
g 201
o T T 1
0-20 20-22. 22-40
Time, min

Sekil 41. CE-HPLC-ICP-MS’ de selenyum tiirlerini ayirmada kullanilan ¢ozici programi.




Sekil 41’ de gdsterilen ¢ozicu programinin kullaniimasiyla elde edilen HPLC-ICP-MS

kromatogrami Sekil 42” de goruimektedir.
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Sekil 42. 100 ng/mL Se (IV), Se (VI), Se (Selenomethionine) ve Se (Selenocystine) iceren standard

cozeltinin 91 pL hacimde, katyon degistirici kolona Sekil 41’ de gérulen ¢dzucl programi kullanitarak

enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

Sekil 42' de goruldugu gibi, Sekil 41" de gosterilen ¢6ziclu programinin kullanimiyla

selenocystine tiriinin verdigi sinyalde bir iylesme elde edilmigtir. Pikte daha oOnce

gozlemlenen yarilma bertaraf edilmigtir.

9. 3. 3. Hareketli Faz 3

Hareketli fazin pH degderini daha dislk asitlik seviyelerine ayarlayarak inorganik selenyum

turleri birbirlerinden etkili bir bicimde ayrilmaya ¢alisiimistir. Bu amagla Tablo 20" de goruldugu

gibi pH 1.30’ a ayarlanmig 10 mM piridin hareketli faz olarak kullaniimigtir.

Tablo 20. 10 mM Piridin (pH 1.30) kullanilarak yapilan kromatografik ayinm sartlan.

 Parametre

Deger

Kolon

Hareketli Faz.

Spheris S5SCX katyon Degistirici kolon

10 mM Piridin % 5 CH;OH (pH 1.30)

Akis Hiz 1.0 mL/dakika
~ Ornek Sarmali 91.0 nl
~ Se Tiir Derigimleri 100.0 ng/mL
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Hareketli fazin asitlik degerinin artirimasiyla elde edilen ICP-MS kromatogrami Sekil 43’ de

gorulmektedir.
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Sekil 43. 100 ng/mL Se (IV), Se (VI), Se (Selenomethionine) ve Se (Selenocystine) iceren standard
¢ozeltinin 91 plL hacimde, pH 1.30" a tamponlanmis % 5.0 CH;OH igeren 10 mM piridin hareketli fazi
yardimiyla katyon degistirici kolona enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

Hareketli fazda dustk pH kullanimiyla inorganik selenyum tirlerinde belirgin bir ayirim
gozlenmemistir. Se (IV) ve Se (VI) icin her iki hareketli faz kullanilarak elde edilen alikonma
sureleri birbirine gok yakin olarak bulunmustur. Selenomethionine icin pH 1.50 de alikonma
slresi 660 saniye iken, hareketli fazin pH degeri 1.30 olarak ayarlandiginda alikonma siresi
yaklasik 590 saniyeye kaymistir. Ayni durum selenocystine tiriinde de gézlenmistir. Hareketli
fazin pH degerinin 1.50" den 1.30 a indiriimesiyle selenocystine in alikonma siiresi yaklasik
2180 saniyeden 1850 saniyeye kaymistir. Tam tirler igin ICPS degerlerinde her iki pH ya

ayarlanmig hareketli fazlarda belirgin bir degisiklik gézlenmemistir.

9. 3. 4. Hareketli Faz 4

Katyon degistirici kolonda simdiye kadar yapilan hareketli faz calismalarinda selenocystine
tirintn alikonma suresi 1750 saniyeden biylk bulunmustur. Allkonma sresinin bu denl;
buyiik olusundan oturt ardisik ICP-MS sinyallerinde az da olsa degisiklikler meydana geldigi
gbzlenmistir. Bu amagla dérdinci hareketli faz olarak Tablo 21’ de gosterilen hareketli faz

kullantimistir.




Tablo 21. 10 mM Piridin (pH 1.25) kullanilarak yaptian kromatografik ayinm sartlar.

Parametre Deger

Kolon Spheris S5SCX katyon Degistirici kolon
Hareketl: Faz 10 mM Piridin % 5 CH;OH (pH 1.25)
Akig Hizt 1.0 ml/dakika

Ornek Sarmals 91.0 uL

Se Tir Derisimleri 100.0 ng/mL

Se (VI) icin katyon degistirici kolonda alikonma stresi yaklagik 165 saniye, Se (IV) igin 200
saniye, Selenomethionine igin 460 saniye ve selenocystine igin 815 saniye olarak
bulunmustur. Herbir selenyum turindn ayri ayri katyon degistirici kolona génderilmesiyle eldc
edilen ICP-MS sinyallerinin tek kromatogram Uzerinden gosterimi ~ Sekil 44" te

gorulebilmektedir.
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Sekil 44. 100 ng/mL Se (V) (Yesil), Se (IV) (Kahverengi), Se (Selenomethionine) (Mavi) ve Se
(Selenocystine) (Sari) igeren standartiann ayri ayri, 91 pL hacimde, pH 1.50° e tamponlanmig 10 mM

piridin hareketli fazi yardimiyla katyon degistirici kolona enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

Sekil 44" te goruldugu gibi, dort selenyum tartde Tablo 21" de belirtilen sartlar altinda alikonma
sureleri arasindaki farktan éturt birbirlerinden ayrilmistir. Her ne kadar inorganik selenyum
turleri arasindaki ayinm iyi gérinmese de Se (IV) taranan verdigi sinyalin Se (VI) tarunun
verdigi sinyalin yaklasik % 75 lik bir kismini etkilemedigi icin bu sartlar altinda pik alanlarindan

hareketle hesaplama yapilabilecegine karar verilmistir. Hareketli fazin asitliginin artmasiyla

———————————————aar. 3. W USSR



inorganik turler arasindaki ayinm artmis olmasina ragmen katyon degistirici kolonun dolgu
maddesinin daha dugiik pH degerlerinde deforme olma ihtimaline karsi hareketli fazin asitligi
daha fazla artinlmamistir.

Karigim igerisinde herbir selenyum standardindan 100.0 ng/mL igeren cozeltinin katyon
degistirici kolona Tablo 21'de belirtilen sartlar altinda enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS
sinyalleri Sekil 45’ te gérulmektedir.
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Sekil 45. 100 ng/mL Se (IV), Se (VI), Se (Selenomethionine) ve Se (Selenocystine) iceren standard
¢ozeltinin 81 pyl hacimde, pH 1.25" e tamponlanmis % 5.0 CH;OH igeren 10 mM piridin hareketli fazi
yardimiyla katyon degistirici kolona enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

Sekil 45’ te goraldagu gibi 900 saniyelik bir zaman zarfinda Se (V1), Se (1V), selenomethionine
ve selenocystine tirleri etkili bir bigimde birbirinden ayrilabilmektedirier. Simdiye kadar farkli
kolonlar ve de herbir kolon igin denenen farkli hareketli fazlar g6z 6niine alindiginda, hem
zaman hem de torlerin ayinmi bakimindan en uygun sartlarin Tablo 21’ de belirtilenler

olduguna karar verilmistir.

9. 3. 5. Katyon Degistirici-HPLC-ICP-MS Sisteminin Analitik Performansi

Katyon degistirici kolon kullanilarak turlerin birbirlerinden ayriimasi saglandiktan sonra her bir
selenyum tuaruntn goézlenebilme sinin (Limit of Detection, LOD) ve tayin simin (Limit of
Quantitation, LOQ) degerleri arastirildi. Bu amagla herbir selenyum tiriinden 2.0, 5.0, 10.0,
20.0, 50.0 ve 100.0 ng/mL lik standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve ayri ayrni Katyon Degistirici-
HPLC-ICP-MS sistemine génderilmistir.
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9. 3. 5. 1. Se (VI) Tiirii igin Analitik Performans
Yukarida belirtilen derisimlerde Se (VI) tirinin sisteme génderiimesiyle elde edilen sinyaller
Sekil 46’ da elde edilen kalibrasyon grafigi de Sekil 47’ de géruimektedir.
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Sekil 46. 2.0 (Yesil), 5.0 (Kahverengi), 10.0 (turuncu), 20.0 (Mavi), 50.0 (Pembe), 100.0 ng/mL
(Eflatun) Se (VI) standardinin Katyon Degistirici-HPLC-ICP-MS sistemine Tablo 21" de belirtilen sartlar
altinda enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.
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Sekil 47. Se (V) igin Katyon Degistirici-HPLC-ICP-MS sisteminde elde edilen kalibrasyon grafigi.

Sekil 47’ te géruldugu gibi 2.0-100.0 ng/mL derigim arah@inda dogrusal bir kalibrasyon grafigi
elde edilmistir. Se (V1) icin LOD ve LOQ hesaplamalarinda, 5.0 ng/mL Se (VI) derisiminin
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ardisik olarak sisteme gonderilmesiyle elde edilen pikierin ICPS degerlerinin standart sapmas
kullanilmigtir. Standart sapma hesaplamalarinda kullanilan ICPS degerlerinin bulunmasinda
zaman ekseninde piklerin bagladigi ve bittigi yerler esas alinmigtir. Standart sapma

hesaplamalarinda kullanilan sinyaller Sekil 48’ de gérulmektedir.

Sekil 48. 5.0 ng/mL derigimde Se (V) icin Katyon Degistirici-HPLC-ICP-MS sisteminde elde edilen

sinyaller.

9. 3. 5. 2. Se (IV) Tiirti igin Analitik Performansi
Tablo 21’ de belirtilen sartlar kullanilarak Se (IV) standartlarindan elde edilen sinyaller Sekil 49

da, kalibrasyon grafigi de Sekil 50" de géralmektedir.

Sekil 49. 2.0 (Yesil), 5.0 (Kahverengi), 10.0 (Turuncu), 20.0 (Mavi), 50.0 (Pembe), 100.0 ng/ml
(Eflatun) derigimlerinde Se (IV) standardinin Katyon Degistirici-HPLC-ICP-MS sistemine Tablo 21’ di
belirtilen sartlar altinda enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.
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Sekil 50. Se (IV) igin Katyon Degigtirici-HPLC-ICP-MS sisteminde elde edilen kalibrasyon grafigi.

Se (VI) tirinden elde edilen kalibrasyon grafigine benzer olarak Se (IV) tarQ igin de dogrusal
bir kalibrasyon grafigi elde edimisti. 5.0 ng/mL derigiminde Se (IV) tGrandn sisteme
enjeksiyonuyla elde sinyaller $ekil 51’ de goriimektedir.

Sekil 51. 5.0 ng/mL derigsimde Se (IV) igin Katyon Degistirici-HPLC-ICP-MS sisteminde elde edilen
sinyaller.

9. 3. 5. 3. Selenomethionine Tiirii igin Analitik Performans

Tablo 21’ de belirtilen sartlar kullanilarak 2.0, 5.0, 10.0, 20.0, 50.0 ve 100.0 Se (Methionine)
standartiarindan elde edilen sinyaller Sekil 52’ de, kalibrasyon grafigi de S$ekil 53’ te
gortimektedir.
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Sekil 52. 2.0 (Yesil), 5.0 (Kahverengi), 10.0 (turuncu), 20.0 (Mavi), 50.0 (Pembe), 100.0 ng/mL
(Eflatun) derigimlerinde Se (Methionine) standardinin Katyon Degistirici-HPLC-ICP-MS sistemine Tablo
21’ de belirtilen sartlar altinda enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.
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Sekil 53. Se (Methionine) i¢cin Katyon Degistirici-HPLC-ICP-MS sisteminde elde edilen kalibrasyon
grafigi.

5.0 ng/mL derisimde Se ( methionine) standardinin sisteme goénderilmesiyle elde edilen
sinyaller Sekil 54 te goérulmektedir.
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Sekil 54. 5.0 ng/mL derisimde Se (Methionine) icin Katyon Degistirici-HPLC-ICP-MS sisteminde elde
edilen sinyaller.

9. 3. 5. 4. Selenocystine Tiriiniin Analitik Performansi

Tablo 21’ de belirtilen sartlar altinda selenocystine kimyasalinda hazirlanan farkli derigimlerde
selenyum standartlarinin CE-HPLC-ICP-MS sistemine enjeksiyonuyla elde edilen sinyaller
Sekil 55’ te, elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 56’ da goértimektedir.
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Sekil 55. 2.0 (Yesil), 5.0 (Kahverengi), 10.0 (turuncu), 20.0 (Mavi), 50.0 (Pembe), 100.0 ng/mL
(Eflatun) derigimlerinde Se (Cystine) standardinin Katyon Degistirici-HPLC-ICP-MS sistemine Tablo 27’
de belirtilen sartlar altinda enjeksiyonuyla elde edilen ICP-MS sinyalleri.

70 0




20000000
y =176881x + 97316

2 =0,9997

18000000
16000000
14000000
12000000
10000000

ICPS

8000000
6000000
4000000
2000000

0

0 20 40 60 80 100 120

Se (Cystine), ng/mi

Sekil 56. Se (Cystine) i¢in Katyon Degistirici-HPLC-ICP-MS sisteminde elde edilen kalibrasyon grafigi.

Sekil 48, 51 ve 54’ te yer alan sinyallerin standart sapma degerleri hesaplanarak asagida

belirtilen formiil yardimiyla, herbir selenyum tirti igin LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir.

LOD= 3xStandard sapma (5.0 ngmi™ Se igin) / egim
LOQ= 10xStandard sapma (5.0 ngml'1 Se icin)/ egim

4 selenyum tiiril icin hesaplanan LOD ve LOQ degerleri Tablo 22’ de goriulmektedir.

Tablo 22. Se (1V), Se (VI), Se (Methionine) ve Se (Cystine) tarlerininin LOD ve LOQ degerleri.
| ' S Se(lV) Se(Vl) Se Se (Cystine)
(Methionine)

Gozlenebilme sinin (LOD), ng/mL 0.35 0.38 0.41 0.44

Tayin sinirt (LOQ), ng/mL 1.16 1.28 1.36 1.47

Tablo 22’ de géruldugi gibi, 4 selenyum turd igin bulunan LOD ve LOQ degerleri birbirlerine
cok yakindir.
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10. Yumurta ve SRM numunelerinde Selenyum Tiirlendirmesi

Daha oOnceki ara raporlarda beliritilmis oldugu gibi, teminindeki gug¢lik nedeniyle selenyum
iceren yemlerle beslenen tavuk drnegdinde galismak mamkin olmamistir. Buna ek olarak kst
butcenin 6nemli bir b&limu proje disi kaynaklarla temin edilen ICP-MS cihazinin sarf giderleri
icin harcanmistir; bu ylzden gereken tavuk lretme birimi igin kaynak bulunamamistir. Bununla
birlikte, projenin asil hedefi olan HPLC-ICP-MS analitik sistemiyle dogal 6rneklerde selenyum
turlerinin ayiriimasi ve tayini basariyla sonuglandiriimistir. Tavuk eti érnekleri yerine piyasada
rahatlikla bulunan ve bltgeye ylk getirmeden temin edilebilen selenyum icerikli yumurta
orneklerinde yukarida adi gegen analizleri basariyla uygulamak mimkin olmustur. By
bakimdan proje hedeflerine ulasiimistir.

Yukarida belirtilen sartlar altinda birbirinden ayrilan selenyum tarlerinin derisimlerini bulmak
amaciyla, selenyumca zengin oldugu dustinilen yumurta érnegdi marketten alinmistir. Yumurta
ornegi Bolium 3'de belirtildigi sekilde sogukta kurutularak toz haline getirilmistir. Daha 6nce
optimize edilen sartlar altinda yaklasik 200.0 mg toz haline getirilmis yumurta 6rnegi 4 saatlik
zaman diliminde 10.0 mL Tris-HCI (pH 7.2) ortaminda ¢alkalayici Uzerinde yaklasik 25.0 mg
Protease XIV enzimi ile muamele ettirilmistir. 4 saat sonunda ekstrakte edilen numuneler 4500
RPM de 15 dakika boyunca santrifiij edilip Millipore Stirred Ultrafiltration Cell diizeneginde 10
KDa ultrafiltrasyon membrani (Filter Code: YM10 Dia: 63.5 mm) kullanilarak filtre edilmistir.
CE-HPLC-ICP-MS sisteminde standart gozeltiler kullanilarak elde edilen kalibrasyon grafigi
yardimiyla, yumurtada bulunan selenyum tirlerinin miktarlar hesaplanmistir. Sekil 57° ge

herbir selenyum turinden 5.0 ng/mL igeren standart g¢ozeltinin (Kahverengi) ve yumurta

ekstraktinden elde edilen ¢dzeltinin kromatogramlari gériilmektedir.
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Sekil 57. 5.0 ng/mL (Kahverengi) derigimlerinde Se (IV), Se (VI), Se (Methionine) ve Se (Cystine)

iceren standart ¢6zeltinin ve yumurta ekstraktinden elde edilen ¢ézeltinin ( Turuncu) Katyon Degistirici-
HPLC-ICP-MS sistemine Tablo 21’ de belirtilen sartlar altinda enjeksiyonuyla eide edilen ICP-MS

sinyalleri.

Sekil 57’ de goéruldagu gibi yumurtadan elde edilen ekstraksiyon ¢ézeltisinde selenomethionine
derisimi diger turlere gore daha yUksekir.
Yumurta numunesine uygulanan ekstraksiyon islemi, elimizde bulunan 1566b Oyster Tissue

SRM 6rnegine de uygulanmis ve Sekil 58’ de gosterilen kromatogram elde edilmigtir.

Sekil 58. 5.0 ng/mL (Kahverengi) derigimlerinde Se (IV), Se (VI), Se (Methionine) ve Se (Cystine)
iceren standart ¢ozeltinin ve 1566b Oyster Tissue ekstraktinden elde edilen ¢ozeltinin (Yesil) Katyon
Degistirici-HPLC-ICP-MS sistemine Tablo 21’ de belirtilen sartlar altinda enjeksiyonuyla elde edilen
ICP-MS sinyalleri.

Sekil 58' de goruldugu gibi 1566b Oyster Tissue numunesindede selenomethionine derigimi
belirgin bir sekilde diger turlere gbre yuksek bulunmustur. Yaklasik 350 saniye alikonma

suresine sahip olan ve elimizde standardi mevcut olmayan bir selenyum sinyali de
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gozlenmistir. Katyon degistirici kolonun uzun sureli kullanimiyla beraber inorganik selenyum

turleri arasindaki ayirmin gittikge azaldigi ve bu kolon yardimiyla bu tarlerin etkili bir bigcimde

ayrilamayacagina ve kantitatif tayin yapilamayacagina karar verilmistir. Sekil 57 ve 58’ deki
kromatogramlardada géruldigu gibi inorganik selenyum turlerinin pik siddetleri dusiktir. Se
(Methionine) ve Se (Cystine) turlerininin yumurta ve 1566b Oyster Tissue SRM numunelerinde
bulunan miktarlari Tablo 23’ de gérulmektedir.

Tablo 23. Se (Methionine) ve Se (Cystine) turlerininin yumurta ve 1566b Oyster Tissue SRM

numunelerinde tespit edilen miktariart..

- Ornek Se (Methionine), ng/g Se (Cystine) ng/g
(Kuru 6rnekte) (Kuru érnekte)

Yumurta 271.3 <216

1566b Oyster Tissue 166.2 <202
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Selenyum eser elementinin insan beslenmesindeki dnemi uzun siredir bilinmektedir.
Dusik derisimlerde selenyum igeren besinlerle vicut icin gerekli selenyum duzeyinin
(200 pg/giun) saglanmasi mumkin degdildir. insanlanin tikettigi besinler icinde selenyum
acisindan en zengin olanlart et, yumurta, bahk ve tahillardir. Selenyumca
zenginlestirilmis besinlerdeki selenyum derigimlerinin tayini hem beslenme agisindan
hem de insan saghdi agisindan blyuk 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada Turkiye'de ve
diger tlkelerde bolca tiketilen selenyumca zenginlestiriimis yumurta érneginde selenyum
tirlendirmesi yapmak igin bir analitik yontem gelistirilmistir. Enzimatik ekstraksiyon
yardimiyla selenyum tarleri numuneden yapisi bozulmadan ekstrakte edildikten sonra,
HPLC yardimiyla birbirinden ayrilip ICP-MS kullanilarak tayin edilmiglerdir. Gelistirilen
yontemle, en sik gérulen Se(lV), Se(Vl), selenomethionine ve selenocystine tarlerini
ayirip tayin etmek midmkin olmustur.

Anahtar Kelimeler:

Selenyum, yumurta, tlrlendirme, enzimatik ekstraksiyon, HPLC-ICP-MS.
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