TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

1946

BAZI PESTISITLERIN SIVI KROMATOGRAFISI
YONTEMI ILE ES ZAMANLI ANALIZI

Weldejeworgis Hndeya GEBREHIWOT
DIiSIiPLINLERARASI ADLI BILIMLER ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN

Prof. Dr. Bengi USLU

ANKARA

2019



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

BAZI PESTISITLERIN SIVI KROMATOGRAFISI
YONTEMI ILE ES ZAMANLI ANALIZI

Weldejeworgis Hndeya GEBREHIWOT

DIiSiPLINLERARASI ADLI BILIMLER ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN

Prof. Dr. Bengi USLU

ANKARA

2019



ETiK BEYAN

Ankara Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisti Miidiirliigii’ne,

Yiiksek lisans tezi olarak hazirlaylp sundugum “Bazi pestisitlerin sivi kromatografisi
yonetmi ile es zamanli analizi” baslikli tez; bilimsel ahlak ve degerlere uygun olarak
tarafimdan yazilmigtir. Tezimin fikri tiimiiyle tez danigmanim ve bana aittir. Tezde yer alan

deneysel ¢aligma/arastirma tarafimdan yapilmis olup, tiim ciimleler, yorumlar bana aittir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

Ogrencinin Adi1 Soyadi: Weldejeworgis Hndeya GEBREHIWOT
Tarih:

Imza:



Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Disiplinlerarast Adli Bilimler Anabilim Dali
Adli Kimya ve Adli Toksikoloji Tezli Yiiksek Lisans Programinda

Weldejeworgis Hndeya GEBREHIWOT tarafindan hazirlanan
“Bazi Pestisitlerin Sivi Kromatografisi Yoniemi lle Es Zamanli Analizi..” adli tez ¢aligmasi -
agagidaki jiiri tarafindan YUKSEK LiSANS TEZI olarak
OY BIRLIGI ile kabul edilmistir.

24.06.2019

Ankara U. Eczatilik Fakiiltesi
Jiiri Bagkam

: 1111
Hacettepe U. Eczacilik Fakifitesi

Danisman Uye

Tez hakkinda alinan jiiri karari, Ankara Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisti Ydnetim
Kurulu tarafindan onaylanmistir.

Prof.Dr. Mehmet AKAN
Saghk Bilimleri Enstitiisit Midart

il



ICINDEKILER

Etik Beyan

Kabul ve Onay
Icindekiler

Onsoz

Simgeler ve Kisaltmalar
Sekiller

Cizelgeler

1. GIRIS

1.1. Pestisitlerin Tanimi

1.2. Pestisitlerin Tarihgesi

1.3. Pestisitlerin fiziko-kimyasal 6zellikleri

1.4. Pestisitlerin Siniflandirilmasi

1.4.1. Etkiledikleri canl tiirlerine ve kullanim alanlarina gore siniflandirma
1.4.2. Etki sekillerine gore pestisitlerin siniflandirilmast

1.4.3. Kimyasal yapilarina gore pestisitlerin siniflandirmasi

1.4.3.1 Organofosfatlar

1.4.3.2. Karbomatlar

1.4.3.3. Organoklorinler

1.4.3.4 Piretrum; sentetik pretiroitler

1.5.Pestisitlerin Cevreye Etkisi

1.6. Tez Kapsaminda Kullanilan Pestisit Etken Maddelerine Ait Bilgiler
1.6.1. Buprofezin

1.6.2. Klorotalonil

1.6.3. Dinobuton

1.7. Literatiir incelemesi

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Tez Kapsaminda Kullanilan Pestisitler
2.1.2. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

2.1.3. Kullanilan Sabit Fazlar

2.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2.1.5. Standart Madde Cozeltilerinin Hazirlanigt
2.1.6. Geri Kazanim Calismalari i¢in Cozeltilerin Hazirlanig
2.1.6.1. Idrar Numunelerin Hazirlanmasi

2.1.6.2. Toprak Numunelerin Hazirlanmasi
2.1.6.3. Domates Numunelerin Hazirlanmasi
2.1.6.4. Su Numunelerin Hazirlanmasi

2.1.6.5. Ilag Numunelerin Hazirlanmas1

2.1.6.6. Hareketli Faz Cozeltilerinin Hazirlanisi
2.2. Yontem

2.2.1. Kromatografi ve Kromatografinin Tarihgesi

vii

Xiii

oo NNNOoOon PR



2.2.2. Kromatografi tekniklerinin siiflandirilmasi

2.2.2.1. Adsorpsiyon Kromatografisi

2.2.2.2. Dagilma Kromatografisi

2.2.2.3. Ters Faz Stvi Kromatografisi

2.2.2.4. Normal Faz S1vi Kromatografisi

2.2.3. Yiiksek Basarimli S1vi Kromatografisi (YBSK)

2.2.3.1. Hareketli Faz Hazneleri ve Coziicii Muamele Sistemleri
2.2.3.2. Pompalama Sistemleri

2.2.3.3. Numune Enjeksiyon Sistemleri

2.2.3.4. Siv1 Kromatografi Kolonlar1

2.2.3.4.1. Analitik Kolonlar

2.2.3.4.2. Kolon Dolgu Maddelerinin Tipleri

2.2.3.5. Dedektorler

2.2.3.5.1. Foto Diyot Dizi Dedektor (FDD)

2.2.4. Kromatografide Temel Parametreler ve Sistem Uygunluk Testleri (SUT)
2.2.4.1. Kromatografik Analizlerde Yontem Gegerlik Testleri
2.2.4.2. Validasyonun Genel Islemleri

2.2.4.2.1. Segicilik

2.2.4.2.2. Dogrusallik ve Aralik

2.2.4.2.3. Teshis Siur1 (TS, LOD) ve Tayin Alt Sinir1 (TAS, LOQ)
2.2.4.2.4. Kesinlik

2.2.4.2.5. Dogruluk (Geri Kazanim)

2.2.4.2.6. Saglamlik

2.2.4.2.7. Tutarhilik

2.2.4.2.8. Stabilite

3.BULGULAR

3.1.BUP, DIN ve KLO Pestisitleri I¢in Gelistrilen YBSK-FDD Y éntemine Ait
Analiz Bulgular

3.1.1.Yonteminin Optimizasyon

3.1.1.1.Mobil Fazda Organik Coziicii ve Tampon Cozeltinin Yiizdelerin Belirlenmesi
3.1.1.2.Tampon Cozelti Molaritesinin Belirlenmesi

3.1.1.3.Uygun Kolon (Sabit Fazin) Se¢imi

3.1.1.4. Farkl1 Tampon Cdzeltilerin Analizleri

3.1.1.5. Kolon Sicakliginin Belirlenmesi

3.1.1.6.Akis Hiz1 Optimizasyonu

3.1.1.7.Tampon Cozeltinin pH’sin1 Belirleme Caligsmalari

3.1.2. Sistem Uygunluk Testlerinin Sonuglari

3.1.3. Kalibrasyon Caligsmalarina Ait Sonuglar

3.1.4. Hizlandirilmis Bozundurma Calismalarina Ait Sonuglar

3.1.4.1. Geri Kazanim Calismalarina Ait Sonuglar

4.TARTISMA
5.SONUC VE ONERILER
OZET

SUMMARY
KAYNAKLAR
OZGECMIS

24
25
26
27
27
28
29
30
31
31
31
32
33
34
35
38
39
40
41
42
43
44
46
46
46

48

48
48
48
52
55
57
58
60
63
66
66
70
80

88
93
94
95
96
102



ONSOZ

Tez c¢alismalarim kapsaminda Pestisit olarak kullanilan Klorotalonil,
Dinobuton ve Buprofezin etken maddelerinin YBSK yontemiyle analizi ve
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Klorotalonil, Dinobuton ve Buprofezin’in es
zamanli analizi i¢in en uygun hareketli faz bilesimi belirlenmis, farkli kolonlar, kolon
sicakliklari, akis hizi, pH ve tampon ¢ozelti tiirleri denenerek yontem igin en uygun
sartlar secilmis ve yeni, basit, hizli, duyarl, se¢ici bir analiz yontemi gelistirilmistir.
Gelistirilen yontem igin yontem gecerlilik testleri ve validasyon calismalar1 da
yapilmig, bu maddelerin idrar, toprak, domates, su ve ila¢ 6rneklerinde es zamanl

analizi i¢in uygun oldugu goriilmiistiir.

Yiiksek lisans egitimime basladigimdan beri her daim yanimda olan, sabr1 ve
ilgisini hi¢ eksik etmeyen, bilgi ve tecriibeleri ile bana yol gosteren, degerli danigsman

hocam Prof. Dr. Bengi USLU’ ya sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Degerli bilgi ve deneyimleri ile bana yardimci olan, manevi destegini hig

esirgemeyen sayin hocam Prof. Dr.Sinan SUZEN e ¢ok tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans ¢aligmalarim siiresince bilgi ve tecriibeleri ile bana hep yardimci
olan, her kosulda degerli zamanin1 bana ayiran, bir abi gibi manevi destegini hig
eksik etmeyen Uzm. Kim. Mith. Cem ERKMEN’e ve desteklerini hi¢ eksik etmeyen
Dr. Seving KURBANOGLU’ya ¢ok tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans 0grenimim siiresince sagladiklar1 katkilardan dolayr Analitik

Kimya Anabilim Dali’nin 6gretim iiyelerine tesekkiirlerimi sunarim.

Tim hayatim boyunca sevgilerini hep hissettigim, her kararimda bana destek
ve yardimci olan, bana her zaman inanan ve glivenen esim Abeba Araya GEBRU’ya

hep yanimda oldugu icin ¢ok tesekkiir ederim.
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1. GIiRiS

1.1. Pestisitlerin Tanim

"Pestisit" kelimesi ¢ok biiyiilk ve cesitli kimyasallar veya {irlinleri grubunu
tanimlar. “Pest” kelimesinin evrensel bir biyolojik anlami yoktur. “Pest” terimi,
iirlinlere, insanlara ve hayvanlara (bocekler, sicanlar, istenmeyen bitkiler, bakteriler
ve viriisler gibi ¢esitli mikroorganizmalar) zarar veren organizmalari belirtir. Ayrica,
insanlar ile gida ve diger temel ihtiyaglar i¢cin basarili bir sekilde rekabet eden
canlilar olarak da ifade edilebilir. Pestisitler, zararli boceklerin ve bitkilerin etkilerini
onlemek, ortadan kaldirmak veya azaltmak i¢in kullanilan maddeler olarak
tanimlanir ve genellikle, potansiyel ¢evresel etkileri yerine tarimsal etkinlikleri veya

maliyetlerine gore secilirler ( Uslu ve ark., 2010).

Amerika Cevre Koruma Dairesi (U.S. Environmental Protection Agency,
EPA)’nin tanimina gore; tarim iriinlerine zarar vererek tarimsal iiretimi olumsuz
yonde etkileyen kemiriciler, hasereler, yabani otlar ve mantarlar gibi zararlilara karsi
kullanilan fiziksel, kimyasal veya biyolojik ajanlarin (viris, bakteri, anti-mikrobiyal

madde veya dezenfektan gibi) timiine pestisit denir (Klaassen, 2001;Atabey, 2016).

Gilindiiz (1994)’lin  tanimina gore; pest kelimesi dogal =zararlilar ig¢in
kullanilirken, pestlerle miicadele etmek i¢in kullanilan maddelere de pestisit
denilmektedir. Ayrica, tarim Uriinlerinin veya hayvansal gidalarin, liretim islemleri,
hasat, depolama veya tasima islemleri sirasinda iirlinlere zarar verebilen herhangi bir
zararliy1 kontrol etmek ya da bu zararlilarin zararlarin1 6nlemek amaciyla uygulanan
madde veya maddelerin karigimi da pestisitler olarak adlandirilmaktadir (Dokmeci,

1988; Toptanci, 2013).

Pestisitler sorun yaratan bdcekleri, hayvanlari, mikroorganizmalari, yabanci
otlar1 ve diger zararhilar1 oldiiren ya da davraniglarini degistiren, biyolojik olarak
aktif kimyasallardir. Bitki koruma ilac1 Diinya Saglik Teskilati (WHO) ile Birlesmis

Milletler Gida ve Tarim Teskilat1 (FAO) tarafindan, istenmeyen zararli veya canlilar



kontrol etmek veya bu zararlilarin etkisni dnlemek ic¢in kullanilan madde veya

maddelerin karigimi olarak tanimlamaktadir (Sisli, 1994; Toptanci, 2013).

Son birkag yilda kiiresel tarimsal iiretimdeki artigin biiyiik kismi, yiiksek girdili
tarim sistemlerinin benimsenmesiyle ortaya cikmistir. Pestisitler, yiiksek girdili
cift¢iligin en 6nemli bilesenlerinden biridir. Simdi insanlar, pestisitlerin mahsullere
ne kadar zarar verdigini, mahsullerde hasara neden oldugunu ve hastaliklar1 hem
insanlara hem de evcil hayvanlara bulagma ihtimalini arttirdigin1 fark etmistir.
Pestisitler’in uygulamalar1 tiim diinyada mahsul iiretiminin neredeyse iigte birini
giivence altina almistir. Pestisitler, giderek artan bir insan niifusunun taleplerini

giivence altina almak i¢in gida {iretiminin gelismesine yol agmigtir (Samsidar ve

Shaarani, 2018).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii kaynaklarina gére, yaklasik 800
milyon insan kitlik altindadir. Her giin yaklasik 250,000 bebek dogmakta ve bu
deger, diinya niifusunun yaklasik 80-100 milyona yiikseldigi anlamina gelir. 2000
yilinda, diinya niifusu 6 milyar iken ve 2020 yilina kadar 8,5 milyar seviyeye
ulagsmasi beklenmektedir. Bu durumda kithig1 azaltmak i¢in diinya niifusu, farkli
organik ve mineral giibreler ve pestisitleri kullanarak farkli g¢esitlerin tarimsal
verimlerinin arttirilmasi i¢in ¢aligmasi gerekmektedir. Giinlimiizde, zararl bocekleri
kontrol altina almak ve tarimsal iiretimi artirmak i¢in kullanilan kimyasal madde
sayisi, Ozellikle pestisitler artmaktadir. Ancak, bunun disinda, ¢evredeki pestisit
kalintilar1 nedeniyle, canli sistemler farkli hastaliklara maruz kalmaktadir ve bu
durum halk saghgmma ve genel olarak c¢evreye olan etkilerinin tahmin,
karakterizasyonu ve degerlendirilmesi sorununa yol agmaktadir (Brancato ve ark.,

2018; FAO, 2017).

Pestisitlerin ve metabolitlerinin siirekli izlenmesi ¢ok onemlidir. Pestistler igin
maksimum kalint1 limit (MRL) degerleri, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
ve Diinya Saglik Orgiitleri tarafindan belirlenmistir. Bugiin’e kadar metabolitlerinin
kalint1 tanimina dahil edilmedigi bir grup pestisit bulunmaktadir ve bu tiir pestisitlere
iyi  bir Ornek glifosat ve onun metabolitleridir. MRL degerlerine gore
ayarlanan yiyecek  veya yemlerdeki veya igindeki  pestisit kalintis1  igin

konsantrasyonun iist yasal seviyesi anlamia gelir. 396/2005, iyi tarim uygulamalari



ve hassas tiiketicileri korumak i¢in gerekli olan en diisiik tiikketiciye maruz kalma
oranina dayanmaktadir. Son yillarda, bazi MRL degerleri, halk sagliginin
korunmasimna  yonelik  talebin  artmast  igin  ppm'den  sub-  ppm'ye
distrilmiistir (Chang ve ark., 2016; Lopez ve ark., 2019). Mahsuller pestisit ile
muamele edildiginde hasat veya depolamadan sonra mahsuliin i¢inde veya tlizerinde
cok kiigiik miktarlar kalabilir. Genel olarak, mahsullerin seviyeleri ¢ok diisiiktiir veya
birgok durumda, sofistike analitik metodoloji ile bile tespit edilememektedir. Gida
maddelerinde bulunan herhangi bir pestisit kalintisin1 belirlemek i¢in, ¢ok kiigiik bir
pestisit miktarmin dahi dogru bir sekilde Olgebilen analitik yontemler
gereklidir (Chang ve ark., 2016).

Pestisit maruziyetinin degerlendirilmesinde kullanilan ana teknikler, maruziyet
tarihi, uzmanlarin degerlendirilmesi ve biyolojik ve g¢evresel izlemedir. Kalinti
tayininde kullanilan yontemler biyolojik, spektrofotometrik, kromatografik,
elektrokimyasal ve radyokimyasal olmak {izere bes gruba ayrilabilir. Radyokimyasal
yontemler son derece sinirlidir. Yiiksek secicilik ve duyarlilik nedeniyle, YBSK ve
GK yontemleri, pestisitleri saptama i¢in en c¢ok kullanilan ydntemlerdir, ancak
pestisit analizinde kullanilan YBSK teknigine gore, gaz kromatografisi, yiiksek
sicaklik kullandigindan yaygin olarak kullanilir ve pestisitler gibi organik bilesiklerin
kalitatif ve kantitatif analizi etmek i¢in kullanilir. Pestisitlerin tarimdaki etkinlikleri
1yl bilinmektedir, diisiik maliyetlerinin sik¢a kullanilmasina katkida bulundugu ve
YBSK'nin farkli numunelerdeki kalintilarimin  analizi  i¢in  yaygin oldugu

bilinmektedir (Boulanouar ve ark., 2018; Lopez ve ark., 2019).

1.2. Pestisitlerin Tarihcesi

Pestisitlerin kullanimlar1 ¢ok eski tarihlere kadar dayanmaktadir. Esek arilari,
bit ve pirelere karsi insektisitlerin kullanimina dair bulgular M.O. 1500’lere ait bir
papiriis lizerinde bulunmustur. Farkli zararlilarla miicadele i¢in inorganik pestisitlerin
kullanilmast ise 19. Yiizyil’a dayanmaktadir. 1940’lardan sonra ise pestisit {iretimine

organik kimya alanindaki gelismeler fayda saglamistir. Bu sayede DDT ve bilinen



bazi insektisit ve herbisitler kesfedilmistir. Pestisitlerin arasinda en ¢ok kullanilanlar1

herbisitler, insektisitler, fungisitler ve yaglardir (Akdogan, 2008; Toptanct, 2013).

1.3. Pestisitlerin fiziko-kimyasal ézellikleri

Aday bilesiklerin fizikokimyasal 06zellikleri yeni pestisitlerin tasariminda
onemli roller oynamaktadir. Pestisitler zararlilar tarafindan absorbe edilmeli, hedef
bolgeye tasinmali ve daha sonra proteinlerle etkilesime girmelidir. Cevresel agidan
onemli olan yar1 ugucu organik bilesiklerin cogu, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden
Otlirli uzun mesafeli atmosferik taginima maruz kalir. Buhar basinci, ¢oziiniirliikleri
ve dolayli olarak Henry’nin hukuk sabitleri, bu bilesiklerin tasinmasi sirasinda
kaderlerini tanimlayan en 6nemli parametrelerdir. Henry yasasi sabiti, pestisitlerin
dogal ortamda hava-su degisiminin tahmini i¢in dolayli bir yolunu gostermektedir

(Akamatsu, 2011).

Pestisitler farkli ortamlarda farkli davraniglar gosterebilirler ve bozunmalari g

sekilde olabilir;

»  Biyolojik Bozunma: Mikroorganizmalar Tarafindan dagilimlar

»  Kimyasal Bozunma: Hidroliz ettik redoks gibi kimyasal reaksiyonlar Sonucu
dagilimlar

»  Fotokimyasal Bozunma: UV veya Goriiniir Alanda dagilimlart

Bazi pestisitler bozunmaya karsi direnglidir ve ¢evrede uzun siire varligini
stirdiirebilir.

Pestisit, ne kadar hareketli ve kalict bir molekiil ise, sizdirma ve sizdirma
potansiyeli ne kadar yiiksekse, sonu¢ olarak ylizey, yeralt1 suyu ve yeralti suyunu
kirletme potansiyeli o kadar artar. Bu tip bir molekiiliin, biyolojik olarak birikmesi ve
yavasca bozunmasi halinde, molekiil ¢evresel olarak daha agresif hale gelir. Zirai
kimyasallarin uygun bir sekilde kullanilmasinin sadece molekiiler 6zelliklerinin
anlasilmasina degil, ayn1 zamanda giivenli uygulamalarina da bagl olduguna dikkat
edilmelidir. Bu kavramlar, bu irilinlerin kirsal alanlarda basarili bir sekilde

tanitilmasi ve siirdiirtilebilir kullanimi i¢in ¢ok 6nemlidir (Interagdes ve ark., 2016).



1.4. Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Pestisitler; farkli 6zelliklerine gore ¢esitli siniflandirmalara tabi tutulurlar.
1.4.1. Etkiledikleri canli tiirlerine ve kullanim alanlarina gore siniflandirma

Insektisitler: Bu gruptaki pestisitler boceklere karsi kullanilirlar. Ovisid ve
larvisidleri igerenler bdceklerin yumurta ve larvalarmmin zararli etkilerine karsi
kullanilirlar. Bu pestisitler tip, ziraat, ev i¢i ve endiistri alanlarinda genel olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, bu pestisitlerin 20. yiizyilda tarimsal verimlilikteki artisin

en 6nemli faktorlerden biri olduguna inanilmaktadir.

Fungusitler: Mantar veya mantar sporlarimin kontrol altina alinmasi veya
oldiriilmesi icin kullanilan kimyasal maddelere verilen genel isimdir. Mantarlar
mahsullerin verimini ciddi miktarda etkiledikleri icin tarimda verim kaybini
engellemek nedeniyle sik¢a kullanilirlar. Ayrica hayvancilik alaninda mantara bagh

enfekiyonlarin 6nlenmesi veya tedavi edilmesi amaciyla da kullanilirlar.

Herbisitler: Bu pestisitler yabanci otlarla miicadele i¢in kullanilan ziraai ilagtir.
Yabanci otlarin normal gelisimini 6nlemek veya 6ldiirmek icin kullanilan kimyasal

maddelerin timiine herbisit denir.

Akarisitler: Akarisit, adindan da anlagilacag:i gibi akarlar1 kontrol etmek icin
kullanilan kimyasal ilaglara verilen genel bir isimdir. Tarim alaninda daha ¢ok
kullanilmalarina ragmen evlerdeki hali veya koltuk gibi yerlerde, akarlar1 ve
yumurtalarini 6ldiirmek i¢in de kullanilirlar. Zirai ilag piyasasinda farkli etken

maddeleri igceren ve farkli ticari isimlerle satilmakta olan akarisitler bulunmaktadir

(YYadav ve Devi, 2017).
Bakterisitler: Bakterilerin 6ldiirtilmesinde kullanilan zirai ilaglardir.

Molluskisitler: Bu pestisitler salyangoz veya siimiikli bdcekler gibi
yumusakcalarla miicadele i¢in kullanilirlar. Metaldehit aktif maddesini igerirler.

Ayrica, sicakkanlilara karsi zehirli etkileri diisiiktiir.



Rodentisitler: Kemirgenler ile miicadele etmek igin kullanilan kimyasal
maddelerdir. Ev, depo veya ambarlarda daha ¢ok kullanilirlar. Bu gruptaki pestisitler
talyum siilfat, sitrikinin, ¢inko fosfat ve pindon gibi ¢esitli maddelerle karistirildiktan
sonra yem haline getirilerek kullanilir. Ayrica metilbromiir ve karbon tetrakloriir gibi
bazi maddeler de gaz hallerinde rodentisit olarak kullanilmaktadir. Dogrudan

kullanilan antikoagulant 6zellikleri bulunan rodentisitler de bulunmaktadir.

Nematisitler: Nematisit etkili pestisitlerin bir¢ogu fungisit ve insektisit etkiye
de sahiptir. Nematisitler birer toprak fumigantlaridirlar Fitotoksik etkileri nedeniyle
ancak bitkiler yokken uygulanabilirler. Metam-sodyum, dazomet, dikloropropen ve
etoprofoz iyi bilinen ve nematisit 6zellikleri olan kimyasal maddelerdir (Yadav ve
Devi, 2017; Tiryaki ve ark., 2010).

Cizelge 1.1. Kullanildiklar1 zararhlara gore pestisitler siniflandirilmasi (Tiryaki ve ark., 2010)

Insektisitler Bocekler
Fungusitler Funguslar
Herbisitler Yabanci otlar
Akarasitler Akarlar
Bakterisitler Bakteriler
Molluskisitler Yumusakcalar
Rodentisitler Kemirgenler
Nematisitler Nematodlar
Il Herbisitler
[ ] Fungusitler
I insektisitler
[ |Diger

19%

29%

5%

47%

Sekil 1.1. Zararlilara kars1 miicadelede kullanilan pestisitlerin kullanilma yiizdeleri (Sciences & Bo,
2018).



1.4.2. Etki sekillerine gore pestisitlerin siniflandirilmasi

Pestisitler etki mekanizmalarina gore asagidaki gibi

(Waksmundzka ve ark., 2010; Atabey, 2016).

YV V V V V V VYV V V V VYV V V VY

Asetilkolinesteraz (kolinesteraz) inhibitdrleri

Kitin sentezi inhibitorleri

Ekdizon agonisti

GABA bloklayici (amino biitirik asit inhibitorii)
Jiivenil hormon analogu (bocek biiylime regiilatorleri)
Antikoagiilant

Glutamin sentetaz inhibitorii

Steroit demetilasyon (ergosterol biyosentezi) inhibitorii
Protoporfirinojen oksidaz inhibitorii

RNA-polimeraz inhibitorii

Tiyol reaktanti

Protein sentezi inhibitorii

Fotosentetik elektron tasima inhibitorii

Mitokondriyal solunum inhibitorii

1.4.3. Kimyasal yapilarina gore pestisitlerin siniflandirmasi

1.4.3.1. Organofosfatlar

siniflandirilabilir

Organofosfatlar organik fosforlu (OP) bilesikler igin kullanilan bir terimdir. Bu

pestisitlerim c¢ogu insektisit olarak kullanilmaktadir. Az bir kismi ise nematosit,

fungusit ve bitki diizenleyici olarak kullanilmaktadir. Yapilarindaki fosfor atomuna

cifte bag ile baglanmis oksijen varsa ‘fosfatlar’, siilfiir var ise ‘tiyofosfat’ diye

adlandirilirlar. Klorpirifos, diazinon ve malation en ¢ok bilinen OP’lerdir (S.V.

Kumar ve ark., 2010; Waksmundzka ve ark., 2010).



1.4.3.2. Karbomatlar

Insektisit veya nematosit olarak kullanilan karbamat esterlerinin R ve R 1
’lerinde alkil veya aril gruplart bulunmaktadir. R ve Ri ’lerinde aromatik veya
alifatik grup tasiyan karbamat grubu pestisitler herbisit ve silirglin inhibitorii olarak
kullanilir. En ¢ok bilinen karbamatlar Aldikarb, karbaril ve karbofuran’dir (Smith,
1987; Waksmundzka ve ark., 2010).

1.4.3.3. Organoklorinler

Organoklorinler en eski sentetik insektisit grubudur. Klorlu etan tiirevleri,
klorlu siklohekzan, klorlu siklodienler ve klorlu benzen bilesikleri organik klorlu
(klorlu hidrokarbon) pestisitler grubunda yer alirlar. Kimyasal stabiliteleri ve yagda
coziinlirliikleri yiiksektir. Ucuculuklar1 az, biyotransformasyon ve yikilmalari
yavastir. Bu ylizden zararlilara kars1 oldukca etkili insektisitlerdir ve yar1 dmiirleri 3
— 5 wyil arasinda degismektedir. En ¢ok bilinen organoklorinler DDT
(Diklorodifeniltrikloretan), heptaklor, klordan ve toksafenindir. Unlii Biyolog Rachel
Carson “Silent Spring” adli kitabinda DDT’nin zararlarindan bahsettikten sonra,
Amerika basta olmak iizere bir¢ok farkli ilkede DDT kullanim1 yasaklanmistir. 1985
yilinda ise DDT, klordan ve heptaklor’un kullanimi Tiirkiye’de yasaklanmistir
(Waksmundzka ve ark., 2010 ; Atabey, 2016).

1.4.3.4. Piretrum; sentetik pretiroitler

Pretrin’ler krizantem ¢iceginden elde edilen dogal insektisitlerdir. Su ve 15181
varliginda kolaylikla pargalandiklari i¢in disarida kullanimlari sinirhidir. Isikta ¢abuk
bozunduklarindan dolay1, 1s18a dayamikli sentetik tiirevleri olan piretroidler
tiretilmistir. Sentetik piretroidler yapica piretrinlere benzemektedirler. Piretrin
yapilarina brom, klor ve siyaniir gruplar1 baglanarak 1980 yilindan itibaren ticari

kullanimda olan bilesiklerdir. Piretroidlerin kullanim1 memeliler i¢in giivenli olmakla



birlikte boceklerde son derece toksiklerdir. Cevrede birikmemeleri ve c¢abuk
par¢alanmamalari nedeniyle giivenilir ve sik¢a kullanilan insektisitlerdir. Ev
bocekleri, tarim alanlarindaki zararlilar ve sivrisineklerle miicadelede koruyucu
olarak kullanilirlar. Ayrica insanlarda uyuz belirtilerinin tedavisinde de kullanilirlar.
Piretrinler boceklerin sinir sistemlerine kolayca girer ve ugmalarin1 engelleyerek etki
gosteren temas zehirleridir. Bazi boceklerin sahip olduklar1 enzimlerce hizli
detoksifiye edilebilirler. Letal dozu saglamak ve enzimlerin etkisini geciktirmek i¢in
formiilasyonlarima OP’lar, karbamatlar gibi maddeler eklenmektedir. Piretrinlerin
sudaki ¢oziintirliikleri dugiiktiir. Alkol, petrol eteri, kerozen ve karbon tetrakloriir gibi

organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirliikkleri ise yliksektir (Yadav ve Devi, 2017).

1.5. Pestisitlerin Cevreye Etkisi

Pestisit uygulamasinin % 0,015- 6,0’s1 hedef organizmaya ulagsmakta, % 94-
99,9’luk kisim ise tarim ekosisteminde hedef olmayan organizmalara ve topraga
bulasmakta ya da ¢evredeki dogal ekosistemlere siiriiklenme ve akint1 gibi etkenlerle

sulara karigmaktadir (Y1ldiz ve ark., 2005 ; Atabey, 2016 ).

Pestisitler uygulandiklar1 alanlardan meteorolojik etkenlerle siiriiklenmekte ve
ulastiklar1 noktalarda c¢evre sorunlarina neden olabilmektedirler. Buharlasan
pestisitler atmosferde kalici toksik madde birikimine neden olabilir. Bazi pestisitler
fotokimyasal parcalanmaya ugramakta, toksik maddelere doniisebilmektedir.
Toprakta tutulan pestisitler toprag kirliligine yol agmakta ve toprak i¢inde kimyasal
ve mikrobiyolojik degredasyona ugramaktadir. Yagmur, sel, kar sular1 gibi etkenlerle
topraktan siiriiklenen pestisitler, nehir, gol ve deniz sularimi kirletebilmektedir. Bu
nedenle pestisitler, dogal besin zincirinde yer alan biitlin canlilarin hayatini tehdit

etme potansiyeline sahip kimyasallardir (Yazgan, 1997).
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Sekil 1.2. Pestisitlerin ¢evrede dolasimu (Fenik ve ark., 2015; Kirkland, 2008; Tiryaki, 2016 ; Atabey,
2016)

1.6. Tez Kapsaminda Kullanilan Pestisit Etken Maddelerine Ait Bilgiler

Tez kapsaminda Klorotalonil (KLO), Dinobuton (DIN) ve Buprofezin (BUP)

pestisitleri ile ¢calisilmustir.

1.6.1. Buprofezin

BUP, Nihon-Nohyaku tarafindan gelistirilen ve Kitin sentezi inhibitorii gérevi
goren, tarim bitkilerinin, sebzelerin ve meyvelerin Homopteran zararlilarina karsi
¢ok etkili bir tiyadiazin insektisittir. Etki mekanizmasi tam olarak bilinmese de, Kitin
birikimine miidahale eder ve ekdiz sirasinda nymphal Glime neden olur. Etli
bocekleri, piring haserelerini ve yesil yaprakli tarim trtinlerinde sikga kullanilir (Ali

ve ark., 2019).
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Cizelge 1.2. Buprofezin’ in 6zellikleri

Pestisit tipi Insektisit, Akarisit

Yapisi ©\N/\'S

0¢LNJ\\NJ<
PN

Kapah Formiilii C16H23N;0S
Sistematik Ad1 (2)-2-tert-butylimino-3-isopropyl-5-phenyl-1,3,5-thiadiazinan-4-one
Molekiil Agirhg 305,44 g mol™*
Erime Noktasi 105,1°C
Sudaki a
Céoziniirligii 0,46 mg mL

1.6.2. Klorotalonil

Genis bir spektrumlu fungisit olan KLO (2,4,5,6-tetrakloroizoftalonitril), sebze,
tarla bitkileri ve siis bitkilerinin mantar hastaliklarinin kontroliinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. KLO, Cin'de 28 {iriin iizerinde kullanilmak tizere tescil edilmistir
ve mantar ilact ailesinde en yaygin kullanilan pestisittir. Son yillarda, KLO’nun
dermatit, siddetli goz ve kiitikiil tahrisi, mide-bagirsak problemleri, karaciger hasart,
gelisimsel ve iireme toksisiteleri ve hatta kanserojen gibi bir¢ok saglik sorununa yol

actig1 bildirilmistir (Hao ve ark., 2019).

11



Cizelge 1.3. Klorotalonil® in 6zellikleri

Pestisit tip Fungisit
CN
Cl Cl
Yapisi
Cl CN
Cl
Kapah Formiilii Cs Cly Ny

Sistematik Ad1 (2,4,5,6-tetrachloroisophthalonitrile)
Molekiil Agirhg: 265,90 g mol™
Erime Noktasi 250°C

Sudaki Coziiniirliigii

10 mg/100 mL

1.6.3. Dinobuton

Kimyasal formiilii Cy4H1gN2O7 olan DIN, meyve ve sebzelerde kullanilan,

dinitrofenol akarisit ve fungisittir. Kirmiz1 6riimcek akarlar1 yok etmek icin elma,

salatalik, patlican, serbetciotu, domates ve visne gibi lriinler i¢in kullanilmaktadir.

Sentetik bir pestisittir ve etki mekanizmasi tam bilinmemektedir (Smith ve ark.,

2008). ki izomeri mevcut olan bir kiral bir molekiildiir (Kelessidis ve Stasinakis,

2012).

Cizelge 1.4. Dinobuton’ un 6zellikleri

Pestisit tip Fungisit, Akarisit
02N
Yapisi j\"'sj\ "
HC™ 0" O
HaC CH,
Kapah Formiilii C14H18N,0O7

Sistematik Ad1

(2-butan-2-yl-4,6-dinitrophenyl) propan-2-yl carbonate

Molekiil Agirhg:

326,305g mol™

Erime Noktasi

61°C

Sudaki Coziiniirliigii

0,1 mg/100 mL
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1.7. Literatiir incelemesi

Pestisit irlinlerinin test edilmesi dnemlidir, ¢iinkii iiriinlerin spesifikasyonlarini
karsiladig yerler; etkili olmalar1 ve kullanimda beklenmeyen riskler olusturmalari
istenmez. Pestisitler kullanim1 iyi degildir, kimyasal olmayan bir tarim politikasi
benimsemek daha iyidir. Farkli gidalarin tliketimi, ozellikle piring ve diger
meyvelerin artmasiyla birlikte, pestisit kalintilarinin belirlenmesi, hasatin giivenligini
saglamak icin ¢ok onemlidir. Bu nedenle, farkli tortulardaki, 6zellikle de idrar gibi
biyolojik numunelerdeki bu kalintilar1 belirlemek i¢in giivenilir, saglam ve segici bir

yontem gelistirmek ¢ok énemlidir (Lee ve Jang, 2010).

Bugiine kadar, meyve ve sebzelerde pestisit kalintisinin belirlenmesi i¢in en iyi
yontem olan YBSK, farkli detektorlerle cok hassas ve kolay birlesimidir (Khan ve
ark.,2012; Cappelini ve ark.,2012).

Biyolojik numunelerdeki, su numunelerindeki ve vyiyeceklerdeki pestisit
kalintilarinin - belirlenmesinde, YBSK cihazinin yaygin olarak kullanildigr ve
kullanimmnin son yillarda arttign goriilmektedir. Ozellikle, analiz sirasinda bazi
pestisitler bozulmustur ve bu tiir pestisitleri gaz kromatografisi ile analiz etmek
zordur. Bu nedenle YBSK yontemi, bu tiir pestisitlerinin analizlerinde yardimci
olabilir. YBSK cihazinda farkli detektorler kullanmak farkli kimyasal yapidaki

pestisitlerin analizi ¢alisma kapsamini genisletmektedir (Mattice, 2010).

Klorothalonil, Cin'in Xiamen pazarindan elde edilen 84 sebze ve meyve
orneginde gaz kromatografisi ile analiz edilmis ve sebze numunelerinin 2'sinde
maksimum kalint1 limit'ten fazla oldugu bulunmus ve aragtirmacilar daha hassas

yontemlere ihtiya¢ duyuldugunu belirtmistir (Chen ve ark., 2011).

Klorotalonil (KLO), Dinobuton (DIN) ve Buprofezin (BUP) pestisitleri ile

yapilmis kromatografik ¢alismalar Cizelge 1.5°te sunulmustur.
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Cizelge 1.5. Farkli 6rneklerde pestisit kalint1 analizi

Pestisit

Buprofezin

Buprofezin

Buprofezin

Klorotalonil

Klorotalonil

Buprofezin

Klorotalonil

Klorotalonil

Klorotalonil

Dinobuton

Numune

Piring

Gol Suyu

Avokado

Musluk
suyu

Toprak

Gida
maddeleri

Sebzeler

Elma ve
Lahana

Hareketli
faz (%)

ACN: N-
heksan
70:30(h/h)
MeOH-H,0
80:20(h/h)
ACN-FA
20:80(h/h)

ACN: H,0
1:1(h/h)

MeOH-H,0
70:30(h/h)

ACN
¢ozicu
kullanilmig

Yontem ve
Dedektor

SK-MS

SPE/YBSK-
FDD
SK/MS/MS

YBSK-
UVv,254

SK-MS

GK-MS

YBSK-
FDD,
246nm

GK-ECD

Analiz
siiresi (dk)

9,1

18,491-
18,528

24,59

2,3

2,6

Kolon

Hypersil Gold® C18
(4.0 mmi.d. x 250
mm, 5 pm
XDB-C18 (150 mm x
4.6 mm, 5-um)

Ascentis C18

C18(2.7 um, L x L.D.
10 cm x 2.1 mm)

Cosmosil 5 PYE 5-
pm 150x4.60 mm

Rxi-5SilMS

SunFire C18 (i.d. 4.6
mm x 250 mm, 5 pm)

HP5-MS Ultra
Inert30mm x0.25mm

LOD LOQ
mg/kg mg/kg
0,02 0,02
0,08 0,25
0,25 0,7
0,002 pg/L
0,1 png/L -
0,01 i
pg/mL
0,5-1,83 | 1,68-6,09
0,85-1,52 | 2,83-5,06

Akis
hiza

mL/dk

1

0,6

0,8

1

BSS
(%) Kaynak
(Lee ve
Jang, 2010)

(Tuzimski,
2009)
(Lopez ve
ark., 2019)
(Survey
Substances
ve Program,
2006)
(Chaves ve
ark., 2008b)

1,7

1,01

1,4-11,5

4,92 (Shah ve

4,46 ark., 2009)

(Hirakawa,

71 2015)

(Bakirci ve
ark., 2014)
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Cizelge 1. 5. (Devami) Farkli 6rneklerde pestisit kalint1 analizi

Etken
madde

Buprofezin
Klorotalonil

Buprofezin

Klorotalonil

Klorotalonil
Buprofezin
Dinobuton

Klorotalonil

Buprofezin

Buprofezin

Numune

Sebze ve Su

Salatalik ve
Elma

Sera karanfil
kaltara

Kan

Elma Suyu

Piring

Biber

Hareketli
faz (%)

H,0, %0,1

FA ve
MeOH

MeOH: H,0
60:40(h/h)

ACN: H,0

MeOH: H20
90;10(h/h)

MeOH: H20
90;10 (h/h)

Yontem ve
Dedektor

GK-MS-
SIM

GK/MS
YBSK-UV,
254 nm

GK/MS

YBSK-FDD,
260 nm

SK-MS

SK-MS/MS

Analiz
Siiresi

(dk)
17,161

11,108

25,533

4,5

20,22
24,87
23,88

16,29

Kolon

Jve W DB5 MS

Normal faz C18

MS

C18, 5 um Luna
kolon (250 mm x
4.6 mm ID
ACQUITY UPLC
BEH C18 2.1
x 100 mm, 1.7 pm

C18 kolon
ZORBAX Eclipse
XDB-C18 4.6 x 150
mm

LOD
mg/kg

0,5 pg/L

0,5 ng/kg

0,001

LOQ
mg/kg

0,002

0,15

0,0250
0,1000
0,2500

Akis iz
mi/dk

0,8

0,45

0,3

BSS
(%)
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Kaynak

(Chem,
Korea, Food
ve Quechers,

2009)
(Lu ve ark.,

2012)

(Jongen ve
ark., 1991)

(Hayat ve
ark., 2010)

(Topuz ve
ark., 2005)

(Shah ve
ark., 2009)

(Attallah,
2016)



Ulkemizde ve diinyada tarim1 yapilan ¢ogu iiriin sayis1 100’leri asan hastalik ve
zararhinin tehdidi altinda olup yeterli savasim yapilmadigi igin elde edilen toplam
tirlinlin biiyiik bir kism1 da kayba ugramaktadir. Bu kayiplarin 6nlenmesi bakimindan
pestisitlerin olduk¢a fazla kullanilmasi ve artarak kullanilmaya devam edilmesi de
kuskusuzdur. Bununla beraber, yogun ve bilingsiz pestisit kullaniminin sonucunda
gidalarda, toprakta, su ve havada kullanilan pestisitin kendisi ya da doniisiim iiriinleri
kalabilmektedir. Bu yiizden hedef olmayan diger organizmalar, insanlar ve g¢evre
tizerinde olumsuz etkileri goriilmektedir. Tez kapsaminda KLO, DIN ve BUP’ un es
zamanlt olarak tayini i¢in ters faz sivi kromatografisi yontemi gelistirilmesi ve
gelistirilen yontemin idrar, domates, toprak, cesme suyu, icme suyu, atik su ve KLO

iceren zirai ilag formuna uygulamasi amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Tez Kapsaminda Kullanilan Pestisitler

Tez calismalarinda kullanilan tiim kimyasallar, safsizliklardan gelebilecek

hatalar1 engellemek i¢in analitik ve kromatografik safliklarda kullanilmistir.

Cizelge 2.1. Kullanilan pestisitler

Pestisit Firma
Klorotalonil LGC Limited
Dinobuton LGC Limited
Buprofezin LGC Limited

2.1.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

» YBSK sistemi: Agilent 1100 (Santa-Clara, CA, ABD)

» G1315B foto diyot dizi detektorii (FDD)

» Manyetik karistirict: Ikamag RH (Jange and Kungel IKA-Labor Technic)

» Elektronik hassas terazi: Shimadzu Libror AEG —220

» Vortex

» pH metre: Model 526 (WTW, Avusturya) ve kombine elektrot sistemi (cam
elektrot-referans elektrot)

» Ultrasonik su banyosu (Niive, Tiirkiye)

> Mikro hacimli otomatik pipetler (Axygen®, Interlab, Tiirkiye)

» Farkli hacimlere sahip deney tiipleri, balon jojeler ve sarf malzemeler
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2.1.3. Kullanilan Sabit Fazlar

Tez calismalarinda kullanilan sabit fazlar ve ozellikleri Cizelge 2.2°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.2.Calismalarda kullanilan kolonlarin 6zellikleri

Kolon  Uzunlugu I¢Capi Partikill Kimyasal

Ad1 (mm) (mm)  Capi (um) Yapisi Firma
Kinetex - Phenomenex
C18 150 4.6 5 Saf silika (Torrance, CA)
XBridge 48 Waters (LiKrom,
C18 150 4.6 5 Saf silika Tiirkiye)
Super Sigma-Aldrich
Cosil LC- 150 4.6 2.6 Saf silika  (Interlab, Istanbul,
18 Turkiye)

2.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Hareketli fazlarin hazirlanmasinda kullanilan organik c¢oziiciiler kromatografik
saflikta ve diger kimyasal analitik safliktadir.

Cizelge 2.3. Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Firma
Asetonitril Sigma-Aldrich (Interlab, istanbul, Tiirkiye)
Amonyum Asetat Sigma-Aldrich (Interlab, Istanbul, Tiirkiye)
Sodyum Asetat Sigma-Aldrich (Interlab, Istanbul, Tiirkiye)
Hidroklorik Asit Merck Millipore Darmstadt, Almanya)
Sodyum Hidroksit Merck Millipore (Darmstadt, Almanya)
Hidrojen Peroksit Merck Millipore Darmstadt, Almanya)
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2.1.5. Standart Madde Cozeltilerinin Hazirlanisi

Tez kapsaminda kullanilan KLO, DIN ve BUP es zamanli olarak ayni
konsantrasyonlarda hazirlanmigtir. Hassas analitik terazi ile tartim sonucu ii¢
maddenin de derisimi asetonitril ile ¢oziilerek 1000 pg mL™ olarak ayarlanmistir.
Her bir madde i¢in balon jojelere ayni miktarda c¢oziicii ekleyip, tam olarak
¢Oziinmeyi saglamak i¢in 10 dakika kadar ultrasonik banyoda bekletilmistir.
Hacimleri tamamlanan ¢o6zeltiler vorteksle iyice karistirildiktan sonra kalibrasyon
numuneleri i¢in gerekli seyreltmeler yapilarak, 5 pL enjeksiyon hacmi ile sisteme

verilmistir.

2.1.6. Geri Kazamim Calhismalari icin Cozeltilerin Hazirlanisi

Biyolojik matriks, toprak, su, domates ve zirai ilag numunelerindeki farkli
maddelerin veya katki maddelerinin, pestisitlerin analizinde girisim etkisinin olup
olmadigin1 belirlemek icin geri kazanim ¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagla
deneylerde yapay insan idrari, Mersin ilinin belirlenmis bir bolgesinden alinan toprak
ornekleri, Ankara ilinden toplanan igme suyu, ¢esme suyu ve atik su Ornekleri,
Ankara ilinde bulunan marketlerden temin edilen domates ornekleri ve 500 g/L
klorotalonil iceren Siiperonil 50 SC siispansiyonu kullanilmistir. Siiperonil 50 SC
slispansiyonu i¢in standart ekleme yontemi ile saf madde ilavesi uygulanirken, diger
numuneler i¢in kor matriks ortamina analizi yapilan maddenin ilavesi yontemi

uygulanmustir.

2.1.6.1. idrar Numunelerin Hazirlanmasi

Dort tane 10 mL ‘lik agz1 kapakli santrifiij tiipliniin her birine 3,2 mL yapay
insan idrart konulmustur. Yapay insan idarar iizerine, KLO, DIN ve BUP’un 1000
ng mL™lik stok ¢ozeltilerinden toplam hacimlerinde 25, 50, 100 ve 150 pg mL ™" lik
olacak sekilde KLO, DIN ve BUP ilave edildikten sonra iizerine asetonitril ilave

edilerek idrar proteinleri ¢oktiiriilmiistiir. Idrar numunesinin ¢ozelti ile iyice
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karistirllmasini ve etkilesmesini saglamak i¢in 10 dakika siire ile ultrasonik banyoda
karistirtlmistir. Daha sonra 5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Berrak

coOzeltiler siringa ucu filtre ile siiziildiikten sonra sisteme enjekte edilmistir.

2.1.6.2. Toprak Numunelerin Hazirlanmasi

Dort tane 10 mL ‘lik agz1 kapakli santrifiij tiipliniin her birine ince toz haline
getirilmis 2 g toprak &rnekleri konulmustur. Orneklerin iizerine, KLO, DIN ve
BUP’un 1000 pg mL™’lik stok ¢ozeltilerinden toplam hacimlerinde 25, 50, 100 ve
150 ug mLY’lik olacak sekilde KLO, DIN ve BUP ilave edildikten sonra iizerine
asetonitril ile hacimleri tamamlanmistir. Ornekler 10 dakika siire ile ultrasonik
banyoda karistirildikran sonra 5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. ilk
santrifiij islemi bittikten sonra iist kisimda kalan berrak ¢ozelti tekrar 5000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilmistir. Berrak ¢ozeltiler siringa ucu filtre ile siiziildiikten sonra

sisteme enjekte edilmistir.

2.1.6.3. Domates Numunelerin Hazirlanmasi

Dort tane 10 mL ‘lik agz1 kapakli santrifiij tliptiniin her birine kabuklari ile
birlikte rendelenip su kivamina getirilen domates numunesinden 3,2 mL domates
suyu konulmustur. Domates suyu iizerine, KLO, DIN ve BUP*un 1000 pg mL ™"’ lik
stok cozeltilerinden toplam hacimlerinde 25, 50, 100 ve 150 pg mL™lik olacak
sekilde KLO, DIN ve BUP ilave edildikten sonra iizerine asetonitril ilave edilerek
hacimleri tamamlanmistir. Domates suyunun c¢ozelti ile iyice karsitirilmasini ve
etkilesmesini saglamak icin 10 dakika siire ile ultrasonik banyoda karistirilmistir.
Daha sonra 5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Berrak ¢ozeltiler siringa ucu

filtre ile siiziildiikten sonra sisteme enjekte edilmistir.
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2.1.6.4. Su Numunelerin Hazirlanmasi

Dort tane 10 mL ‘lik agz1 kapakli santrifiij tiiptiniin her birine su numunesinden
3,2 mL konulmustur. Su iizerine, KLO, DIN ve BUP’un 1000 pg mL™lik stok
cozeltilerinden toplam hacimlerinde 25, 50, 100 ve 150 pg mL™ ’lik olacak sekilde
KLO, DIN ve BUP ilave edildikten sonra iizerine asetonitril ilave edilerek hacimleri
tamamlanmistir. Suyun ¢ozelti ile iyice karsitirilmasini ve etkilesmesini saglamak
icin 10 dakika siire ile ultrasonik banyoda karistirilmistir. Bu islemler igme suyu, atik
su ve ¢esme suyu i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Atik su ve ¢gesme suyu numuneleri 5000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Son asamada berrak ¢ozeltiler siringa ucu filtre

ile siiziildiikten sonra sisteme enjekte edilmistir.

2.1.6.5. Zirai ilac Numunelerin Hazirlanmasi

Litresinde 500 g klorotalonil iceren Siiperonil 50 SC® siispansiyonundan 10
mL alinip 50 mL’ye asetonitril ile balon joje icerisinde tamamlanmis ve tam olarak
¢ozlinmeyi saglamak i¢in ultrasonik banyoda 10 dakika bekletilmistir. Cozelti 5000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilikten sonra berrak ¢ozeltiden 100 puL alinarak 10
mL’de stok ila¢ ¢ozeltisi hazirlanmistir. 100 pg mL™ ’lik ila¢ ¢dzeltisi iizerine % 25,
% 50, % 100 ve % 150 oranlarinda saf KLO ilavesi yapilmistir. Cozeltiler siringa
ucu filtre ile siiziildiikten sonra sisteme enjekte edilmistir. Elde edilen sonuglardan
siispansiyon formuna eklenen saf madde miktarlarinin ne kadarinin tayin edilebildigi

yani ne kadarinin geri kazanilabildigi hesaplanmastir.

2.1.6.6. Hareketli Faz Cozeltilerinin Hazirlanisi

Analizler i¢in Oncelikle tampon ¢ozelti olarak artan derisimlerde (5 mM - 40
mM) amonyum asetat ¢cozeltileri hazirlanmistir. Kromatografik saflikta asetonitril ve
tampon ¢ozelti, farkli oranlarda (75:25; h/h, 80:20; h/h) gradiyent olarak sisteme

verilmistir.
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2.2. Yontem
2.2.1. Kromatografi ve Kromatografinin Tarihgesi

Kromatografi terimi bir karigimda bulunan maddelerin, biri hareketli digeri
sabit faz olmak iizere birbiri ile karigsmayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi,

saflagtirilmasi, teshisi ve tayini islemlerinin genel adidir (Erkmen ,2017; Giri, 2015).

Kromatografi teknigi ilk kez Rus botanik¢i bilim adami Mikhail Tswett
tarafindan gelistirilmistir. Mikhail Tsweet bu teknigi bitki pigmentlerinin renkli
bilesenlerini ayirmak i¢in kullanmistir ve kolonda renkli bantlar olustugunu
gbzlemistir. Bu renkli bantlarin olusmasindan dolay1 renk anlamina gelen ‘chroma’
ve yazma anlamina gelen ‘graphein’ kelimeleri ile gelistirdigi teknik kromatografi
adin1 almistir (Skoog ve ark., 1998; Hamilton ve Sewel, 1982; Bidlingmeyer, 1992;
Gumistas, 2009; Erkmen, 2017).

Hareketli faz karisimi ilavesi

Karisim halindeki
numune // \
\ \
i
.
Sabit
- faz
e a— I —
Analitik
[ Kolon -

Bilesenlerin

kolonda ayrllmm

Sekil 2.1. Kromatografik ayrimin sematik gosterimi (Erkmen, 2017)

Kromatografik tekniklerde analiz edilecek madde veya maddeler, sivi, gaz
veya siiper kritik bir akigkan olan hareketli faz ile sistemde tasinmaktadir. Hareketli

faz, kat1 bir ylizeyden veya kolonda sabitlestirilmis ve hareketli faz ile karismayan
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bir sabit faz igerisinden gegirilmektedir. Bilesenlerin hareketli veya sabit fazda farkli
oranlarda dagilmasi veya ¢Oziinmesi bu fazlarin 6zelliklerinin se¢ilmesinde temel
alinir. Ayrim sirasinda numune igerisindeki bilesenler ile sabit faz arasinda bazi
fiziksel ve kimyasal etkilesimler olmaktadir. Bu etkilesimlere Ornek olarak
¢oOziiniirliik, elektron ¢ifti alici-verici etkilesimler, iyonik etkilesimler ve hidrojen
bag1 olusumu gibi etkilesimler verilebilmektedir (Skoog ve ark., 1998; Hamilton ve

Sewel, 1982; Bidlingmeyer, 1992; Giimiistas, 2009; Erkmen, 2017).

2.2.2. Kromatografi tekniklerinin siniflandirilmasi

Bugiin onlarca farkli kromatografik teknigin yani sira hemen her giin yeni
katilimlarla kromatografik tekniklerin sayisi artmaktadir. Bu nedenle tek bir
siiflandirma ile kromatografik teknikleri siniflandirmak yeterli olmayacaktir. Cesitli
kromatografi kitaplarinda veya c¢alismalarda kromatografik teknikler farkli sekillerde
siniflandirilabilmektedir ve bu siniflandirmalarda farkli kriterler temel alinmaktadir
(Demirci ve ark., 2009).

Bu kriterlerden bazilar1 asagidaki gibidir:

Kromatografik ortamin fiziksel sekli
Ornegin kromatografik ortama verilis bigimi
Kromatografik ayrim mekanizmasi

Iki fazin polarlik durumlar

vV V V V V

Iki fazin fiziksel durumu
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Cizelge 2.4. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi (Erkmen, 2017)

Kolon Kromatografisi
Ortamin Fiziksel Durumuna Gore

Diizlem Kromatografi

Onciil (Frontal)

Ornegin  Kromatografik  Ortama

Verilis Sekline Gore

Yer Degistirme (Displacement)

Siiriiklenme ile Yiiriitme (Elusyon)

Dagilma (Partisyon) Kromatografi

Disa Sogurma (Adsorpsiyon) Kromatografi

Iyon Degistirme Kromatografi

Ayrim Mekanizmasina Gore . _—
Iyon-Cifti Kromatografi

Molekiil Se¢me (Jel Filtrasyon) Kromatografi
Ilgi (Affinite) Kromatografi

Normal Faz Kromatografi

iki Fazin Polarhk Durumuna Gore Ters Faz Kromatografi
Hidrofilik Etkilesim Kromatografi

Gaz Kromatografi
*Gaz-S1vi Kromatografi

*Gaz-Kat1 Kromatografi

S1vi Kromatografi

Fazlarin Fiziksel Sekline Gore *S1vi-S1vi Kromatografi
*S1vi-Kati Kromatografi

*Iyon Degistirme Kromatografi

*Molekiil Segme Kromatografi

Stperkritik Akiskan Kromatografi

2.2.2.1. Adsorpsiyon Kromatografisi

Bu kromatografi ¢esidi hareketli fazin siv1 veya gaz, sabit fazin kat1 oldugu bir
kromatografi ¢esididir. Numune bilesenlerinin sabit faz ylizeyine tutunma 6zelligine
dayanir. Adsorpsiyon sirasinda ¢oziicii icerisindeki madde veya maddeler kati
yiizeye adsorbe ya da desorbe olabilmektedir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon hizlarinin
farki toplam adsorpsiyon hizi olarak tanimlanmaktadir. Adsorpsiyon ve desorpsiyon
hizlar1 birbirine esit oldugunda sistem denge halindedir ve sistem dengede iken
madde kolon boyunca sabit hizla ilerlemektedir. Bir A ¢oziineninin sabit faz ile

hareketli faz arasindaki kiitle aktarimi asagidaki esitlikle ifade edilebilir.
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Axareketii Faz = Asavbit Faz (Esitlik 2.1.)

Coziinenin adsorpsiyon katsayisi veya dagilma katsayisi (K); maddenin sabit

fazdaki molar derigiminin (C1), maddenin hareketli fazdaki derisimine (C2) orani ile

tanimlanmaktadir.
k=% (Esitlik 2.2.)
C2

K degeri ¢ok biiyiik ise, karisim igindeki madde sabit faz tarafindan daha iyi
tutunmaktadir ve K degeri daha diisiik maddelere gore kolon boyunca daha yavas
ilerlemektedir. K degeri kiigiik ise madde hareketli faza daha ilgilidir ve bu yiizden
madde kolon boyunca daha hizli ilerlemektedir (Skoog ve ark., 2013; Hamilton ve
Sewel, 1982; Bidlingmeyer, 1992; Glimiistas, 2009; Erkmen, 2017).

2.2.2.2. Dagilma Kromatografisi

Dagilma kromatografisi ise hareketli fazin sivi, sabit fazin kat1 yiizey
tizerindeki kolon dolgu maddesinin iizerine tutturulmus ince bir siv1 film tabakasinin
oldugu bir kromatografi ¢esididir. Ayrimin temeli maddelerin birbiri ile karismayan
iki s1v1 faz arasinda dagilmasi ilkesine dayanir. Karisimda bulunan maddelerin sabit
faz icerisinde kismen ¢oziinmesi gergeklesmektedir. Dagilma kromatografisinde,
maddelerin sabit faz igerisindeki ¢oziiniirliikkleri fazla iken hareketli faz igerisindeki
¢oOziiniirliikleri ise az olmalidir. Aksi takdirde maddelerin ayrimi tam olarak
gerceklesmez ve hareketli faza olan ilgilerinden dolay1 sabit fazdan disar1 atilirlar.
Ayrica hem sabit faz hemde hareketli faz farkli polariteye sahip olduklari i¢in 6rnek
molekiillerinin ¢oziiniirliikleri de farkli olabilmektedirler (Hamilton ve Sewel, 1982;

Bidlingmeyer, 1992; Glimiistas, 2009; Fanali ve ark., 2013; Erkmen, 2017).
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2.2.2.3. Ters Faz Sivi Kromatografisi

Ters faz siv1 kromatografisi hareketli fazin polaritesinin sabit fazin polaritesine
gore daha fazla polar oldugu kromatografi tiiriidiir. Ters faz sivi kromatografisinde
kimyasal olarak baglanmis fonksiyonel gruplari tasiyan sabit fazlar (ODS-18 karbon
atomu zincirinden olusan oktadesilsilan) sik¢a kullanilmaktadir. Bu kolonlarin yan

sira fonksiyonel grup olarak daha kisa zincirli olan (Cg, C, gibi), fenil ve siyano

(CN) bagl sabit fazlar da kullanilmaktadir.

Ters faz s1vi kromatografisinde hareketli fazin bileseni olan tampon cozeltiler
son derece onemlidir. Tampon c¢ozeltiler hazirlanirken kullanilan su oldukga saf
olmalidir. Hareketli fazin bir diger onemli bileseni ise, suyla karigabilen organik
coziiclilerdir. Hareketli fazlarda kullanilan organik ¢oziiciilerden bazilar1 su, metanol

veya asetonitril gibi ¢oziiciilerdir.

Ters faz siv1 kromatografisi ¢cogunlukla apolar maddelerin ayrimi igin tercih

edilmektedir. Uzun alkil zincirine sahip olan sabit fazlar (C ) daha apolar
maddelerin ayrilmasinda kullanilirken, kisa alkil zincirli olan sabit fazlar (Cg C,) ise

polar maddelerin ayrilmasinda kullanilmaktadir. Buna gére polar olan maddeler uzun
alkil zincirine sahip sabit fazlarda daha az tutunuyorken, apolar maddeler de kisa
alkil zincirlerine sahip sabit fazlarda daha az tutunmaktadirlar (Hamilton ve Sewel,
1982; Sewel ve ark., 1987; Bidlingmeyer, 1992; Meyer, 1988; Fanali ve ark., 2013;
Guimiistas, 2009; Erkmen, 2017).

2.2.2.4. Normal Faz Sivi Kromatografisi

Normal faz sivi kromatografisi sabit fazin hareketli faza goére daha polar
oldugu kromatografi tiiriidiir. Hareketli faz bileseni olarak genellikle hekzan, metilen
kloriir, dietil eter ve kloroform gibi apolar ¢oziciiler kullanilmaktadir. Bu

kromatografi tiiriinde en ¢ok tercih edilen sabit fazlar ise; silika ve aliiminadir. Ters
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ve normal faz sivi kromatografilerinin farkliliklar1 Tablo 2-5’te Ozetlenmistir
(Hamilton ve Sewel, 1982; Sewel ve ark., 1987; Bidlingmeyer, 1992; Meyer, 1988
ve Skoog ve ark., 1998).

Cizelge 2.5. Ters ve Normal faz sivi kromatografilerin karsilagtirilmasi

Normal Faz Ters Faz
Sabit Fazin Polaritesi Yiiksek Diisiik
Hareketli Fazin polaritesi Diislikten Ortaya Ortadan Yiiksege
Alikonma Sirast En az polar 6nce En polar 6nce
Hareketli Faz Polarite Artiginin Eliisyon zamanini
. Eliisyon zamanini azaltir
Etkisi arttirir

llaglar etken maddeleri genellikle apolar yapidadirlar. Bu yiizden ilag
analizlerinde ters faz sivi kromatografisi yontemi normal faz sivi kromatografisi
yontemine gore daha c¢ok tercih edilmektedir. Ayrica kromatografik ayrimda etkili
olan solvofobik olaylar, herketli faz bileseni olarak kullanilan organik ¢oziiciilerin
ucuz olmasi, analizlerde sulu tampon cozeltilerin oranlarin yiiksek tutulabilmesi
gibi sebeplerden dolay1 da ters faz sivi kromatografisi daha c¢ok tercih edilmektedir
(Gluimiistas., 2009; Erkmen, 2017).

2.2.3. Yiiksek Basarimh Sivi Kromatografisi (YBSK)

Modern sivi kromatografisi sistemlerinde genel olarak kullanilan ve 2 ile 10
pm arasinda tanecik boyutlarina sahip dolgu maddeleri bulunan kolonlar ile uygun
stvi akis hizlart elde edebilmek icin, ylizlerce atm’lik pompa basinglarina gerek
olmaktadir. Bu yiiksek basinglarin bir sonucu olarak gelisen YBSK icin gerekli
donanimlar, diger kromatografi sistemleri ile karsilastirildiginda, daha ince isgilik
gerektirdigi daha pahalhdir. Sekil 2.2. tipik bir yliksek basarimli sivi
kromatografisinin 6nemli pargalarini sematik olarak gostermektedir (Skoog ve ark.,

1998).
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Sekil 2.2. YBSK cihazinin sematik gésterimi (Perkin- Elmer Corporation, Norwalk, CT)

2.2.3.1. Hareketli Faz Hazneleri ve Coziicii Muamele Sistemleri

Modern bir YBSK cihazinda, her biri 200-1000 mL ¢oziicii icerebilen camdan
veya ¢elikten yapilmis hazneler bulunmaktadir. Genellikle bu haznelerde, kolonda ve
dedektor sisteminde gaz olusturarak kolon veya sistemlerde bozucu etkilere sebep
olan ¢oziinmiis gazlarin (genellikle oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir cihaz
bulunmaktadir. Gaz giderme diizenegi, vakum pompasi sistemi, damitma sistemi ve
¢Oziicliyl 1sitip karigtiran bir parcadan olusabilecegi gibi, Sekil 2.2.”deki gibi diigiik
¢Oziinlirliikteki inert bir gazin kiiglik kabarciklar1 yardimiyla, ¢6ziinmiis gazlari
stiriikleyen basit bir iifleyici de olabilir. Bu sistemlerde, ¢6ziicii icerisinde
bulunabilecek toz ve partikiil halindeki maddelerin pompa ve enjeksiyon sistemlerine
zarar vermemesi veya kolonu tikamamasi i¢in, toz ve partikiill maddeleri siizmeye

yarayan bir siizme diizenegi de bulunurlar.
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Sabit bilesimde tek bir ¢oziicii kullanilarak yapilan ayirimlar izokratik eliisyon
olarak adlandirilir. Bir diger eliisyon yontemi de gradiyent eliisyondur. Gradiyent
eliisyonda polariteleri birbirinden farkli, iki veya ii¢ ¢6ziicii sistemi kullanilmaktadir.
Genellikle, ayirm verimliligi gradiyent eliisyon ile biiyilik 6l¢iide artirilir. Gradiyent
eliisyonda, eliisyon basladiktan sonra, belli bir programa gore, bazen siirekli olarak
ve bazen de bir seri basamaklar halinde, zamana bagli olarak ¢oziiciilerin oranlari
degistirilebilmektedir. Gliniimiizdeki modern YBSK sistemleri ¢oziiciilerin hacimsel
oranlarin1 zamanla dogrusal veya {istel olarak degistirebilecek sekilde, iki veya daha
fazla hazneden aldig1 ¢oziiciileri bir karistirma ortaminda siirekli olarak degisen

hizlarda bir araya getirebilen sistemlerle donatilmistir (Skoog ve ark., 1998).

2.2.3.2. Pompalama Sistemleri

Bir YBSK pompalama sistemi igin gerekli sartlar oldukca sikidir ve sunlari

icermektedir:

400 atm’e kadar basing iiretimi,

Puls icermeyen basing ¢ikist,

0,1-10 mL dakika™ araliginda akis hizlari,

% 0,5 veya daha 1yi bir bagil tekrarlanabilirlikle akis kontrolii,

YV V. V V V

Korozyona dayanikli parcalar (paslanmaz celik veya teflondan yapilmig

sizdirmazlik).

YBSK sistemlerinde her birinin kendine gore iistiinliik ve sakincalar1 bulunan

ti¢ tip pompa kullanilmaktadir.

Bunlar;

» Pistonlu pompalar,

» Siringa veya siirgiilii pompalar

» Pnomatik veya sabit basing pompalaridir (Skoog ve ark., 1998).
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2.2.3.3. Numune Enjeksiyon Sistemleri

Cogu zaman, s1vi kromatografisinde 6l¢iimlerin kesinliginin belirleyici faktorii,
numunenin kolon dolgu maddesine sevkinin tekrarlanabilirligidir. Asir1 numune
yiiklemesi yapilan kolonlarda goriilen bant genislemesi de kesinligi etkilemektedir.
Bu yiizden, numune enjeksiyonun hacmi, mikrolitrenin birka¢ ondaligindan belki
500 pL’ye kadar oldukea kiiclik olmalidir. Dahasi, sistemin basincini diistirmeksizin

numunenin sisteme giriginin saglanmasi gereklidir.

Sivi kromatografide numune enjeksiyonu i¢in en yaygin kullanilan yontem
numune giris sarimlarinin  kullanilmast esasina dayanmaktadir. Birgok sivi
kromatografi cihazinin ayrilmaz bir pargasi olan bu sarimlar, degistirilebilir nitelikte
olup 5 puL’den 500 pL’ye kadar degisen hacimlerde numune hacmi se¢imine olanak
tanimaktadir. Bu tipteki numune alma halkalari, 7000 psi basinca kadar, binde birkag
bagil hata verecek kesinlikle numunenin kolona uygulanabilmesini saglamaktadir.
Hacmi 0.5-5 pL arasinda olan halkalari bulunan mikro numune enjeksiyon

musluklar1 da mevcuttur (Skoog ve ark., 1998).

2.2.3.4. Sivi Kromatografi Kolonlar:

S1vi kromatografi sistemlerinde diizgiin i¢ ¢apli paslanmaz ¢elik borulardan
yapilmis veya nadiren kalm cidarli cam borulardan yapilan kolonlar

kullanilmakatdir.

2.2.3.4.1. Analitik Kolonlar

YBSK’de kullanilan kolonlarin biiyiik ¢cogunlugu boyu 10-30 cm arasinda
degismektedir. Kolonlarinin i¢ ¢aplar1 genellikle 4-10 mm; yaygin olarak kullanilan
kolon dolgu maddelerinin tanecik biiyiikliigii ise 5-10 pm arasindadir. Giliniimiizde

belki de en ¢ok, 25 cm uzunlugunda, 4,6 mm i¢ ¢apinda ve 5 pum tanecik
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biiyiikliigiine sahip dolgu maddesi doldurulmus kolonlar kullanilmaktadir. Bu tip
kolonlar 40000-60000 teorik plaka metre™ icerirler.

Son yillarda, iireticiler daha kiig¢iik boyutlarda, yiliksek basarimli kolonlar
iretmektedirler. Bu gibi kolonlarin i¢ cap1 1-4,6 mm ve 3-5 um tanecik
biiyiikliigiindeki dolgu maddesi ile doldurulmus olabilir. Cogu zaman boylart 3-7,5
cm kadar kisadir. Bu gibi kolonlar 100000 teorik plaka metre™ igerirler. Ayrica hiz
ve minimum ¢Ozlci sarfiyatt avantajlart vardir. Son 6zellik oldukc¢a Onemlidir,
¢linkii s1vi kromatografi i¢in gerekli olan yiiksek safliktaki ¢oziiciiler, temin edilmesi

ve daha sonra atilmasi oldukga pahaliya mal olan ¢oziiciilerdir (Skoog ve ark., 1998).

2.2.3.4.2. Kolon Dolgu Maddelerinin Tipleri

Sivi  kromatografisinde temel olarak 1iki tip kolon dolgu maddesi

kullanilmaktadir. Bunlar,

e Film dolgular

e  Gozenekli dolgulardir.

Film dolgular, kiiresel, gozeneksiz, ¢aplart 30-40 pm olan cam veya polimer
tanelerinde olusurlar. Bu tanelerin yiizeyine, silis, aliimina, polistiren-divinil benzen
sentetik reginesi veya bir iyon degistirici re¢ineden olusan ince bir gézenekli film
kaplanmistir. Baz1 uygulamalar icin, bu ylizeye, absorpsiyon ile yiizeye tutunan
uygun bir sivi, sabit bir faz olarak ilave bir katman halinde kaplanir. Alternatif
olarak, organik bir ylizey katman olusturmak {izere kimyasal isleme tabi tutulabilir.
Giliniimiizde, taneler, zarli dolgular daha ¢ok koruyucu kolonlarda kullanilmakta,

analitik kolonlarda kullanilmamaktadir.

Sivi kromatografide kullanilan gozenekli partikiiller, ¢aplart 3-10 pm arasinda
olan gozenekli partikiillerdir. Belli boyutlardaki bir partikiil i¢in, partikiil boyutu

araligin1 en aza indirmek i¢in, her tirli gayret sarfedilmektedir. Partikiiller, silis,
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allimina, polistiren-divinil benzen sentetik reginesi veya bir iyon degistirici re¢ineden
meydana gelmistir. Silis, sivi kromatografide en yaygin olarak kullanilan bir dolgu

maddesidir (Skoog ve ark., 1998).

2.2.3.5. Dedektorler

Dedektorler, elektromanyetik dalga formundaki enerji akisimi oOlgiilebilir
niceliklere ¢eviren ve kayit edilmesini saglayan cihazlardir. Stvi kromatografi i¢in ideal

bir dedektor asagidaki 6zelliklere sahip olmalidir.

Yeterli derecede duyarlilik

e lyi bir kararlilik ve tekrarlanabilirlik

¢ Genis bir dogrusal ¢alisma aralig1

¢ Akis hizindan bagimsiz kii¢iik cevap zamani
o Yiiksek giivenilirlik ve kullanim kolaylig1

e Bant genislemesini azaltmak amaciyla, minimum i¢ hacimde olmalidir.

Sivi kromatografi sistemlerinde kullanilan dedektorler temel olarak iki tipdir

(Skoog ve ark., 1998).

e Yigin ozelligi dedektorleri, hareketli fazin kirma indisi, dielektrik sabiti veya
yogunlugu gibi analit tarafindan degistirilen yigin ozelliklere cevap veren
dedektorlerdir.

e Analit ozelligi dedektorleri, analitin UV absorbansi, floresans siddeti veya
diftizyon akimi gibi hareketli fazin sahip olmadigi bazi ozelliklerine cevap

veren dedektorlerdir.

Analit 6zelligi yani maddeye yonelik dedektorler hareketli faz icindeki
maddenin Ozelliklerini tayin ederler ve en yaygm kullanilan tiirleri asagida

verilmistir (Skoog ve ark., 1998):
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Fotometrik dedektorler (UV/GB, Floresans, Dizi diyot, Infrared)
Elektrokimyasal dedektorler
Ayirim sonrasi tepkime dedektorleri

Radyoaktivite dedektorleri

YV V. V V V

Kiitle spektrometreleri

Yigin oOzelligi yani c¢ozeltiye yonelik dedektorler; ornek ozelliklerinin

Olclilmesine yonelik dedektorlerdir ve asagidaki sekilde siniflandirilabilir (Skoog ve
ark., 1998):

» Refraktif indeks dedektdrleri
» Dielektrik sabiti dedektorleri
> lletkenlik dedektérleri
» Yogunluk dedektdrleri

Tez kapsamindaki calismalarda Foto diyot dizi dedektor kullanildigindan bu

dedektor icin bilgiler verilmistir.

2.2.3.5.1. Foto Diyot Dizi Dedektor (FDD)

Foto diyot dizi dedektdrlerde polikromatik 151n kullanilmaktadir. Isin kaynagi
olarak tungsten veya doteryum lambalar1 kullanilmaktadir. Isik kaynagindan cikan
polikromatik 1sinlar akis hiicresine geldikten sonra optik agin lizerinde dagilir ve ¢cok

sayida diyottan olusan foto diyot dizisi iizerine diismektedir.

FDD 200 ile 700 nm aras1 dalga boyu araligini 0.1 s araliklarla tespit edebilme
ozelligine sahiptir. Bu ylizden analizlerde FDD ile birden fazla dalga boyunda okuma
yapilabilmektedir. FDD ile cevap piklerinin saf olup olmadigina ya da pik
girisiminin olup olmadigina da bakilabilmektedir (Glimiistas, 2009).

FDD’nin avantajlart asagida siralanmistir.
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e Secilen biitlin dalga boylarinda okumalar ayni anda yapilabilmektedir.
e Maksimum absorbansin oldugu dalga boyu tek bir enjeksiyonla
bulunabilmektedir.

e Kromatografik olarak ayrilamayan piklerin nicel analizi yapilabilmektedir

(Glimiistas., 2009; Erkmen, 2017).

2.2.4. Kromatografide Temel Parametreler ve Sistem Uygunluk Testleri (SUT)

YBSK sisteminin analiz sonuglarinda gozle izlenebilen ilk parametreler;
alikonma zamani, pik alani, pikin sekli gibi parametrelerdir. Bir kromatogramda ilk
izlenen parametre pik seklidir. Ideal pik sekli keskin, iki tarafinin esit ve dar olanidir
(Sekil 2.3). Numunenin kolona enjekte edilmesinden sonra, dedektore gelen cevap
sinyali bir pik olarak goriiliir. Bu sinyalin ¢ikis zamani ayn1 zamanda alikonma
zamani (tg) olarak da adlandirilir ve nitel analizlerin belirleyici faktoriidiir. Numune
icinde bulunan her bir analitin farkli alikonma zamanlar1 vardir. Hareketli fazdan
kaynaklanan piklerin ¢iktifi zaman ise Olii zaman veya Olii hacim (t,) olarak
adlandirilir (Fanali ve ark., 2013; Kromidas, 2005; Erkmen, 2017). Ters faz sivi
kromatografik yontemlerde 6lii zamani belirlemek i¢in urasil, potasyum bromiir gibi

polarlig1 cok yiiksek olan bilesikler kullanilmaktadir.

Sistem uygunluk testleri kromatografik ve diger ayirma yontemlerinde,
yontemin yeterli dogruluk ve kesinlikte oldugunu belirlemek i¢in yapilmaktadir ve
bu testlerin gerceklestirilmesiyle kromatografik bir sistemin analize ne 6l¢lide uygun
oldugu kanitlanmis olur. Bu testler Uluslararas1 Uyum Konseyi (The International
Council for Harmonisation (ICH)) Amerikan Gida ve Ilag Birligi (FDA) ve
Amerikan Farmakopesi (USP) ve diger farmakopeler tarafindan yapilmasi onerilen
testlerdir. Sistemdeki akis hizi, pH, okuma yapilacak dalga boyu, hareketli faz
bilesiminden kaynakli en ufak bir degisiklik i¢in, sistem uygunluk testlerinin yeni
sistem igin tekrar gozden gegirilmesi gerekmektedir (Glimiistas, 2016; Chan ve ark.,
2004; Grdinic ve Vukovic, 2004; Hajicostas, 2003; Hibbert, 2007; Huber, 2007;
ICH-Q2A, 2005; ICH-Q2B, 2005; Kromidas, 2005; Prichard ve Barvick, 2007,
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Swartz ve Krull, 1997; Torbeck, 2007; US FDA, 1983; US FDA, 2000; USP 37,
2014 ve Werner ve ark., 2006, European Pharmacopoeia, 2014).
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Sekil 2.3. YBSK cihazindan alinmis 6rnek bir kromatogram (Giimiistas., 2009)

Bir kromatogramin yorumlanmasi ve SUT parametrelerinin (Cizelge 2.6) limit
degerlerinin i¢inde olup olmadiginin belirlenmesinde temel olarak alikonma zamani
ve pik genisligi esas almir. Cizelge 2.6°de Amerikan Farmakopesi tarafindan
tanimlanan SUT parametreleri, bu parametrelerin nasil hesaplanacagi ve limit

degerleri gosterilmistir.
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Cizelge 2.6. SUT paremetreleri
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Edilebilirligi

Cizelge 2.6’e¢ bakildiginda, k degeri biiyiik ise, bilesen sabit fazda iyi
tutulmaktadir ve kolon boyunca yavas ilerlemektedir. k degeri ¢ok kii¢iik ise, analit
¢Oziicii pikinden ayrilamamaktadir, ¢ok biiyiilk olmasi ise analiz siliresinin uzun
oldugunu gostermektedir. Segicilik (o)), sabit faz ve hareketli fazin 6zelliklerine gore

degisiklik gostermektedir ve daima 1’den biiyiik olmalidir.

SUT’un en 6nemli parametresi teorik tabaka sayisidir. Clinkii bu deger analiz
sonucunun verimi ile direkt ilgilidir. N nin sayisal degeri, analizi yapilan maddenin

cinsine, akis hizi, sicaklik, pH ve kolonun 6mrii gibi deneysel kosullara baghdir.

Kromatografik islemlerde kolon ve ¢oziiciiniin ortak etkisi ayirma giici
(rezoliisyon) olarak ifade edilir. Ayirma giiciiniin hesaplanmasinda, kapasite faktorti,
etkin tabaka sayis1 ve se¢icilikden yararlanilmaktadir. Pes pese gelen iki pik i¢in Rg

degeri 1,5 ve iistiinde iken ayrim tam olarak gerceklesmis demektir.
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Kuyruklanma faktorii ve pik asimetrisi parametreleri incelenen analit pikinin
egriligini, sag veya sol tarafa dayali olup olmadigini ve keskinligini belirleyebilmek
i¢cin kullanilan parametrelerdir. Uzun siire kullanilmis kolonlarda kuyruklanma daha
sik goriilmekte ve dogru sonuglar vermemektedir. Pik asimetrisi, pik taban
yiiksekliginin % 10’u, kuyruklanma faktorii ise % 5’1 civarindan Olgiilerek

hesaplanmaktadir.

Bir kromatografik yontemde analizi yapilan madde pikinin alanimnin ve pik
yiiksekliginin, belirlenen kosullardaki tekrar edilebilirligi yontemin kesinliginin
ifadesidir. Bu parametre analizi yapilan maddenin en az 5-6 defa sisteme pes pese
enjeksiyonunun verilmesinden sonra elde edilen pik alanlar1 ve pik ytiksekliklerinin

bagil standart sapmasi1 (% BSS) olarak hesaplanir.

2.2.4.1. Kromatografik Analizlerde Yontem Gecerlik Testleri

Arastirma gelistirme faaliyetlerinin yuriitiildiigii ve kalite kontrol islemlerinin
uygulandigt her alanda, kullanilan tiim analiz, yontem ve uygulamalarin, dogru,
tekrarlanabilir ve belirlenen parametreler icerisinde Olgiilebilir olmasi etkinlik ve
giivenilirlik agisinda son derece dnemlidir. Yontem gegerliligi (validasyon) ise bu
Ozelliklerin uluslararas1 standartlarda oldugunu gostermektedir (Gilimiistas, 2016;
Crowter, 2001; Ermer, 2005; Haider, 2002; Hartmann ve ark., 1998; ICH-Q2A,
2005; ICH-Q2B, 2005; Kromidas, 2005; Lee, 2004; US FDA, 1983; US FDA, 2000
ve USP 37, 2014).

Gelistirilen yontemlerin kullanilabilir olmast i¢in iyi karakterize edilmesi ve
giivenilir sonuglarin elde edilebildigi tamamen gecerli olan analitik yontemlerin

gelistirilmesi sarttir.

Asagidaki ¢izelgede farkli klavuzlara gore yapilmasi gereken validasyon

parametreleri verilmistir.
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Cizelge 2.7. Validasyon paremetreleri

Gerekli VValidasyon Parametresi ICH USP
Secicilik v v
Dogrusallik v v
Aralik v v
TS v Sadece sinir testlerinde
Sadece kantitatif
TAS v
calismalarda
Tekrarlanabilirlik v v
Giin i¢in tekrar edilebilirlik v -
Kesinlik | Glinler araslt tekrar .
edilebilirlik
Dogruluk v v
Tavsiye
Saglamlik . v
edilir
Tavsiye
Tutarlilik . v
edilir
Cozelti Stabilitesi v Tavsiye edilir
Tavsiye
Duyarhilik - v
edilir

2.2.4.2. Validasyonun Genel islemleri

Validasyon, herhangi bir analitik yontemin giivenilirligini ortaya koymak i¢in
de kullanilmaktadir. Ayrica bir laboratuvarin analitik verilerinin ne kadar giivenilir
oldugunu anlamak i¢in o laboratuvarda kullanilan yontemlerin validasyonlarida
sarttir (Ozkan, 2012). Validasyonun gegerliligi igin asagida belirtilen islemlerin ve
tanimlamalarin yapilmasi1 gereklidir (Haider, 2002; Hartmann ve ark., 1998;
Kromidas, 2005; USP 37, 2014; US FDA, 1983; US FDA, 2000; Ozkan, 2012 ve
Ozkan ve ark., 2015; Giimiistas, 2016).
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» Cihaz/Ekipman Kalite Kontrolii: Bu kontrole biitiin cihazlarin donanimsal
ve yazilimsal kontrolleri yapilir,

» Rutin analizde kullanilacak bir analizin veya yontem parametrelerinde
herhangi bir degisiklik yapilan metodun validasyonu,

» Ayirma yontemlerinin validasyonu i¢in gerekli olan ve caligma sirasinda,
giinler arasinda ve numunelerin analizleri sirasinda uygulanan Sistem

Uygunluk Testleri (SUT) ve ilgili parametrelerinin saptanmasi.

ICH (International Council on Harmonization: Uluslararasi uyum konseyi) ve
Farmakopeler tarafindan stabilite, islem analizleri, tanima, saflik, ila¢ etken
maddesinin etkinligini, salim testleri ve kabul testleri gibi basamaklar i¢in detayl
bilgiler verebilen yeni analitik yontemlere gerekli validasyon parametreleri ve bu
parametrelerin sahip olmasi gereken degerler Onerilmis ve kabul edilmistir.
Validasyon, tek bagina bir yontemin uygulanmasi i¢in diisiiniilmemelidir. Bir analitik
yontem kullanimi siiresince her zaman ve her yerde gecerliligini korumalidir. Bir
analiz yontemi, etkinlik parametreleri ile karakterize edilir. Bu etkinlik degerleri
cesitli kilavuzlar ve farmakopelerde belirtilen degerleri saglamalidir (Chan ve ark.,
2004; Crowter, 2001; ICH-Q2A, 2005; ICH-Q2B, 2005; Lee, 2004; USP 37, 2014,
Riley ve Rosanske, 1996; Swartz ve Krull, 1997; Snyder ve ark., 1997; Ahuya ve
Scypinski, 2001; Lunte ve Radzik, 1996; Adamovics, 1997; Braggio ve ark., 1996;
Shabir, 2003; Papadoyannis ve Samanidou, 2004; Ermer, 2001; Mc Dowell, 1999;
Ermer ve Miller, 2005; De Bievre ve Gunzler, 2005 ve Vessman, 1996; Giimiistas,
2016).

2.2.4.2.1. Segicilik

Seg¢icilik, analizi yapilan numunede var olan ve analizi yapilan maddeyle
girisim yapabilecek ilgili bilesenlerin (safsizlik, bozunma iiriinleri veya ortamdan
gelebilecek) yaninda analiz edilmek istenilen maddenin Olgiilebilmesidir. Segicilik,
kromatografik sistemlerin validasyonunun en Onemli parametresidir. Ciinki

seciciligin  olmadigi bir ydntemde baska hicbir parametrenin O6neminden

39



bahsedilemez. Seciciligin yeterli diizeyde olmamasi durumunda, yOntemin
dogrusalligi, dogrulugu ve kesinligi hakkinda yanlis bilgiler elde edilir.
Seciciligin belirlenmesi i¢in birkag¢ farkli yol vardir:

» Biitiin bilinen veya girisim yapmasindan sliphe edilen maddeler (benzer
maddeler, dozaj formu i¢indeki yardimc1 maddeler gibi) ayni anda kolona enjekte
edilir ve gelistirilen yontemle analiz edilir ve ayirim giicii degerlerine bakilir (Rg
=>2,0 olmalidir).

» Gelistirilen kromatografik yontemin sartlarinda ufak degisiklikler yapilir,
(cozelti bilesimi, tampon ¢oOzelti pH’si, sicaklik gibi) Bu degisikliklerin pik
performansina olan etkileri takip edilir.

» Kullanilan FDD dedektorii ile yazilim vasitasiyla pik safliklari kontrol
edilir. Mevcut sinyalin altinda bir sinyal daha olup olmadigindan emin olunabilir
(Barwick ve Ellison, 2005; Bliener, 2006; Branch, 2005; Casro ve ark., 2005; Chan,
2004; Chan ve ark., 2004; Christian, 2004; Crowter, 2001; Ermer ve Ploss, 2005;
Gorog, 2007; Grdinic ve Vukovic, 2004; Gumustas ve Ozkan 2011; Haider, 2002;
Hartman ve ark., 1998; Hibbert, 2007; ICH-Q2A, 2005; ICH-Q2B, 2005; Konieczka,
2007; Lee, 2004; Majcen, 2003; Prichard ve Barvick, 2007; Riley ve Rosanske,
1996; Shabir, 2003; Snyder ve ark., 1997; Switaj-Zawadka ve ark., 2005; Thompson
ve ark., 2002 ve Van Locco ve ark., 2002; Glimiistas, 2016).

2.2.4.2.2. Dogrusallik ve Arahk

Dogrusallik analit derisiminin bir fonksiyonudur ve sinyallerin grafiksel olarak
yorumlanmasi ile belirlenir. Egim (m), kesisim (n) ve korelasyon (RZ) katsayist

dogrusallig1 veren parametrelerdir.

Bu parametreler analit derisiminin 6lciilen sinyallere karsi regresyon analizleri
kullanilarak matematiksel olarak hesaplanir. Dogrusallik, korelasyon katsayisinin

0,999 ve tizerinde olmasi durumunda saglanmis demektir.
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Dogrusalligi belirlemek i¢in stok ¢ozeltiden en az 5 farkli derisim hazirlanir ve
analiz sonuglar1 ¢ozelti derisimlerine kars1 grafige gecirilir. Grafige gecirilen
noktalar bulunan egilim ¢izgisi iizerine denk gelmeli veya ¢ok yakinindan
gecmelidir. Boylelikle r veya R? degerleri de 1’e yaklagsmis olur. Dogrusallik
sonuclart raporlanirken egim ve kesisim degerlerinin % BSS’leri veya standart

hatalar1 da hesaplanarak verilmelidir.

Aralik ise dogrulugu ve duyarlig1 yeterli kabul edilen bir yontemin gecerli
oldugu alt ve iist sinirlar arasinda yer alan derisim aralig1 olarak adlandirilmaktadir.
Her nicel yontemde ¢aligma araligr mutlaka belirlenmelidir. Genellikle ¢aligmalarda
en iyi performansi veren calisma araligi hedeflenen seviyelerin % 50’si ile % 150’si
arasindadir (Ozkan, 2012; Gumustas ve Ozkan, 2011 ve Ozkan ve ark., 2015;
Glimiistas, 2016).

2.2.4.2.3. Teshis Simir1 (TS, LOD) ve Tayin Alt Simir1 (TAS, LOQ)

Bir numune i¢inde analizi yapilacak bilesenin (analit) teshis edilebilen, ancak
kabul edilebilir bir belirsizlikle miktar tayini yapilamayan en diigiikk derisimi TS
olarak ifade edilir. TAS ise dogru bir sekilde tayin edilebilen cevabi veren en kiigiik
analit derisimini ifade eder. Bu degerler birkag yolla bulunabilir veya hesaplanabilir.
Bunlar, gorsel degerlendirme, sinyal-giiriiltii oran1 ve cevabin standart sapmasi ve

egim kullanilarak hesaplanmasi yontemleridir.

Gorsel yontem ile hazirlanabilecek en diisiik derisimdeki ¢ozelti hazirlanir ve
sisteme enjekte edilir bu islem bilesenin sinyalinin belirdigi fakat alan okumasinin

yapilamadig1 en diisiik seviyenin saptanmasina kadar devam eder.

Ikinci ydntem icin yapilan deneylerden elde edilen kromatogramlardaki
sinyal/gliriilti oranlar1 kullanilir. Bunun i¢in analitin bilinen diisiikk derisimdeki

cozeltilerinden elde edilen cevaplar, sahit (kor) ¢ozelti cevaplar ile karsilastirilir.
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Sinyalin giiriiltiiye oraninin 3 oldugu derisim TS ve 10 oldugu derisim TAS olarak

kabul edilir.

Esitlik 2.3. ve esitlik 2.4’de s standart sapmayi, m ise ilgili kalibrasyon
dogrusunun egimini ifade etmektedir. Bu esitlikler ayn1 zamanda egri fonksiyonuna
bagli olarak TS, TAS ve duyarlilik arasindaki iligkiyi de gdstermektedir (Gumustas
ve Ozkan, 2011 ve Ozkan, 2012; Glimiistas, 2016).

TS = 22 (Esitlik 2.3.)
10x s  q-
TAS = (Esitlik 2.4)

2.2.4.2.4. Kesinlik

Analiz  i¢in  gelistirilen yOntemin gercek c¢alisma  kosullarindaki

tekrarlanabilirliginin 6l¢iisiidiir. Kesinlik sonuglar1 % BSS olarak verilmelidir.

Kesinlik ii¢ agsamada incelenir:

» Enjeksiyonlar arasi tekrarlanabilirlik (tekrar edilebilirlik),
> Orta kesinlik,
> Tekrar elde edilebilirlik

Tekrarlanabilirlik, kisa siirelerde ayn1 numune veya ¢ozeltiler kullanilarak ayni
sartlar altinda elde edilen kesinlik parametresidir. Ayrica enjeksiyonun
tekrarlanabilirligi olarak da adlandirilir. Elde edilecek % BSS degeri < 1.0 olmalidar.
Bu deger eser element analizlerinde, biyolojik numunelerde ve safsizlik tayinlerinde

% 5’e kadar kabul edilebilir seviyededir.
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Orta kesinlik, laboratuvar i¢i deneysel farkliliklar1 belirtmektedir. Calismalar
arasi, deneyler arast veya giin i¢i kesinlik olarak da tanimlanabilir. Analit ¢ozeltisi
ayni giinde ve/veya farkli analizciler tarafindan hazirlanir. Hazirlanan ¢6zeltilerin her
birinden en az 3’er defa dlgiim yapilir. Orta kesinlik sonuglart %BSS kullanilarak
ifade edilir ve % BSS < 2 olmalidir. Eger biyolojik numunelerle caligiliyorsa bu
kesinlik derecesini veren % BSS degerleri % 10-15’e kadar ¢ikabilmektedir.

Tekrar elde edilebilirlik, yontemlerin farkli sartlarda, farkli giinlerde, farkl
laboratuvarlardaki kullaniminin kesinligini belirtir. Tekrar elde edilebilirlik kriteri %
BSS <2 olmalidir. Ancak safsizlik veya eser madde analizlerinde bu oran % 10-15’¢

kadar kabul edilebilir seviyededir (Giimiistas, 2016).

2.2.4.2.5. Dogruluk (Geri Kazanim)

Dogruluk, validasyon ¢alismalarinin en zor ve en O6nemli pargasidir. Analiz
sonucu elde edilen degerin gercek (referans) degere ne kadar yakin oldugunun
Olciisiidiir. Dogruluk sonuglar1 ortalama % geri kazanim cinsinden ifade edilir.
Ortama ilave edilen saf maddenin, analiz yapilan ortamdan hangi oranda geri
alinabildiginin gostergesidir. Geri kazanim caligmalari en az 3 degisik derisimde
yapilir; bunlar genellikle hedef degerin % 25, % 50 ve % 100’{ine esdeger olacak
derisim degerleri secilerek kullanilir. Segilen herbir derisim degeri i¢in en az 5
tekrarli analiz yapilmalidir ve bunun sonucunda geri kazanim sonuglar1 % 100’iine

kadar yakinsa yontemin o kadar dogru oldugu diisiiniiliir.

Dogruluk bir takim yaklagimlarla saptanip, gosterilebilir. Bunlar:

» Kesin dogrusallik ve segicilik,
» Elde edilen sonuglarin, gecerli ve bagimsiz baska bir yontem ile
kiyaslanmasi,

» Analizi yapilacak ger¢ek numuneye uygulanmasi,
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> Ilag numunesine veya matris ortamina etken maddeyi standart ekleme ile

ilave edip, geri kazaniminin bulunmasidir.

Kor matriks ortamina analizi yapilan maddenin ilavesi: Matriks etkisi olan
numunelerle c¢alisildigi zaman tercih edilir. Analitin bos ortama farkli derisimlerde
eklenmesiyle gerceklestirilir. Bu analizlere 6rnek olarak ilag etken madde analizleri
icin, etken madde icermeyen fakat yardimci maddelerin oldugu ortam kullanilabilir.
Genellikle % 50, 75, 100, 125 ve 150 oraninda madde ilavesi yapilir ve her derigim
degerinde en az 3’er Ol¢lim yapilir. Bu islemlerin sonuglart % geri kazanim olarak
ifade edilir ve % BSS ve/veya % bagil hata (BH) (% Bias) ile beraber raporlanir.
Referans standart bir yontem kullanarak sonuglarin kiyaslanmasi: Gelistirilen analiz
yontemi ile 3 farkli derisimde, 3’er o6lglim alimir ve bu degerler % geri kazanim
degerlerine cevrildikten sonra tiimii bir araya getirilir. Her iki yonteme ait analiz
sonuglar istatistiksel olarak kiyaslanir. Bu islem yapilirken Student t ve F testleri
kullanilir. t testi ile iki yontemle elde edilen sonuglarin ortalamalar1 arasindaki
farklar, F testi ile de standart sapmalar arasindaki farklar karsilastirmali olarak rapor
edilir. Bulunan degerler, teorik degerler ile karsilastirilir, karsilastirma sonucunda
hesaplanarak elde edilen degerler cizelgede yer alan teorik degerlerden kiigiik veya
bu degere yakin ise gelistirilen yontemin en az referans olarak kabul edilen yontem
kadar hassas oldugu kanisina varilir. Sonuclarin ortalamalari, asagidaki esitliklerde
goriilen % bagil standart sapma (% BSS) ve/veya % bagil hata (BH) (% Bias) ile

beraber verilir.

Standart ekleme yontemi ile saf madde ilavesi: Bos bir matriks bulunmayan
durumlarda bu yontem siklikla tercih edilir. Analizi yapilacak maddenin bilinen ve
farkli miktarlar1 matriks igerisinde yer alan ve miktar1 bilinmeyen veya daha once
tayin edilmis ayni maddenin iizerine ilave edilir. Asil numunedeki etken madde
derisimi deney verilerinden matematiksel olarak hesaplanir. Genellikle % 25, 50, 100
oraninda madde ilave etmek i1yi bir yaklasimdir. Genellikle, katki maddelerinin ve
yardimcr maddelerin bilinmedigi durumlarda kullanilir. Sonuglarin ortalamalari, %

BSS ve/veya % BH ile beraber raporlanir (Giimiistas, 2016).
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% BSS = = x 100 (Esitlik 2.5.)

% BH = =% x 100 (Esitlik 2.6.)
2.2.4.2.6. Saglamhk

Gelistirilen bir kromatografik yontemin analiz parametrelerindeki ufak
degisimlerden etkilenmeden uygulanabilmesinin gostergesidir. Bu parametreler
organik ¢oziicli ylizdesi, pH, iyonik gii¢, dalga boyu, akis hizi ve sicaklik gibi
etkenlerdir (Giimiistas, 2016).

2.2.4.2.7. Tutarhihk

Tutarlilik, kullanilan yontemin gercek pratik kosullar altinda tekrar
edilebilirliginin saptanmasidir ve tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik gibi
degerlerle de yakindan alakalidir (Heyden ve ark, 1996). Bunun igin ¢alisma, ayni
laboratuvarda  bulunan  farkli  analizciler, farkli  cihazlar  tarafindan
gerceklestirilmelidir. Bunun yaninda kullanilan reaktif ve ¢oziiciilerin markalarinin
ve lretim serilerinin degistirilmesi gibi normal analiz kosullarmin degistirilmesi,
aynt marka ve modele sahip yeni bir kolon kullanarak tekrarlanmasi gereklidir.
Ogzellikle yontemin farkli bir laboratuvarda gerceklestirildigi durumlarda bu
parametre son derece dnemlidir ve elde edilen sonuglar % BSS degeri ile ifade edilir

(Ozkan, 2012; Giimiistas, 2016).

2.2.4.2.8. Stabilite

Bu parametre genellikle ¢alisilan analitlerin kararliligi ile alakalidir. Analitin
farkli kosullar altinda ne kadar siire kararli kalabildigini bize gosterir. Stabilite

calismalar1 sonucunda ydntemin seciciligi de tekrar denenmis olur. Ozellikle
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meydana gelebilecek bozunma {iriinlerinin etken madde yaninda tayin edilebildiginin

bir gostergesidir. 4 farkli sekilde stabilite ¢calismalar1 yapilabilmektedir:

> Kisa siireli stabilite
» Uzun siireli stabilite
» Dondurma-¢6zme stabilitesi

» Hizlandirilmis bozundurma c¢alismalari

Kisa siireli stabilite ¢alismalarinda farkli derisim seviyelerinden alinan 6rnekler
oda sicakliginda ¢oziiliir ve 4-24 saat araliginda bu ortamda kalmasi saglanir. Bu

islem sonrasinda sonuglar taze hazirlanmis ¢ozelti ile karsilastirilir.

Uzun siireli stabilite ¢alismalarinda kullanilan etken maddenin ne kadar siire
kararli kaldig olciiliir. 3, 6 ve 12 aylik zaman dilimlerinde dl¢iimler alinir ve taze

¢Ozelti sonugclari ile karsilastirilir.

Dondurma-¢dzme stabilitesi ii¢ dongii iizerinden gergeklestirilir. Ug farkli
derisimdeki ¢ozeltiler istenilen sicaklikta 24 saat siire ile dondurulur. Daha sonra
kendiliginden ¢oziilmesi i¢in beklenir ve bu islem 2 defa daha tekrarlandiktan sonra

analiz yapilarak sonuglar karsilastirilir.

Hizlandirilmis bozunma c¢aligmalar1 kullanilarak etken maddenin hizli bir
bicimde bozulmasi saglanir ve bu sayede safsizliklarin veya bozunma sonucu olusan

uriinlerin analize etkisi incelenir (Glimiistas, 2016).
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3.BULGULAR

3.1. KLO, DIN ve BUP Pestisitleri Icin Gelistirilen YBSK-FDD Yéntemine Ait

Analiz Bulgulari

3.1.1.Yonteminin Optimizasyonu

Uc tane pestisitin (KLO, DIN ve BUP) es zamanli olarak YBSK-FDD
yontemiyle analizi i¢in en uygun kromatografik kosullarin belirlenmesine hareketli
faz bilesimi denemeleriyle baslanmistir. Daha sonra hareketli fazin bileseni olan
tampon ¢dzeltinin molarite degisiminin analiz sonucuna etkisini inceleme caligmalari
yapilmistir. Farkli sabit fazlar denenerek sabit fazin partikiill boyutunun etkisi
incelenmistir. Bununla birlikte, pH, akis hizi ve kolon sicakligmin belirlenmesi
caligmalar1 da yapilmistir. SUT parametrelerini hesaplamak ve 6lii zamani (t,)

belirlemek i¢in potasyum bromiir (KBr) kullanilmistir.

3.1.1.1. Hareketli Fazda Organik Coziicii ve Tampon Cozeltinin Yiizdelerinin

Belirlenmesi

YBSK yonteminde, SUT parametrelerine dayanan iyi bir ayrim igin organik
¢oziicli ve su yiizdesi son derece kritik bir parametredir. Uygun ACN oranin1 bulmak
i¢in hareketli fazin organik ¢oziicii igerigi % 60, % 70, % 75, % 80, % 85, % 90 ve %
95 oranlarinda degistirilmistir. Bu ¢aligmalar Kinetex C 18 (150 mm x 4,6 mm x 5
um) kolonda 25 °C’de 1 mL dk™ akis hiz1 ve 10 pL enjeksiyon hacmiyle yapilmustir.

Tampon ¢ozelti olarak 10 mM amonyum asetat kullanilmustir.
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Sekil 3.1. Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon, 25 °C, 1 mL dk™ akis huzi, pH: 6.54, 254
nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon — 10 mM Amonyum asetat (60/40; h/h) (A), (70/30; h/h)
(B), (75/25; h/h) (C), (80/20; h/h) (D), (85/15; h/h) (E), (90/10;h/h) (F) ve (95/5; h/h) (G) ile yapilan
calismalara ait kromatogramlar
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Sekil 3.1. (Devami) Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon, 25 °C, 1 mL dk™ akis hiz, pH:
6.54, 254 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon — 10 mM Amonyum asetat (60/40; h/h) (A),
(70/30; h/h) (B), (75/25; h/h) (C), (80/20; h/h) (D), (85/15; h/h) (E), (90/10;h/h) (F) ve (95/5; h/h) (G)
ile yapilan galigmalara ait kromatogramlar
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49



mAY KLO
409
35
304 .
3 DIN
E
254
8 BUP
=
18 204
5~
[}
8 159
@)
109
56
0
0 1 2 3 i 5 Zaman (dk)
- KLO F
40¢
35¢
— DiN
O 30f
[
Z BUP
O 25
—
:8
X~ 20
[}
=]
8 15¢
10¢
5¢
0
0 : 2 3 “ 5 Zaman (dk)

Sekil 3.1. (Devami) Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 pm) kolon, 25 °C, 1 mL dk™ akis hizi, pH:
6.54, 254 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon — 10 mM Amonyum asetat (60/40; h/h) (A),
(70/30; h/h) (B), (75/25; h/h) (C), (80/20; h/h) (D), (85/15; hi/h) (E), (90/10;h/h) (F) ve (95/5; h/h) (G)

ile yapilan ¢aligmalara ait kromatogramlar

50



3004

Dedektor Cevabi

100{

KLO

DiN

BUP

* Zaman (dk)

Sekil 3.1. (Devami) Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 pm) kolon, 25 °C, 1 mL dk™ akis hizi, pH:
6.54, 254 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon — 10 mM Amonyum asetat (60/40; h/h) (A),
(70/30; h/h) (B), (75/25; h/h) (C), (80/20; h/h) (D), (85/15; h/h) (E), (90/10;h/h) (F) ve (95/5; h/h) (G)
ile yapilan ¢aligmalara ait kromatogramlar

Cizelge 3.1. Sistem uygunluk testlerine gore hareketli faz bilesiminin karsilastirilmasi

Hareketli KLO DIN BUP
Fazda
ACN t; (dKk) N Rs t; (dK) N Rs* a t, (dk) N Rs** a
Yiizdesi
% 60 4,163 | 6571 | - 8,397 | 7352 | 14,157 | 2,448 | 13,484 | 7637 | 10,088 | 1,71
% 70 2,729 | 7266 | - 4,264 | 9319 | 10,053 | 2,053 | 6,697 | 10862 | 11,21 | 1,815
% 75 2,348 | 6417 | - 3,316 | 7866 | 7,238 | 1,903 | 5,078 | 9272 | 9,763 | 1,864
% 80 2,091 | 6223 | - 2,706 | 7588 | 5,329 | 1,714 | 4,006 | 9553 | 2,381 | 1,215
% 85 1,895 | 5945 | - 2,268 | 6993 | 3,595 | 1,594 | 3,214 9186 7,788 | 1,947
% 90 1,734 | 5557 | - 194 | 6223 | 2,141 | 1,474 | 2,604 8456 6.264 2,04
% 95 1,641 | 5363 | - 1,75 | 5506 | 1,187 | 1,248 | 2,23 7729 | 1,998 | 1,391

Rs*=KLO-DIN , Rs**~DIN-BUP

3.1.1.2. Tampon Cozelti Molaritesinin Belirlenmesi

Calisilan pestisitlerin analizleri tizerinde tampon ¢ozeltisinin molaritesinin

etkisini incelemek i¢in, mobil faz bilesimi, kolon sicakligi, kolon ve akis hizi

parametreleri sabit tutulmus ve amonyum asetat tamponu ¢ozeltisi derisimleri

artirarak kullanilmastir.
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Sekil 3.2. Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon, 25 °C, 1 mL dk™ akis hizi, pH: 6.54, 254
nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon — 5 mM (A), 10 mM (B), 20 mM (C), 40 mM (D),

Amonyum asetat (70/30; h/h) ile yapilan ¢aligmalara ait kromatogramlar
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Sekil 3.2. (Devami) Kinetex Cyg (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon, 25 °C, 1 mL dk™ akis hizi, pH:
6.54, 254 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon —5 mM (A), 10 mM (B), 20 mM (C), 40 mM
(D), Amonyum asetat (70/30; h/h) ile yapilan ¢alismalara ait kromatogramlar

Cizelge 3.2. Sistem uygunluk testlerine gore tampon ¢dzelti molaritesinin karsilastirilmasi

Tampon KLO DiN BUP
Cozelti
| t(dKk) N Rs | a | t(dk) N Rg* a t, (dKk) N Rg** a
Molaritesi
5mM 2,701 | 8174 - - | 4,211 | 10740 | 10,640 | 2,129 | 6,599 | 12655 | 11,210 | 1,814
10 mM 2,729 | 7266 | - - | 4,264 | 9319 | 10,053 | 2,056 | 6,697 | 10892 | 11,004 | 1,815
20 mM 2,718 | 7880 | - - | 4,238 | 10295 | 10,480 | 2,023 | 6,651 | 12212 | 11,816 | 1,803
40 mM 2,721 | 7555 | - - | 4,234 | 9727 | 10,170 | 8,076 | 6,363 | 11603 | 11,468 | 2,391

Rs*=KLO-DIN , Rs**=DIN-BUP
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3.1.1.3. Uygun kolon (Sabit Fazin) Secimi

Optimizasyon c¢aligmalarinin bu asamasinda farkli marka ve partikiil
biiyiikliigiine sahip ters faz kolonlarinin etkisi incelenmistir. Hareketli faz bilesimi,
tampon ¢ozelti molaritesi, akis hizi, pH ve kolon sicaklig1 sabit tutularak denemeler

yapilmustir.
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Sekil 3.3. Super Cosil LC 18 (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um) kolon (A), X-Bridege C18 (150 mm x 4,6
mm x 5 um) kolon (B), Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 pum) kolon (C), 25°C, 1mL dk™ akis hiz1,
pH:6.54, 254 nm dalga boyu, hareketli faz, : ACN: Tampon- 10 mM Amonyum asetat (70/30; h/h) ile
yapilan caligmalara ait kromatogramlar
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Sekil 3.3. (Devami) Super Cosil LC 18 (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um) kolon (A), X-Bridege C18 (150
mm x 4,6 mm x 5 um) kolon (B), Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon (C), 25°C, 1mL dk
Y akis hizi, pH:6.54, 254 nm dalga boyu, hareketli faz, : ACN: Tampon- 10 mM Amonyum asetat
(70/30; h/h) ile yapilan ¢aligmalara ait kromatogramlar
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Cizelge 3.3. Sistem uygunluk testlerine gore kolonlarin karsilagtirilmasi

KLO DIN BUP

Sabit Faz

t, (dk) N Rs | a | t(dk) N Rs* a t, (dk) N Rg** a
Kinetex
c1s 2,729 | 7266 | - - | 4264 | 9319 | 10,053 | 2,056 | 6,697 | 10892 | 11,004 | 1,815
Super
cosil LC | 3,427 | 6155 | - - | 5632 | 5632 | 15,607 | 2,166 | 9,506 | 10183 | 10,796 | 1,904
18
X Bridge
c18 3,304 | 6252 | - - | 5,562 | 10740 | 13,020 | 2,056 | 9,555 | 11970 | 11,638 | 1,951

Rs*=KLO-DIN , Rs**~DIN-BUP

3.1.1.4. Farkh Tampon Cézeltilerin Analizleri

Daha onceki calismalarda tampon ¢ozelti olarak amonyum asetat ¢ozeltisi
kullanilmistir. Optimum kosullarin belirlenmesinde tampon ¢o6zelti tiiriiniin analiz
sonuclarina etkisini incelemek i¢in tiim deneysel parametreler sabit tutularak

amonyum asetat ve sodyum asetat tampon ¢ozeltileri ile analizler yapilmistir.
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Sekil 3.4. Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 pm) kolon, 1mL dk™ akis hizi, pH:6,54, 254 nm dalga
boyu, hareketli faz: ACN: Tampon- 10 mM Amonyum asetat (A), 10 mM sodyum asetat (B)
(70/30;h/h) ile yapilan galigmalara ait kromatogramlar
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Sekil 3.4. (Devami) Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon, 1mL dk™ akis hiz1, pH:6,54, 254
nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon- 10 mM Amonyum asetat (A), 10 mM sodyum asetat (B)
(70/30;h/h) ile yapilan ¢alismalara ait kromatogramlar

Cizelge 3.4. Sistem uygunluk testlerine gére tampon ¢ozelti tiirlerinin karsilastiriimasi

KLO DIN BUP
Tampon Cozelti
t(@dk)| N |Rs|e| t(dk)| N Rs* a t; (dK) N Rs** a
Amonyum asetat 2,729 | 7266 | - | -| 4,264 | 9319 | 10,053 | 2,056 | 6,697 | 10892 | 11,004 | 1,815
Sodyum asetat 2,108 | 6773 | - |-| 3,888 | 8798 | 6,892 | 1,156 | 8,163 | 10291 | 9,747 | 2.341

Rs*=KLO-DIN , Rs**~DIN-BUP

3.1.1.5. Kolon Sicakhigimin Belirlenmesi

Optimum kolon sicakligin belirlenmesi igin kolon sicaklig1 25°C, 35°C ve 45°C

yapilarak analiz sonuglar1 karsilastirilmistir.
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Sekil 3.5. Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 pm)kolon, 25°C (A), 35°C (B), 45°C (C) 1mL dk™ akis
hiz1, pH: 6.54, 254 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon- 10 mM Amonyum asetat (70/30;

h/h) ile yapilan ¢aligmalara ait kromatogramlar
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Sekil 3.5. (Devami) Kinetex C18 (150 mm X 4,6 mm x 5 um)kolon, 25°C (A), 35°C (B), 45°C (C)
imL dk* akig hizi, pH: 6.54, 254 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon- 10 mM Amonyum
asetat (70/30; h/h) ile yapilan galigmalara ait kromatogramlar

Cizelge 3.5. Sistem uygunluk testlerine gore kolon sicakliklarinin karsilagtirtlmasi

Stcaklik KLO DIN BUP
t @) | N | Rs t@dk) | N Rs* @ | 4@k | N R&™ | «
25°C | 2,729 | 7266 | - 4,264 | 9319 | 10,053 | 2,056 | 6,697 | 10892 | 11,004 | 1,815
35°C | 2672 | 6838 | - 4.184 | 7970 | 5204 | 1.446 | 6.412 | 8657 | 9.551 | 4.146
45°C | 2538 | 6782 | - 3.879 | 8261 | 5431 | 1.439 | 5836 | 9164 | 9.307 | 3.685

Rs*=KLO-DIN , Rs**~DIN-BUP

3.1.1.6. Akis Hiz1 Optimizasyonu

Sabit faz se¢im ¢alismalar1 sonucunda, Kinetex C 18 (150 mm x 4,6 mm x 5

um) kolon ile 1 mL dk™ akis hizinda diger kolonlardan daha diisiik bir basing degeri

gozlenmistir. Kinetex C 18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolonda akis hizi denemeleri

yapilarak sistem uygunluk test parametreleri hesaplanmistir.
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Sekil 3.6. Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon, 1 mL dk™ (A), 1.25 mL dk™ (B), 1.5 mL
dk? (C), 2 mL dk™* (D) akis hizi, pH:6.54, 254 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon- 10 mM
Amonyum asetat (70/30; h/h) ile yapilan ¢aligmalara ait kromatogramlar
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Sekil 3.6. (Devami) Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 pm) kolon, 1 mL dk™ (A), 1.25 mL dk™ (B),
1.5 mL dk* (C), 2 mL dk™* (D) akis hizi, pH:6.54, 254 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon-
10 mM Amonyum asetat (70/30; h/h) ile yapilan ¢alismalara ait kromatogramlar
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Cizelge 3.6. Sistem uygunluk testlerine gore akis hizlarinin karsilagtirilmasi

Akis KLO DiN BUP
hizi

t, (dk) N Rs | a | t(dk) N Rs* a t, (dk) N Rg** a
1
Lt 2,729 | 7266 - - 4,264 | 9319 | 10,053 | 2,056 | 6,697 | 10892 | 11,004 | 1,815
m
1,25
L dict 2,212 | 4960 - - 3,486 | 6110 | 8,364 | 2.408 | 5,486 | 6912 9,030 | 1,804
m
15
L dkd 1,838 | 3898 - - 2,896 | 4986 | 7,529 | 2,031 | 4,559 | 5738 8,188 | 1,789
m
2
Lt 1,378 | 2912 - - 2,167 | 3802 | 6,493 | 2,027 | 3,416 | 4455 7,222 | 1,801
m

Rs*=KLO-DIN , Rs**~DIN-BUP

3.1.1.7.Tampon Cozeltinin pH’sin1 Belirleme Calismalar:

Tampon ¢o6zelti, kolon, akis hizi ve sicaklik ¢alismalarindan sonra tampon
¢ozeltinin pH'sinin analiz tizerindeki etkisini gormek igin tampon ¢6zeltinin pH’s1

asetik asit ile 5.5, 4.5 ve 3.5'e ayarlanmis ve incelenmistir.
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Sekil 3.7. Kinetex C 18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon, 1 mL dk™ akis hizi, pH: 6.54 (A), pH: 5.5
(B), pH: 4.5 (C), pH: 3.5 (D), 254 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon- 10 mM Amonyum

asetat (70/30; h/h) ile yapilan ¢aligmalara ait kromatogramlar
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Sekil 3.7. (Devami) Kinetex C 18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon, 1 mL dk™ akis hizi, pH: 6.54
(A), pH: 5.5 (B), pH: 4.5 (C), pH: 3.5 (D), 254 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon- 10 mM
Amonyum asetat (70/30; h/h) ile yapilan ¢aligmalara ait kromatogramlar
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Cizelge 3.7. Sistem uygunluk testlerine gore akis hizlarinin karsilastirilmasi

KLO DIN BUP
PH t@) | N |Rs t@k) | N Rs* @ | 4@k | N R | «a
6,54 | 2,729 | 7266 | - 4264 | 9319 | 10,053 | 2,056 | 6,607 | 10892 | 11,004 | 1,815
550 | 2,750 | 6921 | - 4319 | 8805 | 9,901 | 2,064 | 6,791 | 10558 | 11,030 | 1,812
450 | 2,759 | 6581 | - 4334 | 8271 | 9,629 | 2,068 | 6,814 | 9883 | 10,705 | 1,813
350 | 2,766 | 6139 | - 4349 | 7700 | 9,308 | 2,072 | 6,831 | 9306 | 10,290 | 1,811
Rs*=KLO-DIN , Rs**=DIN-BUP

Optimizasyon ¢alismalar1 sonucu optimize edilen kosullar Cizelge 3.8’ de

verilmigtir.

Cizelge 3.8. Optimize edilen kosullar

Parametre Optimize Edilen Kosullar
Kolon Kinetex C 18 (150 mm x 4,6 mm x 5 pm)
Hareketli faz bilesimi ACN: Tampon- 10mM Amonyum asetat (75/25; h/h)
pH 6,54
Sicaklik (°C) 25
Akis hizi (mL dk™) 1
Enjeksiyon hacmi (pL) 10
Dalga boyu (nm) 254

3.1.2. Sistem Uygunluk Testlerinin Sonuc¢lar:

Gelistirilen YBSK yontemi i¢in optimize edilen kosullarda SUT parametreleri

hesaplanmis ve ¢izelge 3.9’da verilmistir.

Cizelge 3.9. SUT parametreleri

Parametre KLO DIN BUP

Alikonma zamant (tg) 2,348 3,316 5,078
Kapasite faktori (k) 0,87 0,96 1,04
Ayirim Giicii (Rs) - 7,238 9,763

Kolon etkinligi (N; tabaka/metre) 6417 7866 9272
Segicilik (o) - 1,903 1,864
Kuyruklanma faktorii (t) 0,946 1,014 1,091
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3.1.3. Kalibrasyon Calismalarina Ait Sonuclar

Tez ¢aligmasinin bu asamasinda her bir pestisit artan konsantrasyonlarda (1, 2,
5, 10, 20, 40, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200 pg mL ") hazirlanarak 5 tekrarli olarak
sisteme enjekte edilmistir. Konsantrasyona karsilik tekrarli sonuglardan elde edilen
ortalama pik alanlar1 grafige gecirilerek her bir madde i¢in kalibrasyon egrileri

olusturulmus ve validasyon parametreleri hesaplanmistir.
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Sekil 3.8. KLO i¢in kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.9. DIN igin kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.11. Kalibrasyon sonuglari; Piklerin gelis sirasiyla KLO, DIN ve BUP icin 1 (a), 2 (b), 5 (c),
10 (d), 20 (e), 40 (f), 50 (g), 75 (h), 100 (i), 125 (j), 150 (k), 175 (1), 200 (m) pg mL*
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Sekil 3.12. Kalibrasyon sonuglari; Piklerin gelis sirasiyla KLO, DIN ve BUP icin 1 (a), 2 (b), 5 (c),

10 (d), 20 (¢) pg mL™*

Cizelge 3.10. Kalibrasyon hesaplar1 sonucunda bulunan validasyon parametreleri

Validasyon Parametresi KLO DIN BUP
Dogrusal aralik (ug mL™) 1-200 1-200 1-200
Egim 27,973 24,556 19,221
Kesigim -6,20621 -18,062 -7,4444
Korelasyon katsayisi 0.9998 0.9997 0.9999
Egimin standart hatasi 0,104 0,126 0,063
Kesisimin standart hatasi 10,339 12,543 6,265
**Teshis st (ug mL™) 0,027 0,042 0,051
***Tayin alt sinir 0,080 0,126 0,153
(ugmL™)
Giin i¢i tekrar edilebilirlik 0,394 0,697 0,808
(% BSS)*
Giinler aras1 tekrar 1,161 0,977 0,985
edilebilirlik (% BSS)*
33xs 10x s

*5 tekrarlt analiz sonuglaridir, #« TS =

, ¥*x*x TAS =
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3.1.4. Hizlandirilmis Bozundurma Calhismalarina Ait Sonuclar

Kalibrasyon calismalarindan sonra pestisitlerin hizlandirilmis bozundurma
calismalar1 yapilmistir. Bozundurma calismalar1 pestisitler belirli kosullara tabi
tutularak yapilmistir. Bu kosullar 0,1 N ve 1 N HCI ile asit hidrolizi, 0,1 N ve 1 N
NaOH ile baz hidrolizi, % 0,3 ve % 3’liikk H,O; ile oksidasyon, toz maddenin 254 nm
UV 1sik altinda bekletilmesi, toz maddenin 60 °C’ de etiiv icerisinde bekletilmesi ve
50 ng mL? KLO, DIN, ve BUP karisiminin 80 °C’ de sicak su banyosunda
bekletilmesidir. Sonuglar bozundurulmamis 50 pg mL* KLO, DIN, ve BUP karigim
cozeltisi ile karsilastirilmis ve yiizde bozunma olarak hesaplanmistir. Hizlandirilmig

bozundurma ¢aligsmalari sonucunda saf maddelerin bozundugu goriilmiistiir.

70



Dedektor Cevabi

mAU+
350

30(}:
25(}:
20&:
15(}:
100,

50

Dedektor Cevabi

mAU |
350

300
250+
200+
150
100

50

e R A e
1 2 3 4 5 6 Zaman(dk

I I I I I T I ! ) !
1 2 3 4 5 6 Zaman(dk)

Sekil 3.13. Bozundurma kosullari: % 0,3” lik H,O, (A), ve % 3’ lik H,O, (B) ile oksidasyon
caligmalar1 Standart maddenin (a), 3 saat (b), 6 saat (c), 9 saat (d), 12 saat (e), 24 saat (f) analizlerine
ait kromatogramlar
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Sekil 3.14. Bozundurma kosullar:: 0,1 N HCI (A), 1 N HCI (B) ve 1 N HCI (C) ile asit hidrolizi,
referans kromatogram (a), 3 saat (b), 6 saat (c), 9 saat (d), 12 saat (e), 24 saat (f) analizlerine ait

kromatogramlar
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Sekil 3.15. Bozundurma kosullari: 0,1 N NaOH (A) ve 1 N NaOH (B) baz hidrolizi, referans
kromatogram (a), 3 saat (b), 6 saat (c), 9 saat (d), 12 saat (e), 24 saat (f) analizlerine ait

kromatogramlar

73



Dedektor Cevabi

mAU | KLO

Dedektor Cevabi

0 . by N N - -

T \ I T \ T
0 1 2 3 4 5 6  Zaman (dk)

Sekil 3.16. Bozundurma kosullari: referans kromatogram (a), 6 saat UV 151k altinda bekletme (b), 9
saat UV 1s1k altinda bekletme (c), analizlerine ait kromatogramlar
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Sekil 3.17. Bozundurma kosullari: Referans kromatogram (a), 1 saat sicak su banyosunda bekletme
(b), 3 saat sicak su banyosunda bekletme () analizlerine ait kromatogramlar.
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Sekil 3.18. Bozundurma kosullari: Referans kromatogram (a), 1 saat etiivde bekletme (b), 3 saat
etiivde bekletme (c), 6 saat etiivde bekletme (d), analizlerine ait kromatogramlar.
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Sekil 3.19. Bozunma ¢aligsmalarina ait yiizde bozunma grafikleri 0,1 N HCI (A) ve 1 N HCI (B) ile
asit hidrolizi, 0,1 N NaOH (C) ve 1 N NaOH (D) ile baz hidrolizi, % 0,3 H,0, (E) ve % 3’lik H,0,
(F) ile oksidasyon, toz maddelerin 254 nm UV 151k altinda bekletilmesi (G), toz maddenin 60 °C’ de
etiiv igerisinde bekletilmesi (H) ve 50 ng mL™* KLO, DIN, ve BUP karisimmnin 80 °C’ de sicak su
banyosunda bekletilmesi (1)
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Sekil 3.19. (Devami) Bozunma ¢aligmalarina ait yiizde bozunma grafikleri 0,1 N HCI (A) ve 1 N HCI
(B) ile asit hidrolizi, 0,1 N NaOH (C) ve 1 N NaOH (D) ile baz hidrolizi, % 0,3 H,0, (E) ve % 3’lik
H,0, (F) ile oksidasyon, toz maddelerin 254 nm UV 1sik altinda bekletilmesi (G), toz maddenin 60
°C’ de etiiv igerisinde bekletilmesi (H) ve 50 ug mL™* KLO, DIN, ve BUP karisimumn 80 °C” de sicak
su banyosunda bekletilmesi (1)
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Sekil 3.19. (Devami) Bozunma ¢alismalarina ait yiizde bozunma grafikleri 0,1 N HCI (A) ve 1 N HCI
(B) ile asit hidrolizi, 0,1 N NaOH (C) ve 1 N NaOH (D) ile baz hidrolizi, % 0,3 H,O, (E) ve % 3’liik
H,0, (F) ile oksidasyon, toz maddelerin 254 nm UV 1sik altinda bekletilmesi (G), toz maddenin 60
°C’ de etiiv igerisinde bekletilmesi (H) ve 50 ug mL* KLO, DIN, ve BUP karigimimin 80 °C’ de sicak
su banyosunda bekletilmesi (1)
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Sekil 3.19. (Devami) Bozunma ¢alismalarina ait ylizde bozunma grafikleri 0,1 N HCI1 (A) ve 1 N HCI
(B) ile asit hidrolizi, 0,1 N NaOH (C) ve 1 N NaOH (D) ile baz hidrolizi, % 0,3 H,O, (E) ve % 3’lik
H,0, (F) ile oksidasyon, toz maddelerin 254 nm UV 1sik altinda bekletilmesi (G), toz maddenin 60
°C’ de etiiv igerisinde bekletilmesi (H) ve 50 ug mL* KLO, DIN, ve BUP karigimimin 80 °C’ de sicak
su banyosunda bekletilmesi (1)
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Sekil 3.19. (Devami) Bozunma ¢alismalarina ait ylizde bozunma grafikleri 0,1 N HCI (A) ve 1 N HCI
(B) ile asit hidrolizi, 0,1 N NaOH (C) ve 1 N NaOH (D) ile baz hidrolizi, % 0,3 H,O, (E) ve % 3°lik
H,0, (F) ile oksidasyon, toz maddelerin 254 nm UV 1sik altinda bekletilmesi (G), toz maddenin 60
°C’ de etiiv igerisinde bekletilmesi (H) ve 50 ug mL™* KLO, DIN, ve BUP karisgimimin 80 °C’ de sicak
su banyosunda bekletilmesi (1)

3.1.4.1. Geri Kazanim Cahsmalarina Ait Sonuclar

Yontem optimizasyonu ve validasyonu yapildiktan sonra yOntemin
dogrulugunu gostermek i¢in idrar, igme suyu, atik su, ¢gesme suyu, domates, toprak
ve zirai ilag numuneleri ile geri kazanim calismalari yapilmistir. Geri kazanim
caligmalarina ait sonuclar standart maddelerin kalibrasyon denklemlerinde yerlerine
yerlestirilerek % geri kazanim cinsinden hesaplanmuistir.

Idrar numunesi ile yapilan ¢alismalar1 sonuglar1 Sekil 3.20 ve Cizelge 3.11°de

verilmistir.
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Sekil 3.20. Optimize edilen kosullarda idrar numunesi iizerine eklenen 25 ug mL™ saf madde ilavesi
(mavi), idrar numunesi iizerine eklenen 50 pg mL™? saf madde ilavesi (kirmuzi), idrar numunesi
iizerine eklenen 100 pg mL™ saf madde ilavesi (yesil), idrar numunesi iizerine eklenen 150 pg mL™
saf madde ilavesi (pembe) ile yapilan analiz sonuglarina ait kromatogramlar

Cizelge 3.11. Idrar numunesi icin geri kazanim ¢aligmalarina ait sonuclar

Eklenen Bulunan miktar BSS (%) " BH (%) Geri kazamm (%)
miktar KLO | DIN BUP | KLO | DIN | BUP | KLO | DIN | BUP | KLO | DIN BUP

25pgmL? | 24,85 | 23,98 | 24,63 | 0,88 | 098 1,96 0,59 4,06 1,45 99,41 | 95,935 | 98,54

50pgmL?* | 51,78 | 51,85 | 50,01 | 150 | 1,41 129 | -35 | -3,70 | -0,04 | 103,56 | 103,70 | 100,03

100 pg mL* | 106,8 | 104,39 | 104,76 | 040 | 1,17 1,07 -6,80 | -4,39 | -4,76 | 106,80 | 104,39 | 104,76

150 pgmL* | 156,0 | 1558 | 1552 | 0,78 | 026 | 1,03 | -4,05 | -3,90 | -3,50 | 104,06 | 103,90 | 103,51

*5 tekrarl1 analiz sonuglaridir
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Domates numunesi ile yapilan ¢alismalar1 sonuglart Sekil 3.21 ve Cizelge

3.12°de verilmistir.
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Sekil 3.21. Optimize edilen kosullarda domates numunesi iizerine eklenen 25 pg mL™ saf madde
ilavesi (mavi), domates numunesi iizerine eklenen 50 pg mL™ saf madde ilavesi (kirmizi), domates
numunesi iizerine eklenen 100 pg mL™ saf madde ilavesi (yesil), domates numunesi iizerine eklenen
150 ug mL™ saf madde ilavesi (pembe) ile yapilan analiz sonuglarina ait kromatogramlar

Cizelge 3.12. Domates numunesi igin geri kazanim ¢alismalarina ait sonuglar

Eklenen Bulunan miktar BSS (%) BH (%) Geri kazamim (%)
miktar KLO DIN BUP KLO | DiN BUP | KLO | DIN BUP KLO DiN BUP

25 ug mL* 23,61 23,41 24,19 047 | 064 | 1,80 | 529 | 636 | 3,22 94,47 93,63 96,77

50 pg mL* 49,60 49,46 52,33 043 | 141 | 041 | 0,79 1,07 | -4,66 99,20 98,92 104,67

100 pg mL™* | 100,09 | 105,80 | 103,38 | 0,10 | 0,03 | 0,76 | -0,09 | -5,84 | -3,38 | 100,09 | 105,84 | 103,38

150 pg mL™* | 142,90 | 158,30 | 153,61 | 0,12 | 0,12 | 0,15 | 4,73 | -554 | -2,41 95,27 105,54 | 102,41

*5 tekrarlt analiz sonuglaridir
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Toprak numunesi ile yapilan ¢alismalari sonuglar1 Sekil 3.22 ve Cizelge 3.13’te

verilmisgtir.
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Sekil 3.22. Optimize edilen kosullarda toprak numunesi iizerine eklenen 25 pg mL™ saf madde
ilavesi (mavi), toprak numunesi iizerine eklenen 50 pg mL™ saf madde ilavesi (kirmizi), toprak
numunesi iizerine eklenen 100 pg mL™ saf madde ilavesi (yesil), toprak numunesi iizerine eklenen
150 pg mL™ saf madde ilavesi (pembe) ile yapilan analiz sonuglarina ait kromatogramlar

Cizelge 3.13. Toprak numunesi i¢in geri kazanim ¢aligmalarina ait sonuglar

Eklenen Bulunan miktar BSS (%) " BH (%) Geri kazamim (%)

miktar KLO DiN BUP | KLO | DIN | BUP | KLO | DiN | BUP | KLO DiN BUP
25pgmL™ | 2521 | 2590 | 2567 | 020 | 032 | 0,12 | 0,85 | -3,63 | -2,70 | 100,85 | 103,63 | 102,70
50pgmL™ | 49,46 | 52,93 | 50,94 | 049 | 044 | 0,08 | 1,07 | 587 | -1,88 | 9892 | 10587 | 101,88
100 pgmL™ | 98,19 | 104,80 | 103,23 | 0,04 | 097 | 0,94 | 1,80 | -480 | -3,23 | 98,18 | 104,80 | 103,23
150 ng mL™ | 147,65 | 158,34 | 148,24 | 051 | 055 | 0,28 | 1,56 | 556 | 1,67 | 9843 | 10556 | 98,83

*5 tekrarlt analiz sonuglaridir
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Cesme suyu ile yapilan calismalari sonuglar1 Sekil 3.23 ve Cizelge 3.14°te
verilmistir.
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Sekil 3.23. Optimize edilen kosullarda ¢esme suyu numunesi iizerine eklenen 25 pg mL™ saf madde
ilavesi (mavi), gesme suyu numunesi tizerine eklenen 50 pg mL™ saf madde ilavesi (kirmizi), cesme
suyu numunesi iizerine eklenen 100 pg mL™ saf madde ilavesi (yesil), gesme suyu numunesi iizerine
eklenen 150 pg mL™ saf madde ilavesi (pembe) ile yapilan analiz sonuglarina ait kromatogramlar

Cizelge 3.14. Cesme suyu numunesi i¢in geri kazanim ¢alismalarina ait sonuglar

Eklenen Bulunan miktar BSS (%) " BH (%) Geri kazamim (%)
miktar KLO DiN BUP KLO | DIN | BUP KLO DiN BUP KLO DiN BUP

25 pg mL* 21,700 24,014 24,094 1255 | 1,447 | 0,511 | 13,198 | 3,945 | 3,625 | 86,802 | 96,055 | 96,375

50 ugmL™* | 50,568 | 49,959 50,776 0.122 | 1,065 | 0,1825 | -1,137 | 0.0813 | -1,552 | 101,14 99,92 101,55

100 pg mL™* | 101,025 | 94,689 | 102,574 | 0,273 | 0.950 | 0,112 | -1,025 5,31 -2,574 | 101,025 | 94,688 | 102,57

150 pg mL™* | 150,633 | 142,086 | 155,171 | 0,0342 | 0,071 | 0,195 | -0,422 | 5276 | -3,447 | 100,422 | 94,724 | 103,447

*5 tekrarl1 analiz sonuglaridir
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Atik su numunesi ile yapilan ¢alismalari sonuglari Sekil 3.24 ve Cizelge

3.15’te verilmistir.
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Sekil 3.24. Optimize edilen kosullarda atik su numunesi tizerine eklenen 25 pg mL™ saf madde ilavesi
(mavi), atik su numunesi iizerine eklenen 50 pg mL™ saf madde ilavesi (kirmizi), atik su numunesi
iizerine eklenen 100 pg mL™ saf madde ilavesi (yesil), atik su numunesi iizerine eklenen 150 pg mL™
saf madde ilavesi (pembe) ile yapilan analiz sonuglarina ait kromatogramlar

Cizelge 3.15. Atik su numunesi igin geri kazanim ¢aligsmalarina ait sonuglar

Eklenen Bulunan miktar BSS (%) " BH (%) Geri kazamim (%)

miktar KLO DiN BUP KLO DiN BUP | KLO | DIiN BUP KLO DiN BUP

25pgmL? | 23,810 24,677 23,851 | 0,0771 | 0,1076 | 0,0943 | 4,762 | 1,293 | 4,595 | 95,238 | 98,707 | 95,405

50 ugmL? | 50,249 | 49,236 | 50,260 | 0,361 | 0,308 | 0,323 | -0,498 | 1,528 | -0,520 | 100,498 | 98,472 | 100,520

100 pg mL™* | 99,751 93,751 | 102,183 | 1.110 0,397 0,111 | 0,249 | -6,250 | -2,183 | 99,751 | 93,751 | 102,183

150 pg mL™ | 150,328 | 144,310 | 154,759 | 0,130 1,117 | 0,087 | -0,218 | 3,793 | -3,173 | 100,218 | 96,207 | 103,173

*5 tekrarlt analiz sonuglaridir
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Igme suyu numunesi ile yapilan galismalar1 sonuglar1 Sekil 3.25 ve Cizelge

3.16°da verilmistir.
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Sekil 3.25. Optimize edilen kosullarda igme suyu numunesi iizerine eklenen 24 pg mL™ saf madde
ilavesi (mavi), icme suyu numunesi lizerine eklenen 45 pg mL™ saf madde ilavesi (kirmizi), i¢me
suyu numunesi iizerine eklenen 83 pg mL™ saf madde ilavesi (yesil), igme suyu numunesi iizerine
eklenen 115 pg mL™ saf madde ilavesi (pembe) ile yapilan analiz sonuglarina ait kromatogramlar

Cizelge 3.16. igme su numunesi igin geri kazanim ¢aligmalarina ait sonuglar

Eklenen Bulunan miktar BSS (%) " BH (%) Geri kazanim (%)
miktar KLO DiN BUP | KLO | DIN | BUP | KLO | DiN | BUP | KLO DiN BUP
24pgmL? | 24122 | 25289 | 25114 | 0,650 | 0,312 | 0,849 | -0,510 | -5371 | -4,644 | 100,510 | 105,372 | 104,644
45pgmL* | 45711 | 47318 | 44,895 | 0,078 | 1,811 | 0,0485 | -1,580 | -5,151 | -0,233 | 101,580 | 105,151 | 99,767
83pgmL* | 87,952 | 86,0389 | 82,854 | 0,207 | 0,261 | 1,123 | -5967 | -3,661 | 0,175 | 105967 | 103,661 | 99,825
115pgmL* | 113,297 | 122,496 | 118,706 | 0,180 | 0,035 | 1,318 | 1481 | -6520 | -3,223 | 98,519 | 106,519 | 103,223

*5 tekrarlt analiz sonuglaridir

3.17°da verilmistir.

Zirai ilag numunesi ile yapilan ¢aligmalari sonuglari Sekil 3.26 ve Cizelge
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Sekil 3.26. Optimize edilen kosullarda zirai ila¢ numunesi (100 pg mL™) (mavi) iizerine eklenen 25
pg mL™ saf madde ilavesi (kirmizi), zirai ilag numunesi iizerine eklenen 50 pg mL™ saf madde ilavesi
(yesil), zirai ila¢ numunesi iizerine eklenen 100 pg mL™? saf madde ilavesi (pembe), zirai ilag
numunesi iizerine eklenen 150 pg mL™ saf madde ilavesi (sar1) ile yapilan analiz sonuglarina ait
kromatogramlar

Cizelge 3.17. KLO igeren zirai ilag numunesi i¢in geri kazanim calismalarina ait sonuglar

KLO
Bilinen miktar (g mL™) 100
Bulunan miktar (ug mL ™) 94,78
BSS (%) 0,957
BH (%) 5,212
[lave edilen miktar (ug mL™) 25 50 100 150
Bulunan miktar (ug mL ™) 26,6 46,44 98,3 142,8
Geri kazanim (%) 97,1 94,15 96,54 94,71
Geri kazanima ait BSS (%) 0,116 0,089 0,096 0,116
Geri kazanima ait BH (%) 2,896 5,845 3,458 5,288

*5 tekrarlt analiz sonuglaridir
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4 TARTISMA

Diinyada toplam niifus giinden giline artmaktadir. Niifus sayisi artis1 kitlik
oranin1 da son derece etkilemektedir. Artan kitlik sebebiyle iireticiler, iiriinlerini
zararlilara karst korumak ve gelistirmek icin pestisitleri yaygin olarak
kullanmaktadir. Ancak, pestisitler hem {iiriinde hem de farkli alanlarda kalintilar
nedeniyle canlilar1 ve ¢evreyi olumsuz yonde etkilemektedir. Bu yiizden pestisitlerin

tayinleri i¢in analitik yontemlerin gelistirilmesi 6nemli olmaktadir.

En yaygin analiz tekniklerden biri olan kromatografik teknikler, giiniimiizde,
toksik kalintilar1 analiz etmek i¢in ¢ok kullanilan gelismis bir yontemdir. YBSK
yontemi de uygulamasinin kolayligi ve analizlerde sagladigi farkli avantajlardan

dolay1 tercih edilmektedir.

KLO, DIN ve BUP'un fiziksel ve kimyasal ozellikleri incelendiginde YBSK
yonteminin bu {i¢ maddenin analiz i¢in uygulanabilecegi anlasilmistir. YBSK
yontemiyle bu ii¢ pestisitin eszamanli analizi i¢in en uygun kromatografik kosullarin
belirlenmesine i¢in ilk olarak mobil fazdaki organik ¢oziiciinlin ve tampon ¢dzeltinin
yiizdelerinin denemeleri yapilmistir. Deneysel ¢alismalar sonucunda, tampon ¢ozelti
olarak amonyum asetat ve oganik ¢oziicii olarak asetonitril se¢ilmistir. Gradiyent
sistemde asetonitril yiizdesi, % 60, % 70, % 75, % 80, % 85, % 90 ve % 95
oranlarinda test edildi. Analiz sonucunda, artan asetonitril orani ile analiz siiresinin,

ayirma giiciiniin ve kolonun verimliliginin azaldig1 goriilmiistiir.

Analiz esnasinda pH etkisini 6nlemek i¢in tampon kullanilmistir. Tampon
¢Ozelti molaritesinin analiz sonuglar1 iizerindeki etkisinin incelenmesi i¢in % 30
oraninda, 5, 10, 20 ve 40, mM hazirlanan amonyum asetat tampon ¢ozeltileri sisteme
enjekte edilmistir. Analiz sonuglar1 incelendiginde tampon ¢dzelti molaritesinin
kayda deger bir etkisinin olmadigimin ancak 10 veya 20 mM amonyum asetat

coOzeltisi ile daha yiiksek teorik tabaka sayisi elde edildigi goriilmiistiir.

88



Tampon ¢ozelti molaritesi ve organik ¢oziicii ile tampon ¢ozelti yiizdelerinin
belirlenmesi ¢alismalar1 sonucunda hem kabul edilebilir degerlerde ayirim saglamak
hem de daha az organik atik kullanmak amaciyla optimum calisma kosullarinda
hareketli faz bilesimi asetontril: 10 mM-amonyum asetat (75:25, h/h) olarak

belirlenmistir.

Gelistirilen yontemde, hareketli faz bilesiminin ve tampon ¢6zelti molaritesinin
belirlenmesinden sonra, tim parametreler sabit tutularak ve 3 farkli kolonda
denemeler yapilmistir. Farkli markalara ait ters faz CI18 kolonlarin sonuglar
incelendiginde Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolonunun ayirim igin en

uygun kolon olduguna karar verilmistir.

Ters faz yonteminde kolon sicakliginin degismesi analiz siiresi, pik sekli gibi
parametrelere etki etmektedir. Ciinkii ters faz yonteminin mekanizmasinda sicaklik
degisimlerinin etkisi entalpi ile agiklanmaktadir. Kolon sicaklifi denemeleri 25 °C,
35 °C ve 45 °C’de yapilmistir. Analizler sonucu ii¢ degerde de ayni analiz siiresi ve
birbirine yakin degerlerde ayirim giicii ve etkinlik sagladigi goriilmiistiir. Fazladan

enerji harcamamak igin kolon sicakligina 25 °C olarak karar verilmistir.

Uygun kolon sicakliginin se¢ilmesinden sonra, tampon ¢ozelti olarak sodyum
asetat ile denemeler yapilmistir. Analizlerde amonyum asetatin, sodyum asetattan

daha iyi performans gosterdigi bulunmustur.

Akis hizim artirarak analiz siiresini kisaltmak igin, seg¢ilen kolonda 1.0, 1.25,
1.5 ve 2 mL dk™ akis hizlarinda denemeler yapilmistir. SUT parametrelerinin kabul
degerleride dikkate alindiginda 2 mL dk™ hizinda 3,04 dakika gibi kisa bir siirede iig
maddeninde analiz edilebilecegi goriilmiistiir. Fakat ¢alismalarin bir sonraki asamasi
olan bozunma c¢aligmalarinda olasi bozunma {iriinlerinin etken maddelere girigim
yapmasint engellemek ve idrar, su, toprak numuneleri gibi kompleks matrikslerden
gelebilecek farkli maddelerde diisiiniildiiginde 1 mL dk™ akis hizmm uygun

olduguna karar verilmistir.
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Optimizasyon ¢aligmalarinin son agsamasinda tampon ¢dzeltinin pH'inin analiz
sonucu tizerindeki etkisi incelenmistir. pH deneme calismalari, tampon ¢6zeltisinin
pH'min 6,54, 5,5, 4,5 ve 3,5'a ayarlanmasiyla gergeklestirilmistir. Analiz sonuglari
incelendiginde, tampon c¢ozeltisinin pH'sinin analiz sonuglara onemli bir etki
etmedigi goriilmiistiir. Bu ylizden tampon ¢ozeltinin pH’sinin degismemesi uygun

gorilmiistiir.

Gelistirilen YBSK yonteminin optimizasyon c¢aligmalar1 tamamlandiktan sonra
sistem uygunluk parametreleri belirlenmis olup bulunan parametreler dogrultusunda
yontemin uygulanabilir oldugu kanitlanmistir ve optimizasyon g¢aligmalart sonunda

yontem validasyonu asamasina gecilmistir.

Saf maddeler iizerinden bozundurma iiriinlerinin analize etkisini incelemek i¢in
bozundurma c¢alismalar1 yapilmistir. Sekil 3.19° da goriildiigli iizere saf maddeler
stres kosullar1 0,1ve 1 N HCI ile asit hidrolizi, 0,1 ve 1 N NaOH ile baz hidrolizi, %
0,3 ve 3’ liik H,O; ile oksidasyon, sicak su banyosunda bekletme, UV 151k altinda
bekletme ve 60 °C etiivde bekletme kosullarina tabi tutulmustur. Neredeyse tiim
kosullarda ti¢ maddeden en az birinin kismen veya tamamen bozundugu goriilmiistiir.
Bu yiizden bu pestisitlerin asidik, bazik, 1sikl1 ve sicak ortamlarda saklanmasinin,

depolanmasinin veya tutulmasinin uygun olmadigina karar verilmistir.

Gelistirilen YBSK yonteminin gegerliliginin kanitlanabilmesi i¢in gerekli olan
yontem gecerlilik testlerinin parametreleri secilmis ve parametrelerin gecerlilik
kriterleri dikkate alinmistir. Bu amagla, validasyon ¢alismalarinin, dogrusal aralik,
duyarhilik, kesinlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik gibi parametreleri bulunduktan

sonra istatistiksel olarak degerlendirilmeleri yapilmistir.

Sonug olarak klorotalonil, dinobuton ve buprofezin pestisitlerinin es zamanl
olarak YBSK yontemi ile analizi Kinetex C18 (150 mm x4,6 mm; 5um) kolonda, 25
°C kolon sicakliginda ve 1 mL dk* akis hizinda gerceklestirilmistir. Kullanilan
hareketli fazin igerigi asetonitril: 10 mM amonyum asetat tamponu (pH 6,54) (75:

25; h/h)’dir. Calisma yapilan dalga boyu 254 nm olarak se¢ilmis ve enjeksiyon hacmi
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10 pL’dir. Bu kosullarda; klorotalonil, dinobuton ve buprofezin’in alikonma

zamanlan sirastyla 2,348, 3,316 ve 5,078 dakika olarak bulunmustur. Gelistirilen

yontemde iic madde icinde dogrusal olarak 1-200 pg mL™, klorotalonil, dinobuton ve

buprofezin icin teshis st sirasiyla 0,0264, 0,0414, 0,0506 pg mL™ ve tayin alt
siir1 ise kabul edilen % BSS smirlart iginde (< %?2) sirasiyla 0,0799, 0,1255 ve

0,1535 pg mL™* olarak bulunmustur.

Cizelge 3.18. Farkli 6rneklerde BUP, KLO ve DIN analizi

- .. Analiz siiresi
Pestisit | Numuneler Yontem LOD (dakika) Kaynak
Farkh gol YBSK-FDD 0,08 18,391-18,53 (Tuzimski, 2009)
BUP suyu mg kg
Sebze ve su GK-MS i 17161 (Chem ve ark.,
' 2009)
Musluk suvu YBSK/UV, 0,002 i (Survey ve ark.,
y 254nm mgmL™* 2006)
0,1 (Chaves ve ark.,
Toprak SK-MS mg mL™ 2,3 2008)
KLO YBSK- 0,01 .
Sebzeler FDD.246nm mg L™ 2,6 (Hirakawa, 2015)
YBSK/FDD, 0,5 (Topuz ve ark.,
Elma suyu 260nm ng g 16,29 2005)
. ) i (Hayat ve ark.,
DIN Kan GK-MS 23,88 2010)
[drar 0,051
BUP Toprak ngmL* 5,078
Domates 0,027
KLO I¢me suyu YBSK-FDD pg mL1 2,348 Tez Caligmasi
Cesme suyu
DIN Atik su 0002, 3,316
Zirai ilag Hgm

Cizelge 3.18 ’de

KLO, DIN ve BUP’un analizlerinin yapilmis oldugu anlasilmistir.

goruldugi gibi gelistirdigimiz yontem, literatiir yontemleri ile
kiyaslandiginda genelde, daha hassas sonuglar alinmistir ve kisa analiz siiresi ile
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Avrupa Parlamentosu ve Konsey’in 396/2005 sayih Tiiziigi Ek II, III ve V’de
degisiklik yapan 18 Ocak 2019 tarih ve 2019/91 / EC biyolojik, su ve meyveler gibi
triinler maksimum kalint1 0.01 mg / kg ila 6 mg / kg arasindadir. Bu ylizden
gelistirdigimiz yontem daha hassas ve pestisitlerin tespit etme kabiliyetinin izin
verilen sinirlar arasinda oldugu bulunmustur. Ancak, dinobutonun maksimum kalinti

limiti heniiz onaylanmamustir (http://data.europa.eu/eli/reg/2019/91/0j).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, insektisit olarak kullanilan buprofezin ve fungisit olarak
kullanilan klorotalonil ve dinobuton pestisitlerinin YBSK yontemiyle es zamanl
olarak analizi i¢in gerekli parametreler optimize edilerek yontemin validasyonu
yapilmistir.Bu amacla, mobil fazda organik ¢oziicii ylizdesi, tampon c¢ozelti
molaritesi, sabit faz, akis hizi, sicaklik ve pH gibi parametrelerin denemeleri

yapilarak analiz i¢in en iyi kosullar belirlenmistir.

Literatiir taramalarinda KLO, DIN ve BUP’un ayn1 anda tayini icin herhangi
bir ¢aligma olmadig1 goriilmiistiir. Hem ¢alisilan bu ii¢ pestisitin ayni anda analizinin
gerceklestirilmesi hem de biyolojik numune, sebze, su, toprak ve zirai ilag

uygulamalarinin yapilmasi ¢alismanin 6zgilinliigiinii géstermektedir.

Sonug olarak, elde edilen verilere gore, KLO, DIN ve BUP pestisitlerinin
eszamanli analizi i¢in hizli, hassas, kesin, uygulamasi kolay, dogru, ekonomik ve
herhangi bir 6n ayirma islemine gerek duyulmayan YBSK yontemi gelistirilmistir.
Gelistirilen analiz yonteminin saglikli insan idrarindan, domates, su, toprak ve zirai

ilag 6rneklerinden eszamanli analizine basariyla uygulanabilecegi gosterilmistir.

Gelistirilen bu yontemin referans bir yontem olarak kullanilabilir olmasi1 da

diistiniilmektedir.
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OZET

Baz Pestisitlerin Sivi Kromatografisi Yontemi ile Es Zamanh Analizi

Bu tezin amaci pestisit olarak kullanilan klorotalonil, dinobuton ve buprofezin’in es
zamanli tayini i¢in hassas ve ekonomik bir sivi kromatografik yontem gelistirmektir. Bu
sebeple, cesitli sabit fazlar denenerek maddelerin ayirimlart i¢in en iyi sabit faz
belirlenmistir. Diger taraftan farkli hareketli faz kompozisyonlari, farkli derisimlerde tampon
cozeltiler, sicaklik, akis hiz1 etkileri gibi deney sartlar1 da optimize edilmistir. Kinetex C 18
(150 mm x 4.6 mm; 5 um) (Phenomenex, ABD) kolon ve asetonitril: tampon ¢ozelti (10
mM, amonyum asetat; pH 6,54), 75: 25 (h/h) hareketli faz kompozisyonu kullanilarak iyi bir
kromatografik ayirima ulasilmistir. Analizler 25°C, 1 mL dk™ akis hizinda ve 254 nm dalga
boyunda gergeklestirilmistir.

Aragtirmalar sonucunda optimum calisma sartlarinda, hizli, basit, duyarli, dogru,
kesin, gevreci ve tamamen valide edilmis analiz yontemi gelistirilmistir. Onerilen hizli ve
duyarl ters faz YBSK yontemi klorotalonil, dinobuton ve buprofezin’in es zamanli miktar
tayinleri icin zaman almayan numune hazirlama iglemine sahip olmasindan dolay: kalite
kontrol laboratuvarlarinda kolayca uygulanabilecektir. Bozunma ¢aligmalarinin da yapildig
gelistirilen YBSK yontemi idrar, domates, toprak, igme suyu, ¢esme suyu, atik su ve KLO
iceren zirai ilag numunesine de uygulanmistir. Boylece kompleks matrislerde yontemin
uygulanabilirligi de gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Buprofezin, Dinobuton, Klorotalonil, YBSK, Validasyon
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SUMMARY

Simultaneous Analysis Of Some Pesticides By High Performance Liquid
Chromatography Method

The aim of this thesis is to develop a sensitive and economical liquid chromatographic
method for the simultaneous determination of chlorothalonil, dinobuton and buprofezin
pesticides. For this reason, various stationary phases have been tested to determine the best
stationary phase for the separation of compounds. On the other hand, different mobile phase
compositions, buffer solutions in different concentrations, temperature and flow rate effects
were optimized. A good chromatographic separation was achieved by using Kinetex C 18
(150 mm x 4.6 mm; 5 ) (Phenomenex, USA) column and acetonitrile: buffer solution (10
mM, ammonium acetate; pH 6.54), 75: 25 (v / v) mobile phase composition. The analyzes
were carried out at a flow rate of ImL min™, 25 ° C and a wavelength of 254 nm.

At the end of the research, rapid, simple, sensitive, accurate, accurate, environmental
and fully validated analysis method has been developed in optimum working conditions. The
proposed rapid and sensitive reverse phase HPLC method can be easily applied in quality
control laboratories due to the fact that it does not take time to prepare samples for
simultaneous determination of chlorothalonil, dinobuton and buprofezin. The purposed
HPLC method, in which degradtion studies were performed, also applied to the pesticide
sample containing urine, tomato, soil, drinking water, tap water, wastewater and CLO. Thus,
the applicability of the method in complex matrices is also shown.

Keywords: Buprofezin, Cholorotahlinol, Dinobuton, HPLC, Validation
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