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OZET

Pretroid Toksikasyonuna Sebep Olan Flumetrinin Analizi icin Kromatografik Yontem
Gelistiilmes

Bal aris1 tarafindan tozlagma, insan beslenmesinde ve ekosistemde biyolojik ¢esitliligin korunmasinda
6nemli bir rol oynar. Ari zararlilarindan yaygin olarak gbzlenen Varroa destructor diinyada ¢ok ciddi
ar1 kayiplarina sebep olabilmekte ve bu ar1 akari ile olan miicadelede pretroid grubundan flumetrin
lilkemizde ve diinyada olmas1 gerekenden fazla ve uygunsuz bir sekilde kullanilmaktadir. Flumetrinin
bilingsiz kullanim1 neticesinde bal arilarinda toksisite kaynakli zararlara yol agarken, lipofilik
Ozelliginden kaynakl olarak ari tiriinlerinde fazla miktarda birikebilmektedir. Litaratiirde flumetrinin
bal ve bal iiriinlerinden analizi igin tayin yontemleri mevcuttur ancak oldukg¢a kisithdir.

Bu calisma kapsaminda flumetrin i¢in geleneksel yontemlere alternatif olarak hassas, hizli ve diisiik
tayin limitlerine ulasilabilen analitik yontem hedeflenmistir. Gelistirilen LLE yo6ntemi, ICH
Kilavuzlarina gore tamamen valide edilmis ve flumetrin i¢in yontemin LOQ degerleri 0,05 pg/mL,
LOD degerleri 0,02 pg/mL bulunmustur. Gelistirilen LLE yontemi ile Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden
elde edilen 10 adet bal numunesinde flumetrin kalintis1 tayin edilmistir. Analiz igin sivi-sivi
ekstraksiyon yontemi gelistirilmis, ekstraksiyon verimi %82,76 olarak tayin edilmis olup bu yontemle
ekstraksiyon islemi 10 dakika siirmiistiir. Bu ¢alisma, balda flumetrin kalintilarinin tespiti i¢in etkili
ve hizli bir metodoloji sunmaktadir. Analiz sonuglari, farkli bolgelerden alinan bal numunelerinin
flumetrin kalintis1 igerip igermedigini belirlemek amaciyla degerlendirilmis, ayrica ydntemin
plazmada uygulanabilirligi de arastirilmistir. Elde edilen sonuglar literatiir verileriyle
kargilastirildiginda digiik tayin limitlerine ulasmasi ve hizli bir analiz imkam saglamasi agisindan
HPLQullanilarak yapilan galismalara gore gelistirilen yontemin iistiinliigii belirlenmistir.

Anahtar So6 ziklerAkarisitler, Flumetrin, Gida Glivenligi, Kromatografi, Toksikoloji



SUMMARY

Developing a Chromatographic Method for the Analysis Flumethrin Causing
Prethyroid Toxicity

The honey bee plays a crucial role in pollination, preserving biological diversity in ecosystems, and
supporting human nutrition. The widespread bee pest Varroa destructor can cause serious bee losses
globally, leading to the excessive and inappropriate use of the pyrethroid group insecticide flumethrin
in our country and worldwide to combat this bee mite. The indiscriminate use of flumethrin results in
toxicity-related damage to honey bees and can accumulate in bee products due to its lipophilic
properties. In the literature, there are methods available for the analysis of flumethrin in honey and
honey products, but they are quite limited.

In this study, an analytical method that is sensitive, rapid, and achieves low detection limits has been
targeted as an alternative to traditional methods for flumethrin. The developed liquid-liquid extraction
(LLE) method has been fully validated according to ICH guidelines, with the method's limits of
quantification (LOQ) for flumethrin being 0,05 pg/mL and limits of detection (LOD) being 0,02
pg/mL. The developed LLE method has been used to determine the residue of flumethrin in 10 honey
samples obtained from different regions of Turkey. A liquid-liquid extraction method for analysis has
been developed, with an extraction efficiency of 82,76% and an extraction process duration of 10
minutes. This study provides an effective and rapid methodology for detecting flumethrin residues in
honey. The analysis results have been evaluated to determine whether honey samples from different
regions contain flumethrin residues, and the applicability of the method in plasma has also been
investigated. When compared with literature data, the superiority of the developed method over
studies conducted using HPLC has been determined in terms of reaching low detection limits and
providing a rapid analysis capability.

Keywords: Acaricides, Chromatography, Flumethrin, Food Safety, Toxicology
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ONSOZ

Bu tez caligmasi kapsaminda flumetrin analizi i¢in segici, hassas, dogru ve
kesin bir kromatografik analiz yontemi gelistirilmesi planlanmistir. Kullanilacak sivi
kromatografi (HPLC) yonteminin literatiire oranla daha diisiik maliyetli ve daha
hassas tayin limitlerine ulagabilmesi i¢in yeni nesil sivi kromatografi sabit
fazlarindan faydalanilmig, daha disiik tayin limitlerine inmek igin sivi sivi
ekstraksiyon yontemleri kullanilarak daha az ¢oziicii harcanmistir. Ekstraksiyon
sonrasinda gelistirilmis olan kromatografik tekniklerin validasyon caligmalari
yapilarak uluslararasi gegerlilikleri de gosterilmis, bu baglamda HPLC calismalari
icin yeni nesil kolonlar kullanilmstir. Bu kolonlarda farkli sicaklik ve pH gibi
parametre denemeleri yapilarak analize olan etkisi incelenmis ve analitik yontem
validasyon c¢alismalar1 tamamlanarak bal 6rneklerinden uygulamalar1 gosterilmistir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca 6grencisi oldugum i¢in sansli hissettigim,
yenilikgi fikirleriyle her zaman bakis agimi degistiren, her soruna ¢oziimle yaklasan,
degerli tez danismanim Dog. Dr. Mehmet GUMUSTAS a,

Her soruyu rahatlikla sorabildigim ve laboratuvar ¢aligmalarinda destegiyle her
zaman yanimda olan ve birlikte ¢aligmaktan keyif aldigim sevgili arkadasim Ceren
Hacer BOZMAOGLU’na ,

Her konuda destegi ve bana olan inanci ile daima gii¢ ve cesaret veren sevgili
esim Adem KOCAK’a ve varligi en biiyiik sansim, yasam kaynagim olan biricik
kizzim Ahsen Gok¢ce KOCAK’a

Her zaman oldugu gibi egitim hayatim boyunca da desteklerini daima
hissettigim sevgili ailem ve birlikte biiylirken ¢ok eglendigim sevgili yegenlerim Elif
Nur ve Oznur KONUKCU’ya,

Yiiksek lisans tez calismami destekleyen Ankara Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorliigii’ne tiim destekleri i¢in tesekkiir ederim.

Son olarak bu tez calismami, her zaman en biiyiik destek¢im olan ve her
sOziiyle hayatima 151k tutan, kizi olmaktan gurur duydugum sevgili babama

adiyorum.
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1. GIRIS

Bal, bitkilerin cigekleri ya da bu bitkilere ait olan diger canli kisimlarindan
salgilanmis olan nektar ve bitki iizerinde konak bazi bocekler tarafindan bitkiden
faydalanarak salgilamakta oldugu maddeler, arilar tarafindan toplanmasi, taginmasi ve depo
edilerek olgunlasmasiyla tretilen yiiksek besin degerine sahip ve antimikrobiyal degeri
nedeniyle insanlar tarafindan siklikla tiiketilen dogal bir fonksiyonel gidadir (Mutlu vd.,

2017).

Bal yaklagik 200 ¢esit bilesenin bulundugu, icermis oldugu vitaminleri, mineralleri,
organik asitleri, flavonoidleri, fenolik asitleri, aminoasitleri ve enzimleri bakimindan
degerlendirildiginde sindirim bakimindan kolay, besin degeri yiiksek ve bir ¢ok hastaliktan
koruyan ayn1 zamanda onarici etkisi bulunan fonksiyonel bir gidadir (Ozmen vd., 2006;

Spilioti vd., 2014).

Balin kimyasal bilesimine bakildiginda cografi konumu ve bitki Ortiisiine bagl
olarak degisim gostermekle birlikte karbohirat orani %82, su miktar1 %17, mineral degeri
9%0.7, protein orant %0.3, (yaklasik degerlerdir) ayrica igerdigi vitamini, organik asiti,
fenolik bilesikleri ve serbest amino asiti igeren bilesenleri i¢erdigi bilinmektedir (Karabagias
vd., 2014; Ozmen vd., 2006; Islam vd., 2012; Moniruzzaman vd.,2014).

Bal ve cicek tozu {iiretimi saglamak veya bitkilerde tozlagmayi gergeklestirmek
amaciyla ar1 kovanlarinda yapilan yer degistirmeye "gezginci aricilik” denir. Turkiye'de yeni
tip kovanlarin kullanilmasiyla birlikte baglayan seyyar aricilik ile bal iiretiminin %80'den
fazlasi saglamakta ve iilkemizde bu yontemle bal iiretimi fazla olmakla birlikte gezdirilen
kovan sayis1 toplam kovan sayisina orani %30'dur. Bu sebeple zirai miicadelelerde 6zellikle
gezginci aricilik yapan aricilara haber verilmesi olduk¢a énemlidir. Ciinkii yapilan bu zirai
miicadele arilarin oliimlerine yol agmasa da, maruziyetin artmasi neticesinde insektisit
kalintilarmin kovana tagmmasiyla balda olusan kalmti iriinlerde pazarlama sorunu

olugmaktadir (Tutkun, 2016).

Diinya niifusunda 6zellikle 20.yy. dan itibaren meydana gelen hizl artig besin madde
ihtiyacinin da artmasina sebep olmus, bu sebeple tarimsal iiretimde verimliligin artirilmasi
amaciyla Oncelikli olarak kullanilan tarimsal arazilerin fazlalagtirilmasi yoluna gidilmistir.

Ancak cografi yer sekillerinin tarim i¢in elverigli olmamasi mevcut tarim alanlarin yetersiz



kalmasi1 sebebiyle birim alandan elde edilecek iiriinii artirabilmek i¢in yogun tarim
uygulamalarina gecilmistir. Bu uygulanmanin baslanmasiyla birlikte degisen tiretim modeli
sonucu tarimda kimyasal kullanim1 artmistir. Bu yeni {iretim modeli ne yazik ki ekolojik
dengenin bozulmasina ve birgok yabani bocek tiirlerinin yok olmasina sebep olmus, yabani
olarak adlandirilan bu bdcek tiirlerinin da azalmasiyla birlikte bal arilar1 ekositem i¢in daha

da 6nemli olmaya baglamistir (Akyol, 2005).

Tibbi ve besinsel amagclarla insanliga oldukg¢a fayda saglayan gezginci bir ar1 tiirii
olan Apis mellifera L., tarimda sadece bal iiretimin de degil, ayn1 zamanda mahsuliin
tozlasmasinda da hayati bir rol tasimaktadir. Arilarin toplamis oldugu nektarlar1 metabolize
ederek bala doniistiirmesi biyokimyasal bir prosestir. Bu proses arilar i¢in dogal ortami olan
kovanda gerceklestigi bilinmektedir. Kovanda bulanan ar1 sayist oldukga fazla olup yaklasik
10 bin ile 40 bin ar1 arasinda degisiklik gostermektedir. Her bir ar1 nektar ve polen toplamak
icin glinde 10 ila 15 defa kovandan ¢iktig, her ¢ikisinda yaklasik 80-100 ¢igekten nektari ve
polenleri topladigr degerlendirilmektedir (Nisbet vd., 2013). Bu sebeple birgok bocek
zararlis1 ve bakteriler bal arilarina saldirabilmekte ve Onemli verim kayiplarina neden
olabilmektedir. Bir ar1 akar1 (zararlis1) olan Varroa Destructor, da bal aris1 Apis mellifera L.,
saldirarak arilarin larvalari, pupalari ve ergin olanlar1 lizerinde yasayamaya baglamasi ve
burada hizla ¢ogalmaya baslamasi sonucunda arilarin kitle halinde Oliimiine sebebiyet
verebilecek tehlike bir dis parazit olarak aricilikta oldukca biiylik sorun teskil etmeye

baglamistir.

Varroa Destructor’in iilkemize girmesi ve kovanlara bulagmasi ise; asil konagi
Hindistan ve Uzakdogu iilkelerinde bulunan bir ar1 cinsi olan Apis cerana ile bu ar1 zararlisi
uzun yillar yasamasi neticesinde parazite karsi bir savunma mekanizmasi gelistirmis ve
Varroa’ya karst diren¢ kazanmustir (Uygur, 2008). Gezginci bir ar1 tiirii olan Apis
mellifera’nin Uzakdogu ve Rusya smirinda Apis cerana ile bir arada bulunmasi nedeniyle
parazit Apis mellifera’ya gecmis, ancak varroa destructor’a karst aymi direnci
gbsterememistir. Daha sonra bu parazit ar ticareti neticesinde Rusya ve Ukrayna batisindaki

ve giineyindeki iilkelere bulagmis, Ulkemize ise 1977 yilinda girmistir.

Gergeklesen bulas neticesinde ise ar1 zararlilar1 ile miicadelede insektisit amacla
sentetik akarisitler kullanilmaya baglanilmistir. Bu sentetik akarasitlerin yanhs kullanimi
arilarda ar toksisitesi gibi ciddi sorunlar1 da beraberinde getirmis, ve ar1 iiriinlerinde kalinti

birakabildigi gozlemlenmistir (Das, 2004).



An zararlilar ile yapilabilecek miicadele tekniginin ayn1 zamanda ¢evreye dost bir
yontem olmas1 gerekmektedir. Ancak, diinya niifusundaki artig ve altyap1 yetersizligi gibi
sebeplerden dolay1 bu zararlilar ile yapilacak olan miicadeleye duyulan ihtiyag¢ giin gectikce

Onemini daha da artirmaktadir.

Giliniimiizde zararlilar miicadelede kullanilan en etkin yontem insektisit gruplarindan
piretroidler kullanilmasi suretiyle gerceklesmektedir. Diger insektisit gruplarina gore hizl
etki gostermesi maliyetinin kismen daha diisiik olmasi, memeli toksisitesi ve bir¢ok benzer
nitelikteki avantajlarindan dolay:r tiim diinyada en fazla tercih edilen insektisit olmustur

(Glintay, 2021).

1.1. Pestisitler

Birlesmis Milletlerde Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan yapilan tanima gore
pestisitler; “insan veya hayvanlarda olusabilecek hastaliklar1 tasiyici; gidalarin, tarimsal
iriinlerin, ahsap ve ahsap iiriinlerinin veya hayvan yemlerinin iiretimi, islenmesi, taginmas,
depolanmasi ve/veya pazarlanmasi sirasinda bu uygulamalar1 olumsuz etkileyecek her tiirlii
zararlinin Onlenmesi, yok edilmesi veya kontrol altina alinmasi amaciyla veya hayvanlar
iizerinde veya viicutlarinda bulunabilecek zararlilarin kontrol altina alinmasi amaciyla
kullanilan maddelerdir. Bu tanim, ayrica bitki biiylimesini diizenleyici, yaprak dokiici,
kurutucu veya meyve seyreltici veya ham meyvelerin dokiilmesini onleyici etkenleri ve
depolanma ve taginma sirasinda ticari mallarin bozulmasini 6nlemek amaciyla hasat 6ncesi

ve sonrasi iiriine uygulanan maddeleri de kapsamaktadir.” (FAO, 2002).

Tarimsal  {iretimde verimliligin  artirllmast  igin  pestisitlerin  kullanimi
vazgecilmezdir. Ciftciler tarafindan yabani otlar1 ve bocekleri kontrol etmek icin
kullanilmasi ve tarim iiriinlerinde dikkate deger artiglarin saglanmasi, 20. yiizyilda diinya
nifusunun artmasi, gida iiretiminde paralel bir artis olmadan miimkiin olamamaktadir.
Glinlimiizde tarim {driinlerinin yaklasik {igte biri pestisit uygulamasina bagli olarak
tiretilmekte, Pestisit kullanilmadig1 takdirde meyve tiretiminde %78, sebze iiretiminde %54
ve tahil iretiminde %32 kayip yasanmaktadir. Bu nedenle pestisitler diinya c¢apinda

hastaliklarin azaltilmasinda ve mahsul veriminin arttiritlmasinda kritik bir rol oynamaktadir.



Pestisitlerin tarihsel perspektifi, tiirleri ve spesifik kullanimlar ve pestisit davranisi,
kirliligi ve dogal cevre lizerindeki olumsuz etkilerine bakildiginda, tarimsal kalkinmada

diinyanin birgok yerinde kullanilmaktadir (Tudi vd., 2021).

Pestisitler, kimyasal maddeler kullanilarak zararlilar1 6ldiirmek ve yabani otlar
kontrol altina almak igin kullanilir; dolayisiyla kuslar, baliklar, faydali bocekler ve hedef
olmayan bitkilerin yan1 sira hava, su, toprak ve mahsuller de dahil olmak tiizere diger
organizmalar i¢in de toksik olabilmektedirler. Bunun neticesinde meydana gelen pestisit
kirliligi hedef bitkilerden uzaklasarak ¢evre kirliligine neden olabilmektedir. Bu tiir

kimyasal kalintilar cevre ve gida kirliligi yoluyla insan sagligini da etkilemektedir.

Pestisitlerin hedef olarak belirledigi organizma, kimyasal ve fiziksel yapilar1 goz
oniinde bulunduruldugunda ayrimlarinda net olmamakla birlikte inorganik, sentetik ve

biyolojik pestisitler seklinde siniflandirilmaktadir (CSA, 1997).

1.1.1. Pestisit Kullaniminin Tarihcesi

Tarimsal iiretimde zararlilar ile miicadelede pestisitler eski caglardan itibaren en
etkili yontem olarak kullanildigma dair kayitlarin bulundugu bilinmekte ve bilinen en eski
pestisit kullanim1 M.O. 1500’lere dayanmaktadir. Elemental kiikiirt tozu bilinen ilk
pestisittir. (Mezapotamya’da, antik Stimerlerde kullanildigina dair kaynaklar vardir.) Zaman
icerisinde tarimsal verimin artirilmast ve zararlilar ile yapilan miicadelede pestisit olarak
cesitli kimyasallara yonelim gergeklesmis ve bunun sonucunda 15.yy.’da arsenigin, civanin
ve kursunun, 17. yy. tiitiinden ekstrakte edilen nikotin siilfat, insektisit olarak, 19. yy.’da ise
dogal pestisit olan krizantemden elde edilen pyrethrum (pire otu) ve tropik bitki kdklerinden

elde edilen rotenon kullanilmistir(Miller, 2002).

1.1.2. Tiirkiye’de Pestisitlerin Kullanim

Siirdiiriilebilir bir yasam icin ve ozellikle saglikli dogal firiinleri iiretebilmek bu
iiriinlerin ulasabilirligine olan ihtiyag yetersiz kaynak ve hizla artan diinya niifusundan dolay1
ciddi bir sorun haline gelmistir. Bu sebeple birim alandan elde edilebilecek verimin
artirllmasi, kimsayal miicadelenin kisa zamanda tesir etmesi ve kolay bir kullaniminin

olmasi gibi cesitli nedenlerle diinyada ve {ilkemizde ¢okca tercih edilen bir yontem halini



almig ve sonug olarak pestisit kullaniminda 1940 yilinda baglanilmig ve 1979 yilindan sonra

hizli artig gbzlemlenmistir.

Tarim zararlilarina karsi kimyasal miicadeleye alternatif olarak biyolojik ve
biyoteknik miicadele yontemlerinin gelistirilmesi bu dogrultuda entegre miicadele
tekniklerinin kullanilmas1 insan saglig1 ve ekolojik g¢evre bakist agisindan énemlidir(Ozercan

ve Ozdem 2015).

Tarimda yapilan kimyasal miicadele; triinleri gesitli hastaliktan korumak ya da
kurtarmak, zararli ve yabanci otlarin zararindan koruyabilmek, iiretimde kalitenin ve en
onemlisi saglikli iiretimi artirabilmek igin kullanilan bir miicadele teknigidir (Tiryaki vd.,

2010).

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) tarafindan 2021 yilma kadar hazirlanan
iilkemizdeki pestisitlerin kullanim verileri incelenerek, hazirlanmig olan pestisit gruplarinin

kullanim miktarlar1 yer aldig1 cizelge asagida sunulmustur

Cizelge 1.1. Yillara gore Tiirkiye pestisit kullanim miktarlari (ton) Tarim ve Orman Bakanligi, 2021
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Toplam Pestisit Kullammi (ton}
o

2002 _ 54.296
2005 __ 43.363
2006 [ 45.376
2007 -_ 48716
2008 (N 3:.836
2009 -_ 37.651
2010 ._ 18555
2011 -_ 39.534
2012 -_ 42,611
ma3 l_ 39.440
2014 -_ 39.723
2015 [N 39.026
2016+ | 50054

2017+ [N 54.098
2012* | :0.020
009 [ 51297

(*) 2016 yilindan vede sonra hesaplama metodu i¢in degisiklik yapilmasi nedeniyle bir kullanim miktar1 biraz
yiiksek goziikebilmektedir.

1.1.3. Pestisitlerin Kullanilmasinin insan Saghg Uzerine Yarattigi Etkiler

Pestisitlerin tarimsal iiretimde kullanilmasi ve olusan tarimsal kirlenme ele alinmasi
gereken ciddi bir sorundur. Meydana gelen kirlilik bir kimyasalin toksisitesine maruz
kalmanmn uzunluguna ve miktarina bagli olarak ciddi saglik sorunlarini beraberinde
getirmektedir. Ozellikle tarim iscileri ve aileleri, tarimsal pestisitlere en fazla maruz

kalanlardir. Pestisit kalintilar1 genetik mutasyonlara ve hiicresel bozulmaya neden



olabilmektedir. Analiz ve sterilizasyona tabi tutulmayan tarim iriinlerinin tiikketilmesi ve
kirlilige maruziyetin boyutu 6zellikle ¢ocuklar etkiledigi bilinmektedir. Ciinkii kimyasallar
biyolojik olarak birikme biiyiitme Ozelligine sahip olmasindan dolayr zamanla viicutta
biyolojik olarak konsantre olabilir. Bunun sonucunda pestisitlere maruz kalmanin etkisine
bagh olarak ciltte olusabilecek tahriglere, kan ve sinir sisteminde bozulmalara, endokrin
bozukluklarina ve hatta 6lim ile neticelenecek durumlara sebebiyet verebilir (Lin ve ark.,
2010; Al-Waili vd., 2012).

Son dénemlerde insanlarda ¢evreye olan duyarlilik artmis ve saglik ve gevre bilinci
ve biyolojik agidan gesitliligin korunmasi temel amag halini almistir. Bu nedenle uygulanilan
miicadelede temiz tarima Oncelik verilmis bu sebeple kullanilan pestisitlerin azaltilma yoluna
gidilmesi ekosistem ve insan saglig1 acisindan vazgecilmez bir zorunluluk halini almistir

(Altikat. vd., 2009).

1.2. Piretroidler

Piretrum, kurutulmus kasimpati ¢iceklerine ait olan oleoresin Oziidiir. Piretrinler
piretrum ekstraktindaki insektisidal olarak yer alan ve yaklasik % 50 aktif maddeleridir. Yani
piretrinler pestisidal aktiviteye sahip olduklar yilizyillar 6nce saptanan kurutulmus kasimpati

ciceginin (Chrysanthemum cinerariifolium) extrelerinden elde edilmislerdir.

Bu bilesiklere ait temel yapisal 6zellikler Isvicreli kimyaci1 Hermann Staudinger ve
Leopold Ruzicka tarafindan 1910-1916 arasinda bulunmustur(Casida, 1980). 1lk olarak
viicuttaki bitler i¢in Kafkasya’da bulunan kabileler kullanmaya baglamistir (West, 1959).
Kasimpati ¢igegi Ermenistan’da 1928 yilinda, ticari amagcla iiretilmeye baslanildigi
bilinmektedir. Bu ticari tiretimlerin 6zellikle. 1 ve 2. Diinya Savaslarinin ardindan Afrika’nin
dogu ve kuzeyinde merkezlendigi bilinmektedir (West, 1959; Casida, 1980). Cok yillik otsu
bir bitki olan C. cinerariifolium, Compositae ilk ticari piretroiddir. Piretrinler, bu piretrum
bitkilerinin su, ferment, nektar (bal6zii), miisilaj, kauguk, recine, ugucu yag, tanen gibi salgi
kanallarina yerleserek, burada foto-kompozisyon korunarak ve ¢igekler ile etkilesim
olusturmakla birlikte bitki iizerinde yer alan ve onlarla beslenmekte olan bocekler igin
toksisite gostermektedir. Cicekler yaklasik 3-4 mg piretrin (bir adet cicekte) icerdigi
gozlemlenmistir (Casida, 1980).



Dogal piretrinler, memeliler igin diisiik toksisiteye sahip, kalici olmayan bdcek
oldiriictilerdir. 1910-16 yillar1 arasinda yapilan g¢aligmalarda dogal bilesiklerden ardigik
izosterik modifikasyonlarla gelistirilen sentetik analoglar ve piretroidler, elde etmistir.
Boylelikle allethrin adi verilen ilk sentetik analog elde edilmistir. Daha sonraki siiregte
yapilan c¢aligmalarla neticesinde bir¢ok yeni piretroid kesfi gerceklesmistir (Casida, 1980).
1950 yilindan giliniimiize kadar bazi zararli olan tiirler ve bunlar ile yapilan miicadeleye

piretroidler ve insektisitler katilarak 6nleme c¢aligsmalar1 biiyiik 6l¢iide ivime kazanmustir.

Piretroidler ile ilgili ozellikle 1940-1970 yillar1 arasinda yapilan yogun deneme
prosesleri sonucunda bazi bilesikler gelistirilmistir. Bulunan diger bazi piretroidlerin

kronolojik kesfi ise asagida sunulmustur.

Cizelge 1.2. Bazi piretroidlerin kronolojik kesfi

Yil Piretroid Kesfi
1949 Allethrin
1962 Resmethrin
1967 Bioresmethrin
1973 Permethrin
1974 Deltamethrin
1976 Fenvalerate
1979 Esfenvalerate
1984 Lambda-cyhalothrin
1986 Flumetrin
1990 Silafluofen

Bu sentetik piretroidler giinlimiizde de c¢esitli alanlarda bocek oOldiirii olarak
kullanildigi  saptanmustir  (Soderlund ve Bloomquist, 1989). Ozellikle permetrin ve
deltametrinin kesfedilmesiyle birlikte tarim arazilerinde kullanilmaya baglanmis, giines
1sinlarina karsi dayanikli yapida olmalarindan dolay1 giiniimiiziin en fazla tercih edilen ve

kullanilan insektisit grubu halini almistir(Soderlund, 2008).
1.2.1. Piretroidlerin Kimyasal Yapilari
Piretroidler, asit, bir adet merkezi ester bag1 ve bir adet alkol kismi igerdigi bilinen,

asit kisminda kiral karbona sahip lipofiliktik ozellikteki bilesiklerdir (Perry, 1998).

Piretroidler stereoizomerik yapida olan bilesiklerdir.



Sekil 1.1. Deltametrin Piretroid

Piretroidler stereo-spesifik 6zelliklerinden dolay1 Na+ kanallari ile etkilesime girerek
daha uzun siire agik tutarak aksiyon potansiyelleri artirirlar, béylece ana klinik belirtisi
titreme olan asir1 uyarilma sonucu reseptoriiniin kloriir kanallarin1 bloke eder ve nobetlere
neden olarak bocek oldiiriicii aktivite gosterirler. Piretroidler bdcek oldiirlicii ve memeli
toksisiteleri degisiklik gosterebilirler. Cis izomerleri trans izomerlerinden genellikle daha
toksik ozellikte olmasmin sebebi ester baginin hidroliz edilmesi yoluyla daha kolay

metabolize olabilmesinden kaynaklidir (Costa, 2015; Smith 2016).

Piretroidler, birbirinden farkli &zelliklere sahip en az dort stereoizomer halinde
bulunabilirler. Bunlar rasemik karisim ya da tek izomer yapida pazarlanmaktadirlar. Ticari
formiilasyonlarda piretroidlerin aktivitesi genellikle aktif bilesenin metabolik bozulmasini
Onleyen piperonil butoksit gibi bir sinerjist ilavesiyle arttirilirlar. (Bradberry, 2005).
Piperonil biitoksit (PBO), en fazla kullanilan sinerjistir. Yani birbirlerinden farkli oranda
toksik veya hi¢ toksik olmayabilirler ve diger bilesenle birlikte kullanildiginda aktivitesini
degistirdigi ve artirdig1 gozlemlenmistir (Perry, 1998).

Piretroidler hem evde hem de ticari bocek ilact olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. Tropikal {iilkelerde sivrisinek aglari, sitma hastaligina karsi genellikle
deltametrin soliisyonlarina batirilir. Piretroidler bocekler icin memelilere gore yaklagik 2250
kat daha toksiktir. Ciinkii boceklerin sodyum kanali hassasiyeti fazla, viicut boyutlar1 daha
kiigiik ve viicut sicakliklar1 da daha disiiktiir. Ek olarak memeliler, zayif dermal emilim ve
toksik olmayan metabolitlere hizli metabolizma nedeniyle korunur. Piretroidlerin tek basina
toksik olma mekanizmalari karmasiktir ve piperonil butoksit veya organofosforlu bir
insektisit veya her ikisiyle birlikte formiile edildiklerinde bu bilesikler piretroid

metabolizmasini inhibe ettiginden daha karmasik hale gelirler.



Piretroidlerin ana etkileri sodyum ve kloriir kanallar1 iizerindedir. Piretroidler,
kapanmalarin1 geciktirmek i¢in voltaja duyarli sodyum kanallarinin gegit O6zelliklerini
degistirir. Uzun siireli bir sodyum akis1 (sodyum 'kuyruk akimi' olarak anilir) ortaya ¢ikar;
bu, eger yeterince biiyiik ve/veya uzunsa, aksiyon potansiyeli esigini diisiiriir ve tekrarlayan
ateslemeye neden olur; Yiiksek piretroid konsantrasyonlarinda, sodyum kuyruk akimi daha
fazla aksiyon potansiyeli olusumunu ve 'iletim blogunun' ortaya ¢ikmasini onleyecek kadar
bliyiik olabilir. Duyusal néron fonksiyonunu degistirmek i¢in yalnizca diisiik piretroid
konsantrasyonlar1 gereklidir. Tip II piretroidler ayrica voltaja bagli kloriir kanallart yoluyla
kloriir akimlarmi azaltir ve bu etki tip II piretroidlerle zehirlenmenin ana nedenidir

(Bradberry, 2005).

1.3. Flumetrin

Flumetrin ilk olarak piretroid grubu pestisitlerden, 1986 yilindan Bayer firmasi

tarafindan bir akarisit olarak ilk kez sentezlenmistir (De Paoli, 1992).

e Kimyasal ismi: “(RS)-a-siyano-4-fluro-fenoksibenzil--3-(b,4-diklorostyryl)-2,2-
dimetilsiklopropankarboksilat”,

e Molekiiler Agirligi: 510, 3836,

e CAS Numarasi: 69770-45-2, olup sar1 renkte olup akiskan olmayan vizkoz
lipofilik formdadir (Kaneko, 2001).

Kimyasal olarak incelendiginde izomerlerin kompleks bir karisimi oldugu

goriilmektedir. Flumetrin molekiilii Sekil 1.2°de gosterilmistir.

Sekil 1.2. Flumetrin Kimyasal Yapisi.

Sekil 1.2°de goriildiigii flumetrinin dort adet stereoizomerizm bolgesi vardir. Bunlar

simetrik olmayacak sekilde yerlesmis 3 kiral karbon ve geometrik izomerizmin bdlgesi



olmak iizere 16 izomerli yapida bulunurlar. Geometrik olarak cis/trans yapiya sahiptir. Trans

Z1 ve Z2 izomerleri olarak iki farkli formiilasyon ile pazarlanmaya sunulan flumetrin akut

olarak Z2 izomeri daha toksiktir(Schnitzerling vd., 1989).

Flumetrine ait bazi kimyasal ve fiziksel 6zellikleri Cizelge 1.3’te sunulmustur.

Cizelge 1.3. Flumetrine ait baz1 kimyasal ve fiziksel 6zellikler

Ozellikleri

Sonu¢

Rengi ve Fiziksel Durumu

Sar1-Kehribar Rengi, Kati

Koku Ayirt edici bir kokusu yok
Erime Sicakligi 156,4°C

Kaynama Noktasi ve Sicakligi >250°C

20°C de Yogunluk 1,383 g/cm3

20°C’de Buhar Basinci

< 2,442 x 10-5 Pa at 24,8°C

Ultraviyole (UV) Goriiniir Spektrum

Amax = 268 nm, independent of pH

31°C’de Suda Coziiniirliik

Su =0,067 mg/L
pH 4 = 0,046 mg/L
pH 7 = 0,47 mg/L
pH 9 =0,33 mg/L

21°C’de Organik Solventlerde Coziiniirliik Solvent Coziiniirlik(g/L)
Aseton 199
Asetonitril >200
Diklorometan >200
Dimetil siilfoksit 44
Etanol 44
Etil asetat >200
Heksan 22
Toluen >200
n-Oktanol Su Bolme Katsayisi (Kow) log Kow = 7,52

Ayrisma Sabiti (pKa)

Literatiir Verisi Yoktur.

1.3.1. Flumetrinin Temel Etki Mekanizmasi

Flumetrin sentetik bir piretroid olan Tip II piretroid olarak anilan bir insektisittir.

Flumetrin yagda ¢oziinebilir bir insektisittir. Tip II piretroid tiirevi uzun etkili bir madde

oldugu i¢in hayvanlarda dig parazitlere karsi dokme ¢ozelti ve banyo seklinde uygulanir.

Etkisi diger piretroidler gibi temas yoluyladir.
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Sentetik piretroidler oncelikle nérotoksik etkilere neden olur Insektlerin
néromembranlarmin aksonlarinda bulunan voltaja duyarli sodyum kanallarmin gegit
ozelliklerini degistirir. Boylece uzun siireli bir sodyum akisi ortaya cikar; ndronlardaki
voltaja bagimli sodyum kanallarina baglanarak kapanmasimi geciktirir ve bdylelikle sodyum
kanallar1 ve néronlarin depolarizasyonlarina neden olur. Bu aksiyon potansiyellerini etkiler
veya tekrarlayan aktiviteye (Tip I piretroidler) ya da sinir iletiminin tikanmasina (Tip II)
sonucu bdceklerde oliimciil etki olusturdugu goézlemlenmistir(Mishra vd., 2012b; Stanneck
vd., 2012b).
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Sekil 1.3. Flumetrine ait temel etki mekanizmasi (Stanneck, 2012)

Flumetrin; ozellikle bagirsaklarda, akcigerlerde ve deride ¢abuk emilim gosterdigi
bilinmekte ve maruziyete bagl olarak dermal lezyonlar goériilmektedir. Flumetrin viicutta,
glukuronidasyon gerektirmeyen basit bir metabolizmaya ugramasit sonrasinda inaktif
metaboliti flumetrin asit olusmaktadir (Stanneck vd. 2012b; Anadon vd., 1995; Kaneko ve
Miyamoto, 2001).

1.3.2. Flumetrinin Toksisitesi

Flumetrinin bazi laboratuvar hayvanlar1 iizerinde yapilan kisa ve uzun vadeli
caligmalarda toksik etkileri oldugu saptanmistir. Yapilan calismalarda birincil hedef sinir
sistemi olsa da organizma iizerinde oral maruziyete bagli olarak dermal lezyonlar ve
intraperitonal uygulamalarla karacigerdeki enzimlerin {izerinde 6nemli farkliliklara sebebiyet

verdigi bilinmekte, viicuttaki serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki dengeyi bozdugu
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ayrica yapilan ¢aligmalar dikkate alindiginda flumetrinin karaciger hasar1 olusturabilecegi

gozlemlenmistir (Mishra vd., 2012b; Anadon vd., 1995).

1.3.3. Flumetrin ile Yapilmis Bazi Literatiir Calismalari

Flumetrin i¢in kromatografik yontemler kullanilarak yapilan literatiirdeki bazi

caligmalara baktigimizda;

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) teknigi kullanilarak bal ve
balmumundan flumetrin kalintilar1 tespitinde bes Apis mellifera kolonisinden flumetrin
isleminden 6nce ve uygulamadan 30, 60 ve 90 giin sonra kirk bal 6rnegi toplandi; Bal
numuneleri, hiicrelerin kapaklarinin bigakla agilmasi ve 12 mL kapasiteli bir siringa ile balin
¢ikarilmasiyla alinmistir. Secilen bes ar1 kovanindan yirmi balmumu 6rnegi (her koloninin
periferik ¢ercevelerinden bir 6rnek) toplandi. Bal ve balmumu numunelerinin ekstrakt olarak
n-hekzan ve diklorometan (4:6, h/h) olmak fiizere iki solvent kullanildi; bunlar déner
buharlagtirmayla daha da konsantre edilmistir. Tiim numuneler saflastirildi ve 267 nm dalga
boyunda saptandi. 40 numunede HPLC kalint1 analizinden, tiim bal numunelerinin akarisit
flumetrin icermedigi bununla birlikte, 30 giin sonra ar1 kolonilerinden alman balmumu
orneklerinde tiim balmumu numuneleri flumetrin kalintilar1 tespit edilmistir. HPLC
araciliglyla mevcut flumetrin  saptama  yoOnteminin, yiliksek hassasiyetle Gaz
Kromatografisinin umut verici bir alternatifi oldugu kanitlanmistir ve bal ve balmumundan
flumetrin kalintilarint belirlemek i¢in uygun bir yontem oldugu rapor edilmisitir(Jamal,

2020).

Flumetrin oldukga etkili bir akarisittir ancak lipofilik 6zelliginin ar1 kovanlarinda ve
ar1 tirlinlerinde birikme gibi baz1 olumsuz etkileri vardir. Bununla birlikte, kronik flumetrin
maruziyetinin ardindan bal arilarinin hayatta kalma stresi iizerine yapilan calismalar
sinirhidir. Bu soruyu cevaplamak icin, bal arist1 (Apis mellifera) iscilerinin larvalardan
yetigkinlere kadar flumetrinin 6liimciil olmayan konsantrasyonlarina kronik olarak maruz
kalmastyla olusan stres iizerine bir ¢alisma yapilmistir. Ug flumetrin tedavi grubu (1, 0,1,
0,01 mg/L) ve bir kontrol grubu (flumetrin eklenmemis) olusturulmus ve is¢i larvalari dort
gruba ayrilmistir. Daha sonra, 2 giinliik larvalardan baslayarak, dort grubun larvalar1 ve
miiteakip ortaya ¢ikan is¢i arilari, sirastyla tiim yetiskin ig¢i arilar 6lene kadar karsilik gelen

konsantrasyonlarda flumetrin ile oral olarak beslenmistir.
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» Konsantrasyon 0,01 mg/L flumetrin oldugunda, yetigskin is¢i arillarm Omri
kisalmig ve 1 giinliik pupalarda detoksifikasyonla iliskili genlerin
(CYP450,GSTS) asag1 regiilasyonu baglatilmistir.

» Konsantrasyon 0,1 mg/L flumethrin'de oldugunda, yetiskin isci arilarin omri
tekrar kisalmis ve 1 giinliik pupalarda bellekle ilgili genlerin (GluRA1, Nmdarl,
Tyrl) ve 1 giinde Tyrl geninin asagi regiilasyonu -yash is¢i arilar, 1 giinliik
pupalarda detoksifikasyonla ilgili genler (CYP450,GSTS) ve 7 giinlik isci
arilarda bagisiklik genleri (Defensinl, Hymenoptaecin) gozlenmistir.

» Konsantrasyon 1 mg/L flumetrin oldugunda, yeni ¢ikan bal arisimnin daha hafif
dogum agirlig1 ve 7 giinliik is¢i arilarda koku 6grenme ve hafizada eksiklikler
gozlenmistir. Hafizayla ilgili genler (GluRA1l, Nmdarl, Tyrl) 1 giinlik
pupalarda ve genler (Nmdarl,Tyrl) 1 giinlik is¢i arilarda oldugu gibi,
detoksifikasyonla ilgili genler (CYP450,GSTS) de asag: regiile edilmistir.

Bu veriler, ar1 kovanlar iizerindeki istenmeyen sonuglar hakkinda bilgi saglamakla
birlikte ar1 kovanlarindaki flumetrin kalintilarinin dikkatli bir sekilde kontrol edilmesi

gerektiginin altini ¢izmektedir (Li, 2022).

Bal arilarmin (Apis mellifera L.) yillik asir1 kaybi, tarimi ve biyogesitliligi etkileyen
kiiresel bir sorundur. Varroa destructor, bu kayipta énemli bir rol oynar. Yillarca siiren
yogun aragtirmalara ragmen, Varroa — bal aris1 etkilesiminin karmagsik mekanizmalar1 hala
tam olarak tanimlanamamustir. Bu nedenle, bu ¢alisma Varroa akarlarinin ve virisler dahil
dogal olarak iliskili faktorlerin bal arilan iizerindeki etkisi hakkinda yeni ayrintilar ortaya
¢ikarmak igin akar Onleyici tedavi uygulanmadan yetistirilen ayni koloni grubundan
kislamadan once toplanan Varroa parazitli ve parazitsiz on gilinliik is¢i arilar arasindaki
farklara bakilmigtir. Standart anti-Varroa tedavisi uygulanmis kolonilerden toplanan bal
arilartyla ek karsilastirma, bir piretroid flumetrin etkisine iliskin daha fazla bilgi saglayabilir.
Akar parazitlenmesine maruz kalan bal arillarin analizi, bagisiklik, oksidatif stres, koku
tanima, sfingolipidlerin metabolizmast ve RNA diizenleyici mekanizmalarla ilgili
transkriptom ve proteomdaki degisiklikleri ortaya c¢ikarmistir. Bagisiklik tepkisi ve
sfingolipid metabolizmasi1 giiclii bir sekilde aktive olurken, koku alma tanima ve oksidatif
stres yollar1 parazitlenmemis olanlara kiyasla Varroa parazitli bal arilarinda inhibe edilmistir.
Ayrica, metabolomik analiz, besinlerin ve enerji depolarinin tiikkendigini dogruladi, bu da
parazitlenmis iscilerde genel olarak bozulmus bir metabolizmaya yol agmigtir. Kesinlikle

parazitlenmis arilar lizerinde gergeklestirilen birlesik omik tabanli analiz, Varroa sp.'nin
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zararll etkilerinin altinda yatan temel molekiiler bilesenleri ve mekanizmalar1 ortaya
cikarmistir. Bu calisma, biyolojik tehditlere bal arisi tepkisi ve Varroa akarina karsi etkili
kontrol stratejilerinin gelistirilmesi hakkinda daha fazla arastirma igin teorik temel ve

birbirine bagh veri kiimeleri saglamistir (Kunc, 2022).

Art lriinleri, bal arilar tarafindan kovana taginabilen ve bala karigabilen pestisitlerle
kirlenmis bir ortamda iiretilebilir. Bu nedenle, bal numunelerindeki pestisit kalintilarini
belirlemeye yonelik hizli ve modern yontemler, tiiketicilerin saghigin1 garanti altina almak
icin sarttir. Bu ¢alismada, balda 116 pestisit miktarinin belirlenmesi i¢in basit bir UHPLC—
MS/MS analizinin Oncesinde degistirilmis bir QuEChERS prosediiriiniin kullanimini
icermistir. Yontem, Avrupa Birligi SANCO/12571/2013 yonergelerine gére dogrulanmaistir.
Brezilya'nin bes eyaletinden 100 bal 6rneginin belirlenmesi i¢in uygulandi. Genel olarak bal
ornekleri pestisit kalintilar1 agisindan uygun kalite gostermistir. Dogrulanmis yontemin hizli,
verimli ve glivenilir oldugu ve baldaki pestisitlerin izlenmesinde kullanilabilecegi ve
Brezilya Ulusal Kalinti ve Kirletici Plani'na (PNCRC) katilabilecegi gosterilmistir(Tette,
2016).

1.4. Analitik Yontem Gegerlilik Testi Parametreleri

Analitik  yontem  gecerlilik  testleri  (validasyon), analitik ydntemlerin
olusturulmasinda ve bir laboratuvarda giivenilir analitik veriler elde edilmesi i¢in yapilmasi
gereken cok sayida degerlendirme parametrelerinden olusmaktadir. Istenilen ¢alisma
kosullarinda ve c¢aligmasi hedeflenen ornekler i¢cin dogru ve kesin analitik veriler elde

edilmesi igin yontem validasyon testleri kilit bir unsurdur (Segneanu vd., 2013).

Bu tez c¢alismasinda flumetrin analizi i¢in segici, hassas, dogru ve kesin bir
kromatografik analiz yontemi gelistirilmesi planlanmistir. Kullanilacak sivi kromatografi
(HPLC) yonteminin literatiire oranla daha diisiik maliyetli ve daha hassas tayin limitlerine

ulasabilmesi i¢in yeni nesil sivi kromatografi sabit fazlarindan faydalanilmstir.

Daha diigiik tayin limitlerine inmek icin sivi sivi ekstraksiyon yontemleri
kullanilarak daha az ¢Ozilici harcanmasi, ekstraksiyon sonrasinda gelistirilmis olan
kromatografik tekniklerin validasyon ¢alismalarinin yapilmasiyla da gelistirilen yontemin

uluslararas1 gecerlilikleri gosterilecektir.
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HPLC c¢alismalar1 yapilirken yeni nesil kolonlarin kullanilmis ve analizlerin
verimliliginin arttirtlmas1 planlanmistir. Yeni nesil kolonlarda farkli sicaklik, pH gibi
parametre denemeleri yapilarak analize olan etkisi incelenecek olup validasyon ¢aligmalari
tamamlanacaktir. Validasyon calismalar1 tamamlandiktan sonra uygun yontem ve tayin
metodu segilecektir. Sahadan elde edilecek bal numuneleri kullanilarak gelistirilen

yontemlerin ger¢cek numunelerden analize imkan verip vermedigi belirlenmeye calisilacaktir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Flumetrinin Analitik Tayin Yontemleri

Literatiir calismalarinda Flumetrin analizi i¢in ¢esitli analitik yontemler mevcuttur.
Bu tez kapsaminda flumetrin analizi igin secici, hassas, dogru ve kesin bir kromatografik
analiz yontemi gelistirilmesi planlanmistir. Kullanilacak siv1i  kromatografi (HPLC)
yonteminin literatiire oranla daha diisiik maliyetli ve daha hassas tayin limitlerine
ulasabilmesi icin yeni nesil sivi kromatografi sabit fazlarindan faydalanilmistir. Daha diisiik
tayin limitlerine inmek i¢in sivi sivi ekstraksiyon yontemleri kullanilarak daha az ¢oziicii
harcanmasi hedeflenmektedir. Ekstraksiyon sonrasinda gelistirilmis olan kromatografik
tekniklerin validasyon caligmalar1 yapilarak uluslararasi gegerlilikleri de gosterilmistir.
HPLC calismalar1 yeni nesil kolonlar kullanilmasi planlanmistir. Bu kolonlarda farkl
sicaklik ve pH gibi parametre denemeleri yapilarak analize olan etkisi incelenecek olup

validasyon ¢alismalar1 tamamlanmugtir.
2.1.1. Stvi Kromatografisi

Kromatografi; 6l¢iim, ayristirma ve saflagtirma gibi amagclar i¢in kullanilan kimyasal
bir tekniktir. Tiim kromatografik uygulamalarda birbiriyle karismayan iki ortam, bir "sabit
faz (kolon)" ve bir "hareketli faz" bulunur. Sabit fazin amaci1 maddeleri iizerinde tutarak

alikoymak, hareketli fazin amac1 ise maddeleri sabit fazin {izerinde hareket ettirmektir.

Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografisi (HPLC) organik, inorganik, fiziksel ve
biyolojik bir¢ok numunelerdeki tiirleri ayirmak ve tayin etmek icin kullanilan bir tayin
metodudur. HPLC bir karisim igindeki maddeler sabit faz ve hareketli faza ilgilerine gore
etkilesimlere girmesi ve kolon icinde degisik hizlarda hareket etmeleri neticesinde
bilesenlerin kolonu farkli zamanlarda terk ederek birbirlerinden ayrilmasi temel prensibine

dayanmaktadir.

HPLC, durgun fazin tipine gdre veya ayirma mekanizmasina gore siniflandirilir.

Bunlar arasinda;

e s1vi-s1vl kromatografisi,

e kati-s1v1 kromatografisi,
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e iyon-degisim kromatografisi,
¢ boyut eleme kromatografisi,

e afinite kromatografisi sayilabilir.

Yiiksek performansh sivi kromatografi (HPLC) analizleri 6ncesinde ornekler igin
kullanilan ekstraksiyon yontemleri sivi-sivi ekstraksiyon (LLE), kat1 faz ekstraksiyon (SPE)
ve olmak {iizere farkli sekillerde yapilabilmektedir. Ekstrakte edilen ornekler, HPLC
analizlerindeki hareketli faz akiglarinda izokratik veya gradiyent olarak degisiklik yapilarak
diisiik tayin smirlarina ulagsmak miimkiindiir. Ayrica analiz siiresi hazirlanacak hareketli

fazin akisina ve kolon sicakligina gore azalmaktadir.

2.1.2. Gaz Kromatografisi

Gaz kromatografisi (GC) i¢in yaygm olarak kullanilan dedektor kiitle
spektrometridir (MS). Hareketli faz olarak kullanilan gaz inert olmalidir. Azot, helyum ve
hidrojen gibi gazlar bulunmaktadir. MS yardimiyla molekiillerin iyonlarina ayristirilmasi
sonucu kiitle tayini yapilmaktadir. GC-MS’de diisiik 6rnek hacmi ile diisiik tayin limitlerine
hizlica ulasilabilir ancak analizi yapilan 6rnek ugucu olmalidir. Bu nedenle ekstraksiyon i¢in
de organik c¢oziiciiler kullanilmaktadir. Numune ugucu degilse derivatizasyon (tiirevleme)
islemlerine tabi tutulur. Ancak tiirevleme basamagi ¢ok fazla numunenin analizinin es

zamanli yapilacagi durumlarda bir zaman kaybina sebep olmaktadir.

2.1.3. Diger Analitik Yontemler

Flumetrin analizi igin literatiirde kullanilan diger tekniklerden olan, UV-Goriiniir
(UV-Vis) Spektrofotometre kolay ve c¢evre dostu olmasi nedeniyle yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Sensorler, fiziksel degisimleri elektrik sinyallerine doniistiiren cihazlardir.
Glinlimiiz sensoOr sistemleri, cevre ortamdan gelen uyaranlari ve sinyalleri algilayarak
okunabilir bir sinyal ile cevap veren cihazlar olarak tanimlanmaktadir. Sensérler, algilayici
tabaka ve cevirici tabaka olmak tizere iki temel kisimdan olusmaktadir. Algilayici kisim
cevreden gelen uyar1 veya sinyalleri algilayarak bunlar1 bir enerji formuna doniistiiriir.
Cevirici ise bu enerjiyi kullanarak islenebilir analitik sinyaller iiretir. Elektrokimyasal
sensorler farkli analitlerin ve molekiillerin tayini i¢in kullanilan 6nemli bir yontem haline
gelmistir. Pestisit analizlerinde kullanilmakla birlikte flumetrin analizine ait literatiir bilgisi

siirhdir.
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2.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Tez siiresince kullanilacak olan malzemeler Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Kullanilan malzeme listesi

Malzeme Marka
Asetonitril (HPLC Kalite) Merck
Methanol (Kromatografik Kalite) Isolab

Metil Tert Biitil Eter (MTBE) Sigma-Aldrich
Etil Asetat Merck
Sodyum Hidroksit Merck
Sodyum Kloriir Merck

Asetik Asit Merck

%80 Orto-fosforik Asit Merck
Flumetrin Sigma-Aldrich

2.3. Kullanilan Cihazlar

Tez siiresince kullanilacak olan cihazlar marka ve modelleri ile birlikte Cizelge

2.2.’de verilmistir.

Cizelge 2.2. Kullanilan cihazlarin listesi

Cihaz Ismi Markasi

pH metre Thermo Scientific Orion 3 Star
Hassas Terazi Mettler Toledo XS204

HPLC Agilent 1100

Manyetik Karistirici Mirak Thermolyne

Ultrasonik Su Banyosu Bandelin Sonorex TK 100 H
Coklu Vorteks Biosan Multi Vortex V-32
Santrifiij Heraeus Labofuge 200

Ultra Saf Su Cihaz1 Human Up 900 Scholar-UV
Saf Su Cihazi Niive ND8

2-20 pL Hacim Ayarli Mikropipet

20-200 uL Hacim Ayarli Mikropipet
100-1000 pL Hacim Ayarli Mikropipet

Vakum Pompasi
Azot Evaporatorii (ND-200-2)

Vorteks

Brand
Brand
Brand

Knf Neuberger D 79112
Miulab

Velp Scientifica Classic
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2.4. Kullanilan Sarf Malzemeler

Tez siiresince kullanilan sarf malzemelerin listesi Cizelge 2.3’te verilmistir.

Cizelge 2.3. Kullanilan sarf malzemelerin listesi

Sarf Malzeme ismi Markasi
200 uL Mikropipet Ucu Jet Biofil
1000 uL Mikropipet Ucu Jet Biofil
2 mL N9 HPLC vial Isolab
2 mL N9 HPLC vial kapagi Isolab
300 pL Insert Isolab
1000 mL Borosilikat Cam Sise Isolab
500 mL Borosilikat Cam Sise Isolab
Seliiloz Asetat Membran Filtre (0,45um) Isolab
3 mL Pastor Pipeti Siiber Cam
Vakum Filtre Seti (1000 mL) Isolab
Cam Tartim Kiiveti Siiber Cam
10 mL Balon joje fldam Cam
50 mL Balon joje fldam Cam
1000 mL Meziir fldam Cam
Parafilm Isolab
Metal Spatiil Isolab
Polipropilen Deney Tiipii (16x100 mm) Isolab
Polietilen Tipa (15/16 mm) Isolab
Cam Deney Tiipii (12x75mm) Siiber Cam

2.5. Kullanilan Analitik Kolonlar

Tez siiresince kullanilan analitik kolonlar Cizelge 2.4’de listelenmistir.

Cizelge 2.4. Kullanilan analitik kolonlarin listesi

Kolon ismi

Kolon Ozellikleri

Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm id., 5 pm)
Kinetex EVO C18 (150 mm x 4,6 mm id., 5 pm)

Phenomenex

Phenomenex

Core-Shell Teknolojisi
Core-Shell Teknolojisi
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2.6. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Bu tez kapsaminda, tiim analitik standartlar aym1 hazirlama yontemi ve aym
konsantrasyonlar kullanilarak hazirlanmigtir. Kullanilan tiim kimyasal maddeler kati formda
oldugundan, hassas terazi kullanilarak cam tartim kiiveti iizerine her bir analit i¢in 10 mg
tartilmig ve 10 mL balon joje icerisinde asetonitril ile ¢oziilerek hazirlik islemi

gergeklestirilmistir.

Tez calismasinda kullanilmak {izere ana stok kullanilarak 1 pg/mL, 5 pg/mL ve 50
pg/mL olmak iizere 3 adet ara stok hazirlanmistir. Ara stok hazirlama tablosu Cizelge 2.5’te

verilmistir.

Cizelge 2.5. Analitik standartlarin ara stok konsantrasyonlari ve hazirlama yontemleri

Ara Stok Konsantrasyonlar1 Hazirlama Yoéntemi

50 pg/mL 1 mg/mL ana stoktan 500 pL alinmus, asetonitril ile 10 mL’ye
tamamlanmuistir.

5 ng/mL 50 pg/mL ara stoktan 1 mL alinmig, asetonitril ile 10 mL’ye
tamamlanmuistir.

1 pg/mL 5 pg/mL ara stoktan 2 mL alinmug, asetonitril ile 10 mL’ye
tamamlanmistir.

2.7. Flumetrin icin Kalibrasyon Grafiklerinin Hazirlanmasi

Flumetrin dogrusal araligin1 belirlemek i¢in 7 farkli derisim noktalar1 belirlenerek
sirastyla 0,05-10 ug/mL igeren saf standart ve bal ortamlari hazirlanmistir. Belirlenen

konsantrasyonlari elde etmek i¢in 1 pg/mL, 5 pg/mL ve 50 pg/mL ara stoklar1 kullanilmstir.
2.8. HPLC Analizi icin Yontem Optimizasyon Calismalari
2.8.1. Hareketli Faz Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Her giin taze olarak hazirlanan hareketli faz kullanilmistir. Sulu faz optimizasyon
caligmalart icin %0,1 ortofosforik asit veya %0,5 asetik asit iceren ¢ozeltiler kullanilmistir.
Cozelti pH’s1t 5 M NaOH kullanilarak ayarlanmistir. Organik faz olarak kullanilacak

solventler asetonitril ve metanol tercih edilmistir. Segilen organik solvent, sulu hareketli

fazin hazirlanigi sirasinda 20 dakika boyunca ultrasonik su banyosunda degaze edilmistir.
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2.8.2. Hareketli Faz pH Optimizasyonu

Hareketli fazin pH’si analitlerin sabit faz ile etkilesimini ve ayrim giiciini
etkileyebilir. Bu nedenle flumetrin tayinine yonelik uygun yontemin belirlenmesi amaciyla
oncelikle % 0,1 orto-fosforik asit kullanilarak pH 2,5 ve pH 6 noktalar1 segilerek asidik
kosullarda denemeler yapilmistir. Daha sonra % 0,5 asetik asit (pH 2,7) kullanilarak sulu
fazdaki degisimin analize etkisi incelenmistir. Organik faz cifti olarak asetonitril ve metanol

kullanilmistir.

Cizelge 2.6. Hareketli faz pH denemeleri i¢in kullanilan analitik parametreler

Parametreler Ozellikleri

Kolon Ismi Kinetex C18 (150 x 4,6 mm id., 5 um)
Hareketli faz %0,5 asetik asit: Asetonitril 20:80 (h/h)
Akis Hiz1 1 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 20 pL

UV dedektor 200 nm

2.8.3. HPLC Kolon Denemeleri

Tez boyunca yeni nesil analitik kolonlarin flumetrin tayinine etkisinin belirlenmesi
amaciyla 2 adet farkli kolon denemesi yapilmistir. Kolon isimleri Cizelge 2.4’te verilmistir.
Kinetex EVO C18 geleneksel kolonlara gore asidik ve bazik genis pH araliklarinda ve %100
sulu ¢ozeltilerle ¢aligma imkani saglamasi yoniiyle digerlerinden ayrilmaktadir. Kinetex C18
serisi geleneksel gozenekli partikiillere kiyasla daha fazla verimlilik ve gelistirilmis

performans saglamak iizere tasarlanmisgtir.

2.8.4. HPLC Kolon Sicakhik Optimizasyonu

Sicaklik molekiillerin hareketine etki eden bir parametredir. Buna bagli olarak
flumetrin analizine yonelik sicakligin etkisinin belirlenmesi amaciyla sirastyla 25°C, 30°C,
35 °C ve 40°C ‘de denemeler yapilmistir. Bu ¢aligsma icin analizin yapildig1 kromatografik
kosullar Cizelge 2.7’de verilmistir.
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Cizelge 2.7. HPLC kolon sicaklik denemeleri i¢in kullanilan analitik yontem parametreleri

Parametreler Ozellikleri

Kolon Ismi Kinetex C18 (150 x 4,6 mm id., 5 pm)

Hareketli faz % 0,1 orto-fosforik asit (pH:2,5) ve Asetonitril 20:80(h/h)
Akis Hiza 1 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

UV dedektor 200 nm

2.8.5. HPLC Hareketli Faz Akis Hizi1 Optimizasyonu

Hareketli fazin hizi analitik dedektdrden aldigimi yaniti dogrudan etkileyen bir
parametredir. Flumetrinin analizine yonelik uygun kromatografik kosulun belirlenmesi
amaciyla ImL/dk, 1,25mL/dk ve 1,5mL/dk akis hiz1 denemeleri yapilmistir. Bu galigma i¢in
analizin yapildig1 kromatografik kosullar Cizelge 2.8’de verilmistir.

Cizelge 2.8. HPLC kolon sicaklik denemeleri i¢in kullanilan analitik yontem parametreleri

Parametreler Ozellikleri

Kolon Ismi Kinetex EVO C18 (150 x 4,6 mm id., 5 pm)
Hareketli faz % 0,5 Asetik Asit (ph:2,7) ve Asetonitril 20:80(h/h)
Akis Hiza 1 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

UV dedektor 267 nm

2.8.6. UV Dalga Boyu Optimizasyonu

Analitlerin UV dedektdrden alinan absorbansinin dalga boyuna etkisi, molekiiler
yap1 ve kimyasal baglarin dogasina baghdir. Analitler belirli dalga boylarinda daha fazla
veya daha az 151k absorbsiyonu yapabilirler. Bu 6zellik, molekiiler yapidaki ¢ift baglarin
varligi, aromatik halkalarin varligi, fonksiyonel gruplarin tipleri gibi faktorlere baghdir.
Farkl1 dalga boylarmin flumetrin analizine etkisini belirlemek amaciyla 200 nm ve 267 nm
dalga boylarinda denemeler yapilmistir. Analizin yapildigr kromatografik kosullar Cizelge

2.7 ve 2.8’de verilmistir.
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2.9. HPLC Analizi icin Yontem Validasyon Calismalari

Analitik yontem validasyon parametreleri Uluslararast Uyum Konseyi (ICH),
Avrupa Ila¢ Konseyi (EMA), Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Idaresi Dairesi (FDA)
tarafindan yapilmas: ve dikkat edilmesi Onerilen testleri icermektedir. Bu baglamda

incelenen parametreler agagida sunulmusgtur.

2.9.1. Secicilik

Sivi kromatografi yontemlerinde secicilik psrsmetresi, yontemin giivenilirligi i¢in
olduk¢a 6nemlidir. Ornek matrisindeki bilesenlerin hedef analitle girisim yapmadigi ve
analitin dogru ve spesifik olarak 6lgiilebildigi yontem segici olarak tanimlanabilir. Analitik
standartlar1 igeren 10 pg/mL analitik standart iceren ve icermeyen bal ve ticari plazma
ornekleri ekstraksiyonu sonucu elde edilen kromatogramlarda ticari plazma ve bal
matrislerinde hedef analitlerin matristeki herhangi bir bilesen (safsizlik) ile girisim yapip

yapmadigi elde edilen kromatogramlar sonucunda kontrol edilmistir.

2.9.2. Dogruluk

Dogruluk, yontem validasyon ¢aligsmalari i¢in en dénemli kriterlerden biridir. Olgiilen
degerlerin gergek degerlere yakinligr olarak tanimlanmaktadir. Genel olarak dogruluk geri

kazanim c¢aligmalar1 (%) olarak da ifade edilir.

Gelistirilen yontem kullanilarak 20 pg/mL, 40 pg/mL ve 80 pg/mL
konsantrasyonlarda analitik standartlar1 iceren 3 farkli kalite kontrol (QC) noktas1 secilmistir.

HPLC analizi sonras1 % geri kazanim Sekil 2.1°deki gibi hesaplanmustir.

Bulunan Konsantrasyon Sonucu

x 100

% Geri Kazanim =
% Gercek Konsantrasyon

Sekil 2.1. Geri kazanim hesaplama denklemi

2.9.3. Kesinlik

Gelistirilen sivi kromatografik yontemin c¢alisma kosullarinda bireysel orneklerin
analizi sonucu elde edilen verilerin birbiri arasindaki uyumluluk, tekrar edilebilirliginin bir

gostergesidir. Sonuglarin birbirine yakinlig1 standart sapma (SS) ve % bagil standart sapma
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(BSS) olarak ifade edilir. Gelistirilen ekstraksiyon yontemi uygulanarak matris tizerine 20
pug/mL, 40 ng/mL ve 80 n pg/mL konsantrasyonlarda analitik standartlart iceren 3 farkli
kalite kontrol noktast (QC) 3 farkli giin ayr1 ayr1 hazirlanmis olup en az 3 tekrarli analiz

yapilarak SS ve % BSS olarak Sekil 2.2’deki gibi hesaplanmuistir.

Standart Sapma
% BSS = x 100
Ortalama

Sekil 2.2. Bagil standart sapma hesaplama denklemi

2.9.4. Dogrusallik

Kantitatif olarak konsantrasyon hesabinin belirlendigi calismalarda dogrusallik
gelistirilen metodun giivenilirligi i¢cin oldukca 6nemlidir. En az 5 farkli derisimde hazirlanan
hedef analit konsantrasyonlarinin olgiilen analitik cihazlarda aldigi sinyallerin grafiksel
ortamda yorumlanmasiyla degerlendirilir. Bu tez ¢alismasinda 7 adet farkli derisim noktas1
secilmistir. Hazirlanan ara stoklar kullanilarak secilen matriste son konsantrasyonu sirasiyla
0,05-10 pg/mL olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve HPLC-UV ‘de analiz
edilmistir. Olusturulan grafikte regresyon denkleminin basarisini belirlemek amaciyla egim

(m), kesisim (n) ve belirleme katsayis1 (R?) parametreleri incelenmistir.

2.9.5. Calisma Arahgi

Yontemin calisma aralifi dogrusalligin bir gostergesidir ve en iyi calisma aralifi
hedeflenen seviyelerin %50’si ile % 150’si arasinda en iyi performansi veren aralik olarak
tamimlanmaktadir.(Gumustas ve Ozkan, 2011) Gelistirilen yontemin c¢alisma aralhigi
dogrusallik ¢alismasi i¢in belirlenen konsantrasyon degerleri arasinda olacaktir ve genellikle

caligma araliginin en alt degeri LOQ degeri olarak tanimlanmaktadir.

2.9.6. Teshis ve Tayin Sinir1 (LOD ve LOQ)

Teshis sinir1 (LOD), cihazin algiladigi ve kromatogramda goriinen ancak herhangi
bir miktar tayininin yapilamadig1 en kii¢lik derisim olarak tanimlanmaktadir. Tayin siniri
(LOQ) ise analiz sonrasinda cihazin algilayabildigi ve kromatogramda 6lgiilebilen en diisiik
konsantrasyondur. Genellikle LOD ve LOQ hesaplamalar1 i¢in kromatogramlardaki

sinyal/giiriiltii oranlar1 kullanilir. Bunun i¢in herhangi bir analit igermeyen kor 6rnek ile en
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diisiik analit konsantrasyonu bilinen &rnekler karsilastirilir. LOD igin sinyal/giiriiltii oran1 3
olmalidir. LOQ igin ise sinyal/giiriiltii oran1 10’dur. Teorik olarak LOD ve LOQ hesaplama

denklemleri sekil 2.3’te gosterilmistir.

3Xo 10X o

LOD = LOQ =

Sekil 2.3. Teorik olarak teshis ve tayin sinir1 hesaplama denklemi

2.9.7. Saglamhk

Saglamlik testi yontem validasyonunun 6nemli bir parcasidir. USP’de bir analitik
yontemin saglamligi ayni numunenin farkli laboratuvarlar, analistler ve farkli cihazlar gibi
cesitli pek c¢ok farkli kosullarda yapilan analizlerin sonuglarinin tekrar elde edilebilmesi

olarak tanimlanmaktadir. Olusturulan metodun saglamligi test edilmistir.

2.10. Siv1 Sivi Ekstraksiyon (LLE) Yontemi

Analiz i¢in 5 mL bal 6rnegi tartilarak 50 mL ultra saf suda ¢oziilmiistiir. ImL bal
cozeltisiden eklenmistir. Ekstraksiyon pH’si 11 olarak belirlenmis olup ortami bazik hale
getirmek i¢cin 30 uL. NaOH (0,1 M) eklenmis ve iyonik siddeti arttirmak i¢in yaklasik 75 mg
NaCl eklenmistir. Daha sonra ekstraksiyon ¢6zeltisine 2 mL hekzan eklenmis, 5 dk. vorteks
yapilmistir. Vorteks sonrasinda 5000 RPM’de 2 dk santrifiij edilerek organik solvent yeni
polipropilen tiipe alinmistir. Ardindan 40 °C de azot altinda ugurulmustur. 100 pL asetonitril
ile kuruyan 6rnek ¢oziilmiis ve 20 pL dogrudan HPLC’ye enjekte edilmistir.

2.11. Sivi Sivi Ekstraksiyon (LLE) Yontem Parametrelerinin Optimizasyonu
2.11.1. Ekstraksiyon Solventi Se¢cimi
Ekstraksiyona hazirlik asamalarindan sonra bal 6rnegi icin uygun ekstraksiyon

solventinin belirlenmesi amaciyla sirasiyla hekzan, etil asetat, metil tert biitil eter

kullanilmstir.
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2.11.2. Ekstraksiyon Solvent Hacmi Optimizasyonu

Kullanilan ekstraksiyon solvent hacminin ekstraksiyon verimine etkisinin belirlemek

amaciyla sirastyla 1 mL, ve 2 mL ve hekzan kullanilmistir.
2.11.3. Ekstraksiyon pH Optimizasyonu

Gelistirilen ekstraksiyon yonteminde flumetrin sulu ortamda bazik 6zellige sahip

olmasi nedeniyle ortamin bazik hale doniistiiriilmesi hedeflenmistir.

Ekstraksiyon verimliligine etkisinin Ol¢iilmesi amaciyla Oncelikle bazik ortam
olusturmak i¢in 0,1 M NaOH kullanilarak bal érnegine 30 pL eklenmistir. Daha sonrasinda

elde edilen ortamin pH’s1 11 olup ekstraksiyon verimine etkisi incelenmistir.
2.11.4. Tyonik Siddet Optimizasyonu

pH optimizasyonu sonrasinda iyonik siddet optimizasyonu yapilmistir. Iyonik
siddetin ekstraksiyon verimine etkisinin belirlenmesi i¢in farkli kiitlelerde sirasiyla 30mg,

75mg ve 100mg NaCl kullanilmustir.
2.11.5. Ekstraksiyon Siiresi Optimizasyonu

Ekstraksiyon siiresi denemeleri sirasiyla 5, 10 ve 15 dakika olarak belirlenmistir. Bu
stire araliklari, ekstraksiyon verimliligini degerlendirmek ve en uygun siireyi belirlemek

amaciyla secilmistir.
2.12. Matris EtkKisi

Matris, analiz edilecek Ornek i¢inde bulunan analitten bagka diger bulunan her
bilesen diye tamimlanabilir. Yontem validasyon caligmalarinda analiz yonteminin &zgiin
olmasi hedef analiti matriste bulunabilecegi degerlendirilen diger bilesenlerin oldugunda

dogru ve 6zgiin olarak tanimasi ve 6lglim yapmasidir.

Her bir analit ve i¢ standart i¢in matris etkisi, matris varligindaki pik alaninin (kor

matrisin analit katildiktan sonra ekstaksiyonu yapilip dl¢iilen pik alani), matris yoklugundaki
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pik alanina (s6z konusu analitin saf ¢ozeltisinin pik alani1) oraniyla gergeklestirilir. Hedef
analit ve diger bilesenlerin HPLC kromatogramindaki piklerin etiketlenmesi ve

¢oziiniirliiklerinin incelenmesiyle analiz edilir.

Matrisin etkisinin belirlenmesi amaciyla 1 ppm flumetrinin hem baldan hem de

sudan ekstraksiyonu ger¢eklestirilmistir.

2.13. Belirlenen En Uygun HPLC Kosulu

Optimizasyon c¢aligmasi sonrasinda belirlenen en uygun HPLC yontemi Cizelge

2.9’da verilmistir.

Cizelge 2.9. En uygun HPLC-UV analitik yontem kosullar

Parametreler Ozellikleri

Kolon Kinetex EVO C18 (150 x 4,6 mm id., 5 pm)

Hareketli faz % 0,5 AsetikAsit (pH:2.7) ve Asetonitril 20:80
(h/h)

Akis Hiza 1 mL/dk

Kolon Sicakligt 40 °C

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

UV dalga boyu 267 nm

2.14. Yerel Bal Ureticilerinden Elde Edilen Bal Numunelerinin Analizi

Siirdiiriilebilir bir yasam i¢in birim alandan elde edilebilecek verimin artirilmasi
amaciyla kullanilan kimsayal miicadelen diinyada oldugu gibi iilkemizde de tercih sebebi
halini geldigi bilinmektedir. Varroa destructor kovanlara bulagmasi neticesinde ise ar1
zararlilar ile miicadelede insektisit amagla sentetik akarisitler kullanilmaya baslanilmustir.
Bu sentetik akarasitlerin yanls kullanimi arilarda ar1 toksisitesi beraberinde getirmis ve ar1

iiriinlerinde kalint1 birakabildigi gozlemlenmistir.
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Bu sebeple iilkemizin cesitli bolgelerinde yerel bal iireticileri tarafindan iretilen

ballarda flumetrin tayini i¢in;

» Dogu Anadolu Bolgesinde iki farkli ilden temin edilen (Ardahan, Hakkari)
toplam 7 farkli yerel bal {ireticisi tarafindan iiretilen bal 6rnegi,

» Ege Bolgesinde bir ilden (Aydin) temin edilen toplam 2 farkli bal iireticisi
tarafindan iiretilen bal 6rnegi,

> I¢ Anadolu Bolgesinde bir ilden (Ankara) temin edilen 1 yerel bal iireticisi
tarafindan tiretilen bal 6rnegi Cizelge 2.9.’da belirtilen uygun HPLC-UV analitik

yontem kosullart dogrultusunda analiz edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. HPLC Analizi icin Yontem Optimizasyon Calismalarn

3.1.1. Hareketli Faz Optimizasyonu

Hareketli faz optimizasyon i¢in belirlenen organik fazlar deneme dncesinde en az 20
dakika degaze edilmistir. Sulu faz i¢in % 0,1 H3POa ve % 0,5 asetik asit ¢ozeltileri her giin
taze olarak hazirlanmigtir. Flumetrinin fizikokimyasal 6zellikleri incelendiginde hidrofobik
yapisi nedeniyle organik faz oraninin yiiksek oldugu optimizasyon denemeleri yapilmistir.

Belirlenen kosullar ve kromatogramlar1 Sekil 3.1°.de gosterilmistir.

mAT
140
120
100
80

60

Dedektor Yamti

40 1

20 4

0 25 5 75 10 12.5 15 17.5 20 22.5 min
Zaman(dk)

Sekil 3.1. Hareketli faz ¢iflerinin optimizasyon kromatogramlari; a) %0,5 asetik asit:MeOH 30:70
h/h, b) %0,5 asetik asit:ACN 20:80 h/h, ¢) %0,1 H3zPO.(pH:2,5):ACN 20:80 h/h, d) %0,5 asetik
asit:MeOH 20:80 h/h, ) %0,1 HsPO4(pH:2,5):MeOH 30:70 h/h, f) %0,1 HsPO4(pH:6):ACN 20:80 h/h

3.1.2. Hareketli Faz pH Optimizasyonu

Secilen hareketli fazin pH denemeleri kolon kararliliginin devam edebilmesi i¢in
yiiksek asidik ve bazik kosullarda dayaniklilig1 sebebiyle Kinetex EVO C18 serisi ile
yapilmistir. Ayni analitik kosullar altinda yapilan denemeler sonucu elde edilen

kromatogramlar Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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mAU
40
30
20

10

:: : pH 2,5
0

pH 6

Dedektor Yaniti

-10

T T T
0 2 4 6 8 10 12 min

Zaman(dk)

Sekil 3.2. Hareketli faz pH denemelerine ait kromatogramlar

3.1.3. Hareketli Faz Akis Hiz1 Optimizasyonu

Uygun kromatografik kosulun belirlenmesi amaciyla yapilan optimizasyon
caligmalart igin hareketli faz sistemlerin hacimsel oranlarindaki degisiminin analitik
standartlarin ayrimima olan etkisi incelenmistir. Hareketli fazin hiz1 analitik dedektdrden
aldigin1 yanmiti dogrudan etkileyen bir parametredir. Flumetrinin analizine yonelik uygun
kromatografik kosulun belirlenmesi amaciyla 1mL/dk, 1.25mL/dk ve 1.5mL/dk akis hizi
denemeleri yapilmistir. (Sekil 3.3).

1204

1.25 mL/dk

1.0 mL/dk

1.5 mL/dk
80 -

60

Dedektir Yanit1

40

20 4

T T T T T T T
[} 1 2 3 4 5 6 7 min

Zaman(dk)

Sekil 3.3. Farkli hareketli faz bilegimleri ile yapilan analizlere ait kromatogramlar
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3.1.4. HPLC Kolon Denemeleri

Farkl1 partikiil boyutuna ve dolgu materyaline sahip 2 adet farkli siv1 kromatografik
kolon incelenmistir. Her iki kolon da core-shell teknolojisine sahiptir. Yapilan ¢aligmalarda
EVO C18 serisinin yiiksek asidik ve bazik kosullarda ¢alisma uyumlulugu farkli pH’lerde
caligma imkan saglamistir. EVO C18 analitik kolon diger kolonlara kiyasla hedef analitin

matrsiten ayrim giiciiniin en yiiksek oldugu kolon olmustur.

3.1.5. HPLC Kolon Sicaklik Optimizasyonu

Gelistirilen HPLC yontemi i¢in uygun sicaklik kosullarmin bulunmasi amaciyla
Cizelge 2.7°deki kromatografik kosullar kullamilmis olup 25°C, 30°C, 35°C, ve 40°C,

degerleri i¢in elde edilen kromatogramlar Sekil 3.4’te gdsterilmistir.

mAU
25

20|

Dedektér Yaniti

-1

e
~
(3]
L

5 6 7 8 9 min
Zaman(dk)

Sekil 3.4. Kolon sicaklik denemelerine ait kromatogramlar

3.1.6. UV Dalga Boyu Optimizasyonu

Analitlerin UV dedektdrden alinan absorbansinin dalga boyuna etkisi, molekiiler
yap1 ve kimyasal baglarin dogasina baghdir. Farkli dalga boylarinin flumetrin analizine
etkisini belirlemek amaciyla 200 nm ve 267 nm dalga boylarinda denemeler yapilmistir.

Sekil 3.5’te verilmistir.
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Sekil 3.5. UV Dalga Boyu Optimizasyonu sonrasi elde edilen kromatogramlar

3.2. HPLC i¢in Analitik Yontem Validasyon Calismalari

3.2.1. Secicilik

Gelistirilen ekstraksiyon yontemiyle hazirlanan flumetrin i¢in belirlenen kalite
kontrol noktalar1 herhangi farmakolojik bir bilesen icermeyen ticari plazma ile
karsilagtirilmigtir. Analitlerin alikonma zamanlarinda herhangi bir girisim bulunmamaktadir

(Sekil 3.6). Ticari plazmadan gelen bilesenler kendi igerisinde tekrar edilebilirdir.
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Sekil 3.6. Ticari plazma ekstraksiyonu sonrasi elde edilen kromatogramlar

Ayrica ticari plazmanin disinda analiz, bal ekstraktlarinda da gergeklestirilmis ve bal

icindeki bilesenlerle girisim olmadig1 gorilmistiir. (Sekil 3.7)

\n_//\’

mAU ~ M
w ) O
N P
3 0»! \Hi/ \>H
T N\
N
- Flumetrin
25
£
=
< 2
-
-
S
=< 1.5.
)
=
<
(=]
1
0.5
0.1 ppm FLU ekstraksiyon bal
o
Blank bal
L i LA S e B S S ey S B B B S S B S B By B B Sy B e e | —rT
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Zaman(dk)

Sekil 3.7. Bal ekstraksiyonu sonrasi elde edilen kromatogramlar

min

Analitik standardin enjeksiyon (1 pg/mL) sonrasi sistem uygunluk testi parametreleri

hesaplanmis ve ¢izelgede sunulmustur. (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Flumetrin i¢in sistem uygunluk parametreleri (SUT) sonuglari

Parametreler Flumetrin
Alikonma Zamani (dk) 6,589
Al1'k0n.rr.1a .chlmammn Tekrar 025
Edilebilirligi (%BSS) '
Kapasite Faktorii (k) 4,685
Kolon Etkinligi N1 (Plaka/kolon) 5873
Kolon Etkinligi N, (Plaka/metre) 391556
Kuyruklanma Faktorii (T) 0,931
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3.2.2. Dogruluk

Ug farkli QC noktasi 0,3 pg/mL, 3 pg/mL ve 9 pg/mL analitik standartlari igeren
konsantrasyonlarda hazirlanmis ve en az 3 tekrarli olacak sekilde analiz edilmistir. Bulunan

sonuglar Sekil 2.1°deki gibi hesaplanarak Cizelge 3.2’de raporlanmustir.

3.2.3. Kesinlik

Kalite kontrol noktalar1 belirlenen konsantrasyonlarda en az 3 tekrarl olacak sekilde
Sekil 2.1°deki kosullarda analiz edilmis olup kesinlik hesaplamalar1 i¢in analiz sonuglar1

Sekil 2.2 de belirtilen denklem kullanilarak hesaplanmustir.

Cizelge 3.2. Flumetrin i¢in kesinlik ve dogruluk verileri

Giin ici Giinler arasi
Kalite Kontrol o % Geri : o % Geri :
Noktalari(pg/mL) YoBSS kazanim Bla-NGgeESS kazamim Bias
0,3 3,07 110,20 -10,20 3,92 111,11 -11,11
Flumetrin 3 2,44 108,75 -8,75 2,96 110,29 -10,29
9 1,63 107,49 -7,49 4,34 110,15 -10,15

3.2.4. Dogrusallik
Bu tez ¢alismasinda miktar tayini ¢aligmalari i¢in HPLC-UV kullanilarak dedektor

cevabina gore flumetrin icin sekil 3.8’de 7 farkli derisim noktasi ile kalibrasyon grafigi

cizilmigtir. Flumetrin i¢in 0,05-10 pg/mL derisimleri arasinda dogrusallik saptanmigtir.
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Flumetrin (pg/mL)

Sekil 3.8. Flumetrin kalibrasyon grafigi

3.2.5. Teshis ve Tayin Simir1 (LOD ve LOQ)

Kalibrasyon egrisi i¢in belirlenen konsantrasyonlarin en az 3 tekrarli analizi
sonrasinda elde edilen veriler ve sinyal giiriiltli oranina gore hesaplanan LOD ve LOQ

degerleri Cizelge 3.3 te raporlanmustir.

Cizelge 3.3. Flumetrin kalibrasyon grafiginden elde edilen veriler

Parametreler Flumetrin(n=5)
Dogrusallik (mg/mL) 0.05-10
Egim (m) 41,411
Kesisim (n) -0,1711
Belirleme katsayisi (R?) 0,9994
LOD (ug/mL) 0,02

LOQ (ug/mL) 0,05

3.3. Sivi Sivi Ekstraksiyon (LLE) Yontem Parametrelerinin Optimizasyonu
Ekstraksiyon solventi olarak sirasiyla metil tert-biitil eter (MTBE), etil asetat ve n-

hekzan denenmistir. Ekstraksiyon solventinin ekstraksiyon verimi iizerine etkisi Sekil 3.9’da

verilmisgtir.
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Ekstraksiyon Solventi
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Sekil 3.9. Ekstraksiyon solventinin ekstraksiyon verimi tizerine etkisi

Elde edilen kromatogram goriintiileri Sekil 3.10°da verilmistir.
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Sekil 3.10. Farkli ekstraksiyon
kromatogramlar

T
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MTBE
Etil Asetat
Hekzan

solventleri kullanilarak yapilan ekstraksiyon sonrasi elde edilen

36



3.3.1. Ekstraksiyon Solvent Hacmi Optimizasyonu

Ekstraksiyon

hekzan olarak secildikten sonra hekzan hacminin

optimizasyonu sirasiyla 1 mL, 2 mL olarak yapilmistir. Elde edilen veriler Sekil 3.11°de

verilmistir.

mAU

1004

804

Dedektir Yamti

204

60

404

=
HAC °
o :<
Q F
Flumetrin K

— » 2mL Hekzan

— | mL Hekzan

T T T
5

Zaman(dk)

Sekil 3.11. Ekstraksiyon Solvent Hacmi Optimizasyonu

3.3.2. Ekstraksiyon pH Optimizasyonu

‘min

Flumetrinin sulu ortamda bazik 6zellige sahip olmasi nedeniyle ortamin bazik hale

doniistiirmek hedeflenmektedir. Bazik ortam olusturmak i¢in 0.1 M NaOH kullanilarak bal

ornegine 30pL eklenmistir.

optimizasyon sonrasi elde edilen kromatogramlar Sekil 3.12°de verilmistir

pH 11 ekstraksiyon verimine etkisi incelenmis, yapilan
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100,00

90,00

80,00

70,00

60,00

50,00

40,00

Ekstraksiyon Verimi(%)

30,00

20,00

10,00

0,00

Sekil 3.12. Ekstraksiyon pH’sinin ekstraksiyon verimine etkisi

3.3.3. Iyonik Siddet Optimizasyonu

pH6

pH 11

L

Ekstraksiyon Ortanm

pH 11 + 75 mg NaCl

Iyonik siddetin ekstraksiyon verimine etkisinin belirlenmesi icin farkli kiitlelerde

sirastyla 30 mg, 75 mg ve 100 mg NaCl kullanilmistir. Optimizasyon sonrasi elde edilen

kromatogramlar Sekil 3.13’te verilmistir.

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00

40,00

Ekstraksiyon Verimi(%)

30,00

20,00

10,00

0,00

Sekil 3.13. Iyonik Siddet Optimizasyonu

30 mg

82,76

75 mg
NaCl miktar

58,34

100 mg
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3.3.4. Ekstraksiyon Siiresi

Eksraksiyon siireleri 5, 10, 15 dk olarak ii¢ farkli zaman dikkate alinarak ¢aligilmig

ve eksraksiyon siirelerinin eksraksiyon verimi iizerine etkisi Sekil 3.14’°te verilmistir.

100,00

90,00 82,76 - 83,77
79,04

80,00

70,00

60,00

50,00

40,00

Ekstraksiyon Verimi(%)

30,00

20,00

10,00

5 10 15
Ekstraksiyon Siiresi(dk)

Sekil 3.14. Ekstraksiyon siiresinin ekstraksiyon verimine etkisi

3.3.5. Matris Etkisi

Proses verimliligi ve matris etkileri analitik kimyada, 6zellikle numune hazirlama ve
analizlerinde yakindan baglantilidir. Proses verimliligi, bir analitik prosediiriin bir
numuneden hedef analiti ne kadar etkili bir sekilde ¢ikardigimi ve Olgtiigiinii ifade eder.
Matris etkileri sinyalin azalmaya veya artmaya neden olabilir ve analitik yanit1 etkileyebilen

Olciimlerle sonuglanabilir.

Sekil 3.15’te goriildiigli tizere bal matrisi flumetrin analitinin sinyalinde azalmaya
neden olmaktadir. Ekstraksiyon verimleri kiyaslandiginda en uygun ekstrakiyon
parametreleri uygulanarak sudan %90,98 ve baldan %82,76 verimlilikte flumetrin elde

edilmistir. Yontemin matris etkisi %12,15°tir. Proses verimliligi ise %94,91 dir.
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mAU

401 ddH,0

30 4 — Bal
25

20 4

Dedektir Yanita

15 4

10

LI S s B L S S L R B B R R B B B B B S B B B B B B B B S B B B B S e
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 min

Zaman(dk)

Sekil 3.15. Bal ve sudan flumetrinin (1 mg/mL) ekstraksiyon sonrasi elde edilen kromatogramlar

3.4. Yerel Bal Ureticilerinden Elde Edilen Bal Numunelerinin Analizi Sonucu

Ulkemizin farkli bolgelerdeki yerel bal iireticilerinden elde edilen bal numunelerinde

flumetrin analizi sonucu Sekil 3.16’da ve Cizelge 3.4’te verilmistir.

Dedektér Yamt:

Zaman(dk)

Sekil 3.16. Bal 6rneklerinde flumetrin tayini i¢in ( mg/mL) ekstraksiyon sonrasi elde edilen
kromatogramlar
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Cizelge 3.4. Bal 6rneklerinde yapilan flumetrin analizinden elde edilen veriler

Numune Alinan Sehir
Ankara
Ardahan
Ardahan
Ardahan
Aydmn
Aydmn
Hakkari
Hakkari
Hakkari
Hakkari

Kod
N1
N2
N3
N4
N5
N6
N7
N8
N9

N10

Flumetrin Konsantrasyonu (ng/mL)
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD

LOD
<LOD
LOD
<LOD
<LOD
<LOD

41



4. TARTISMA

Bu tez calismasinda flumetrin i¢in miktar tayini yoOnteminin gelistirilmesi
hedeflenmistir. Gelistirilen yontemlerin analitik validasyon ¢alismas1 ICH kilavuzuna gore

tamamlanmustir.

Flumetrin analizi i¢in literatiirde yapilan caligmalarda miktar tayin ve safsizlik
analizleri i¢in yoOntemler bulunmaktadir. Safsizliklarin varligi diislik limitlerde analiz
metotlarma gereksinim duyulmaktadir. Bu amacla optimizasyon c¢alismalar1 Bolim 2.8°de
detayli olarak incelenmistir. Belirlenen ydntemin validasyonu ise basartyla tamamlanmus,
saglam dogru ve kararli bir validasyon yontemi oldugu, diigsiik diizeylerde analize imkan
veren ve s1v1 s1vi ekstraksiyon yontemleri kullanilarak diisiik tayin limitlerine inilerek daha
az ¢Oziici harcanmistir. Boylelikle ekstraksiyon siirecinde ©n hazirlik asamasinin
kolaylastirilmis olmasi ve buna ilave olarak organik c¢oziicii tiiketiminin azaltilmasi
toksisitesi yiiksek bir {irliniin miimkiin olan en az diizeyde kullamimu ile green chemistry
(yesil kimya) pratiklerine imkan vererek ¢evre kirliliginin azaltilmasina imkan saglayan bir

HPLC ydnteminin gerceklestirilmesi bakimindan literatiire katki saglamaktadir.

Tez boyunca yeni nesil analitik kolonlarin flumetrin tayinine etkisinin belirlenmesi
amaciyla 2 adet farkli kolon denemesi yapilmistir. Kolon isimleri Cizelge 2.4’te verilmistir.
Kinetex EVO C18 geleneksel kolonlara gore asidik ve bazik genis pH araliklarinda ve % 100
sulu ¢ozeltilerle calisma imkan1 saglamasi yoniiyle digerlerinden ayrilmaktadir. Kinetex C18
serisi geleneksel gozenekli partikiillere kiyasla daha fazla verimlilik ve gelistirilmis
performans saglamak iizere tasarlanmigtir. Analiz yontemi gelistirme sirasinda yeni nesil
kolonlar denenmis olup kolon sicaklig1, hareketli faz sistemleri, hareketli faz pH ve akis hizi
yontem optimizasyonlart yapilmistir. Kinetex EVO C18 (150 mm x 4,6 mm id., 5 pm) kiigiik
partikiil boyutu ve keskin pik sekilleri (sivri ve dar) kolondan giris ¢ikis hizinin yiiksek
olmas1 yani hizli analiz olanag1 saglamasi sebebiyle tercih edilerek yonteme uygun olarak

secilmigtir.

Sicaklik molekiillerin hareketine etki eden bir parametredir. Buna bagli olarak
flumetrin analizine yonelik sicakligin etkisinin belirlenmesi amaciyla sirasiyla 25°C, 30°C,
35 °C ve 40°C ‘de denemeler yapilmistir. Kolon sicakligi optimizasyon sonuglarina
bakildiginda sicaklik arttik¢a piklerin ayrim giiciiniin arttig1 tespit edilmistir. Kolon sicakligi

arttikga analiz siiresinin kisalmakta oldugu da goézlemlenmistir. Ciinkii sicaklik arttik¢a
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molekiillerin hareketleri de artmakta buna bagli olarak kolondan ¢ikis hiz1 artmaktadir. Bu da
hizl1 bir analiz imkan1 saglamaktadir. Ayrica sicaklik artigina baglh olarak piklerde yiikseklik

ve keskinlik oldugu i¢in 40°C, yonteme uygun secilmistir.

Hareketli fazin pH’st analitlerin sabit faz ile etkilesimini ve ayrim giiclinii
etkileyebilmektedir. Bu nedenle flumetrin tayinine yonelik uygun yontemin belirlenmesi
amaciyla dncelikle % 0,1 orto-fosforik asit kullanilarak pH 2,5 ve pH 6 noktalar1 secilerek
asidik kosullarda denemeler yapilmistir. Daha sonra %0,5 asetik asit (pH 2,7) kullanilarak
sulu fazdaki degisimin analize etkisi incelenmistir. Organik faz cifti olarak asetonitril ve
metanol kullanilmistir. Hareketli faz pH’si iizerinde yapilan denemeler sonucunda Sekil
3.1°de goriildiigii gibi pH arttikga ayrim giictiniin arttig1 ancak yapilan pH:6 ve pH:2,5 ile
yapilan denemelerde analitik standartin alikonma siirelerinde bir degisiklik olmadigi
goriilmektedir. Hareketli faz ciftlerine ilave olarak herhangi bir iyonlastiric1 tuz ilavesi
yapilmamustir. Ayrica hareketli faz igerisinde uzun siireli tuz kullanimi1 kolon Omriinii

azalttig1 i¢in tercih sebebi degildir.

Izokratik akis c¢alismasinda farkli kimyalardaki core-shell kolonlarda analitik
standartlarm ayrimi hakkinda 6n bilgi edinilmistir. izokratik analizler ile ayrim saglandig
icin gradiyent ayrima gerek duyulmamistir. Bu nedenle farkli oranlarda izokratik akis
denemeleri yapilmistir. En uygun hareketli faz sistemi olarak % 0,5 asetik asit ve asetonitril

20:80 (h/h) secilmistir

Analitik yontem validasyonu sirasinda segicilik, dogruluk, kesinlik, dogrusallik,
yontemin LOD ve LOQ verileri ve saglamlik parametreleri incelenmistir. Yodntemde
flumetrin herhangi bir girisim olmadan analiz edilebilmektedir. Cizelge 3.2°de goriildiigi
gibi analitlerin giin i¢i ve giinler arasi olmak iizere yapilan analizler sonrasi tiim kalite
kontrol noktalarinin %BSS’1 % 5’in altindadir. Yontemin % geri kazanim, standart sapma
(SS) degerleri ve diger parametreler incelendiginde yontem validasyonu tamamlandigi ve

dogru, kesin ve segici bir yontem olustugu belirlenmistir.

Ekstraksiyon verimleri kiyaslandiginda flumetrin i¢in Sekil 3.6 ‘da verildigi gibi
MTBE ile ekstraksiyonu sonucu % 48,37, etil asetat ile ekstraksiyonu sonucu ise % 59,42 ve
n-hekzan ile ekstraksiyonu sonucu %65,75 dir. Yapilan optimizasyon sonrasinda
ekstraksiyon solventi hekzan sec¢ilmistir. Sonuglar incelendiginde flumetrin balda herhangi

bir endojen bilesik ile birlesmemekte ve herhangi bir girisimi bulunmadig1 ve bu dogrultuda
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yapilan caligmalar neticesinde segilen analitik yontem plazma i¢in de uygulanabilir oldugu

tespit edilmistir.

Ekstraksiyon solventi olarak hekzan, etil asetat, metil tert biitil eter olmak {izere 3
adet farkli solvent ayr1 ayr1 denenmistir. Kullanilan ekstraksiyon solvent hacminin
ekstraksiyon verimine etkisinin belirlemek amaciyla 1 mL ve 2 mL hekzan kullanilmistir.
Yapilan solvent hacmi denemelerinde 2 mL 1 mL’ye oranla daha yiiksek ekstraksiyon verimi

sagladig1 i¢in ekstraksiyon solvent hacmi 2 mL olarak belirlenmistir.

Ekstraksiyon kosullarina karar verildikten sonra ortamin bazik ve asidik kosullari
icin optimizasyonlar yapilmistir. Flumetrinin sulu ortamda bazik &zellige sahip olmasi
nedeniyle ortamin bazik hale doniistiirmek hedeflenmektedir. Bazik ortam olusturmak igin
0,1 M NaOH kullanilarak bal 6rnegine 30uL eklenmistir. Ortaminin optimizasyon sonrasi

elde edilen kromatogramlar sekil 3.8’de verilmistir.

Ayrica bu tez galismasinda eksraksiyon siireleri 5, 10, 15 dk olarak ii¢ farkli zaman
dikkate alinarak c¢alisilmig, ancak, eksraksiyon siirelerinin eksraksiyon verimi iizerine
anlamli bir fark bulunmadig: sekil 3.9°da verilmistir. Bu nedenle en kisa ve en hizli analiz

icin eksraksiyon siiresi 5 dk. olarak tayin edilmistir.

Gelistirilen LLE yontemi kullanilarak LOQ 0,05 pg/mL, LOD 0,02 pg/mL
bulunmustur. Elde edilen sonuglar literatiir verileriyle karsilagtirildiginda diisiik dedeksiyon
limitlerine ulagmasi, HPLC kullanilarak yapilan caligmalara gore gelistirilen yontemin

iistiinliigii belirlenmistir.

Analitlerin UV dedektdrden alinan absorbansiin dalga boyuna etkisi, molekiiler
yapi ve kimyasal baglarin dogasina baglidir. Analitler belirli dalga boylarinda daha fazla
veya daha az 151k absorbsiyonu yapabilirler. Bu 6zellik, molekiiler yapidaki ¢ift baglarin
varlig1, aromatik halkalarin varligi, fonksiyonel gruplarin tipleri gibi faktorlere baglidir.
Farkli dalga boylarinin flumetrin analizine etkisini belirlemek amaciyla 200nm ve 267 nm
dalga boylarinda denemeler yapilmistir. Analizin yapildig1 kromatografik kosullar ¢izelge
2.7 ve gizelge 2.8’de’de verilmistir. Her iki dalga boyu i¢in UV Dalga Boyu
Optimizasyonlarina bakildiginda (sekil 3.5) 200nm’lik dalga boyunda ayrim giicii yiiksek pik
elde edilmesine ragmen safsizlik oranmin diisilk olmasi ve diisilk ng’larda yapilacak

analizlerde safsizhigin diisik olmasma bagli ayirt edici bir pikin goézlemlenemeyecegi,
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sinyal/giiriiltii oraninin 267 nm’ye oranla fazla olmasi sebebiyle tercih sebebi degildir.
Ciinkii analizde etkili bir ayirma ve minimum girisim nedeniyle 267 nm'lik bir dalga boyu

tercih edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bal arilar1 ekosistem i¢in olduk¢a oOnemlidir. Yiiksek sicaklik gibi ¢evresel
kosullardaki degisiklikler ve zirai ila¢ kullanimindaki artisa bagl olarak arilarda pek ¢ok
hastalik gelismektedir. Bu ar1 hastaliklar1 ile miicadelede kullanilan akaristler oldukca
smirhidir. Gezgincei aricikla birlikte iilkemize giren ve neredeyse biitiin kovanlara bulagan
Varroa enfestasyonu ciddi bir viral ar1 hastaligidir. Bu ar1 zararlisi ile yapilan miicadelede

flumetrin kontrolsiiz kullanilmaktadir.

Flumetrin lipofilik &zelliginden dolay1 ar1 ve art iriinlerinde birikmektedir. Bu
bilingsiz miicadele sonucunda hem arilarda hem de ar1 iirlinlerinde toksisiteye neden
olmaktadir. Kontrolsiiz kullanim arilarda genetik bozukluklara, popiilasyonlarinda azalmaya,
insanlarda ise; hafif cilt tahrigsinden dogum kusurlarina, timérlere, genetik degisikliklere, kan
ve sinir bozukluklarina, endokrin bozulmasina ve hatta komaya veya 6liime kadar sebebiyet
verebilir. Bu toksisitenin 6niine geg¢ilmesi i¢in flumetrinin kantitatif olarak belirlenmesi

oldukg¢a 6nemlidir.

Bu tez calismasi kapsaminda flumetrin analizi i¢in segici, hassas, dogru ve kesin bir
kromatografik analiz yontemi gelistirilmistir. Kullanilan sivi kromatografi (HPLC)
yonteminin literatiire oranla daha diisiik maliyetli ve daha hassas tayin limitlerine

ulasabilmesi i¢in yeni nesil s1vi kromatografi sabit fazlarindan faydalanilmistir.

Daha diigiik tayin limitlerine inmek icin sivi sivi ekstraksiyon yontemleri
kullanilarak daha az ¢oziicii harcanmistir. Ekstraksiyon sonrasinda gelistirilmis olan
kromatografik tekniklerin validasyon calismalar1 yapilarak uluslararasi gegerlilikleri de

gosterilmistir.

Flumetrin analizine ait literatiir bilgisi sinirlidir. Bu sebeple miktar tayini i¢in HPLC
yontemi kullanilarak yeni bir yontem gelistirilmistir. Gelistirilmis olan bu yontem; hassas,
dogru, saglam ve kararli bir validasyon yontemi olup bu anlamda literatiire de katki

saglamaktadir.
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