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1. GİRİŞ 

1.1. Pestisitler 

Pestisitlerin tarımda kullanılması ile elde edilen hasatlarda ciddi oranlarda 

artıĢlar sağlanmaktadır. 1930 ve 1940 yılları arasında, tütün ve pamuk gibi gıda 

olarak tüketilmeyen ürünlerde diklorodifeniltrikloroetan (DDT) kullanılmıĢtır. 

Ġlerleyen yıllarda dünya çapında herbisit, insektisit ve fungusitlerin kullanılması da 

artmıĢ.Elde edilen gıda hasılatını arttırmak için, II. dünya savaĢından sonra pestlere 

karĢı kullanılan tarım ilaçlarını geliĢtirmek için ciddi anlamda çalıĢmalar artmıĢtır. 

Bu çalıĢmalar sonucunda Ģu anki pestisitler ve diğer tarım ilaçları bulunmuĢtur. 

Fakat, ilerleyen yıllarda pestisitlerin modern tarımda fazla kullanılması bir çok 

dezavantajı da beraberinde getirmiĢtir. Bundan dolayı yeryüzündeki fauna ve flora 

hasara uğramıĢ, yüzeysel ve yer altındaki sularda ve hatta deniz sularında kirlenmeler 

ortaya çıkmıĢtır. Günümüzde de modern tarım aĢamalarında pestisitlerin yaygın 

kullanılması birçok sorun ortaya çıkarmaktadır. Pestisitlerin neden olduğu en büyük 

sorunlardan biri; besin yolu ile alınan gıdalarda pestisitlerin hangi oranda olması 

gerektiğine dair yeterli bilginin olmamasından kaynaklanmaktadır. Çiftlikte yaĢayan 

hayvanlar pestisitli bitkilerle beslendiğinde, pestisit kalıntıları hayvanların 

vücudunda “gut” isimli bakteriye sebep olabilmektedir. Bu hayvanların etlerinin 

tüketilmesiyle kimyasal maddeler özellikle çocuklarda birikmekte ve hastalıklara 

neden olabilmektedir (Wang ve ark., 2021; Čuš ve ark., 2021; Campanale ve ark., 

2021 ve Shah ve ark.,2021). 

Bitkileri korumak amaçlı yapılan ilaçlamalar sonucunda kullanılan kimyasal 

maddelerin çevredeki sirkülasyonu karmaĢık ve çok yönlü yapıdadır. Bahçe, tarla 

veya ormandaki ağaçların hastalık veya bitkilerde yaĢayan zararlı canlılara karĢı 

yapılan ilaçlamalar sonucunda ilaç zerreleri havaya, toprağa ve yağmur sularıyla yer 

altında bulunan sulara ve bunların neticesinde su ekosistemine karıĢabilmektedirler. 

Bitkilerde var olan pestisit kalıntıları, bazen besin yoluyla insan ve hayvanlara 

geçebilmekte ve ani zehirlenme vakalarına ve dahası genetik yapıyı etkileyerek 
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kanser hastalığına neden olacak kadar tehlike arz edebilmektedir. Her hangi bir 

pestisit kullanılmayan kutuplarda yaĢayan ayı balıklarında, penguenlerde ve 

eskimolarda‟da DDT maddesinin varlığı saptanmıĢ ve bu durum tarımda kullanılan 

ilaçların dünyadaki sirkülasyonunun ne kadar tehlikeli olduğunu göstermiĢtir (Sarker 

ve ark., 2021; Castilla ve ark., 2021 ve Maggi ve ark., 2021).  

Tarımda pestisitlerin kullanımı ile sağlık ve ekonomik olarak ciddi anlamda 

yarar sağlamaktadır. Fakat yanlıĢ kullanılmaları sonucundan ciddi derecede zararlı 

boyutları ortaya çıkmıĢtır. Pestisitlerin intihar amaçlı veya yanlıĢ kullanımları 

sonucu, akut ve kronik zehirlenmeler görülebilmektedir. Evlerde kullanılmaları ile 

ortaya çıkan kazaen zehirlenmeler, bitmiĢ ambalaj kutularının rastgele atılması, 

pestisitlerin uygulama talimatına uymama veya tamamen yanlıĢ bir kullanıma bağlı 

olarak olabilmektedir. Örneğin Türkiye'de 1979 yılının ağustos ayında ÖdemiĢ 

ilçesinde Folidol (parathion) ĢiĢesi ile zeytinyağı ĢiĢesini yan yana koyan yaĢlı bir 

kadının, yanlıĢlıkla Folidol ile börek kızartan ve bu börekleri yiyen 16 kiĢi 

zehirlenmiĢ ve bu 16 kiĢiden 6‟sı maalesef ölmüĢtür (Zhang ve ark., 2021; Zhang ve 

ark., 2022 ve Sarker ve ark., 2021). 

Pestisit kalıntısı içeren gıdaların tüketilmesi ile kronik veya akut zehirlenmeler 

oluĢabilmektedir. Sebze ve meyvelere pestisit uygulanma iĢleminden sonra gerekli 

yıkama iĢlemi yapılmadan ve bekleme süresine dikkat edilmeden tüketilen besinler 

ile zehirlenme vakalarına rastlanılmaktadır. 1963 yılında Bursa ilinde Folidol ile 

ilaçlama yapılmıĢ Ģeftaliyi tüketen 32 kiĢi içinden 7 kiĢinin ölmesi, 1979 yılında 

ÖdemiĢ ilçesinde Folidol ile ilaçlama yapılmıĢ karpuz yiyen 7 kiĢinin zehirlenmesi 

akut zehirlenmelere birer örnek olarak verilebilir (Erkmen ve ark., 2020 ve Tajdar ve 

ark., 2021). 

Pestisitlere maruz kalma sonucu meydana gelen mesleki zehirlenmeler 

geliĢmekte olan ülkelerde ve geliĢmiĢ ülkelerde rastlanılmaktadır. Fakat geliĢmiĢ 

olan ülkelerde gerekli koruyucu önlem ve tedbirlerin alınması ile birlikte, iĢ yeri 

ortamında ve buna maruz olan çalıĢanlarda biyolojik ve çevresel izlemenin 

yapılabilmesiyle zehirlenmeler ciddi oranda azaltılabilmektedir. Pestisitlere mesleki 
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maruz kalma baĢlıca deri olmak üzere, solunum yoluyla ve daha az oranda ise oral 

yol ile olduğu görülmektedir. Endüstri kazasında meydana gelen pestisit 

zehirlenmeleri, sadece mesleki olarak değil, hatta çevrede yaĢamakta olanları bile 

etkileyebilmektedir. Bu duruma örnek olarak 1984‟te Hindistan‟da Union Carbide 

isimli firmasına (ġekil 1.1.) ait karbamat grubundan olan bir pestisit üretimi yapan 

fabrikada, metil izosiyanat maddesinin bulunduğu tanktan kazayla sızmasının 

sonucunda, çevrede bulunan 2500 bireyin ölmesine sebep olmuĢtur (Delińska ve ark., 

2021 ve Kamboh ve ark., 2021). 

 
Şekil 1.1. Hindistan‟da Union Carbide firmasında meydana gelen kazadan haber (Vaihayasi 

2016). 

Pestisitler; ilacın fiziki haline göre, formülasyon Ģekillerine göre, kullanma 

tekniğine göre, kullanılmıĢ oldukları zararlılara , etkileyiĢ Ģekline, zararlının 

biyolojik dönemine, kontrol ettiği zararlıların olduğu yer ve konukçu durumuna, 

bileĢimindeki etken maddenin grubuna göre olmak üzere çeĢitli Ģekilde 

sınıflandırılabilmektedir. Yapısındaki aktif madde grubuna ve kullanıldıkları zararlı 

gruplarına göre yapılan sınıflandırmalar en çok kullanılandır (Fu ve ark., 2021; 

Abubakar ve ark., 2019 ve Chavoshani ve ark., 2020). 
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Kullanıldıkları zararlı grubu ve bileĢimindeki etkili madde grubuna göre 

pestisitler; 

 Ġnsektisitler (Böcekleri öldüren) 

 Akarisitler (Akarları öldüren) 

 KıĢlık mücadele ilaçları ve yazlık yağlar 

 Nematisitler, fumigantlar, ve toprak fumigantları 

 Rodentisitler ve mollussisidler 

 Fungisitler (fungusları öldüren) 

 Herbisitler (Yabancı otları öldüren) 

 Bitki koruma alanındakullanılan diğer maddeler 

olmak üzere 8 ayrı sınıfta değerlendirilebilirler.  

Pestisitler sadece kullanıldıkları zararlılara göre sınıflandırıldığında bu gruplara 

afisit (yaprak bitlerini öldüren), fungustatikler (fungusların faaliyetlerini 

durduranlar), bakterisit (bakterileri öldüren), repellent (kaçırıcılar), avenisitler 

(kuĢları öldüren veya kaçıranlar), algisitler (algleri öldürenler), atraktanlar (çekiciler) 

da dahil edilmektedir (Parween ve ark. 2019). 

Ayrıca, kullanıldıkları zararlı gruplarına veya hedef alınan organizmaya göre 

yapılan sınıflandırma Ģeklinde, fungisit, insektisit ve herbisitler yer almaktadır. 

Herbisit, insektisit ve fungisitler içinde yer alan pestisitler, yapısına göre 

sınıflandırıldığında amidler, benzoik asitler, karbamatlar, nitriller, nitroanilinler, 

organofosforlular, fenoksi asitler, piridinler ve amonyum bileĢenleri, piridazinler ve 

piridazinonlar, triazinler, ürealar, fenilurealar, sulfonilurealar, benzoilurealar, 

organoklorlular, organofosforlular, pirethroidler, azoller, benzimidazoller, 

dithiokarbamatlar, morfolinler ve diğerleri gibi gruplara ayrılırlar (Parween ve ark., 

2019 ve Ochoa ve ark., 2018). 
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Ġnsan ve çevre sağlığı açısından önem taĢıyan ve farklı fiziko-kimyasal 

özelliklere sahip olan yüzlerce aktif maddeyi içeren pestisitlerin, farklı ortamlarda, 

aynı anda analiz edilebiliyor olması gerekliliği, hızlı, hassas, güvenilir, sağlam ve 

maliyeti düĢük analiz metotların geliĢtirilmesi ile mümkündür. 

1960 - 1970 yıllar arasında gaz kromatografisi (GK) tekniğinin geliĢtirilmesi ve 

dolgulu kolonların çoklu kalıntı analizlerinde kullanılabiliyor olması, bu 

kromatografi türünün pestisit analizlerinde kullanılmaya baĢlanmasının önünü 

açmıĢtır. Daha sonralarında ise, yüksek ayırma gücüne sahip kapiler kolonlar 

kullanılarak seçici ve hassas dedektörlerin geliĢtirilmesi, tek seferde analiz edilebilen 

aktif madde sayısının ciddi oranda artıĢını sağlamıĢ ve geliĢmelerin sonucunda 

kapiler GK tekniğinin pestisit analizlerinde en çok tercih edilen yöntem olmuĢtur 

(Novak ve ark., 2010; Fan ve ark., 2015; Giacinti ve ark., 2017 ve Islam ve ark., 

2021). 

Ġlerleyen dönemlerde GK ile analizi mümkün olmayan yapıda olan; polar, 

uçuculuğu düĢük veya ısıya karĢı duyarlılığı olan pestisitlerin analizlerinde olan 

sıkıntılar; 1980‟li yıllarda uygun Ultra Viyole (UV) veya floresans dedektör ile 

birleĢtirilen ters faz sıvı kromatografisinin (TFSK) pestisit analizlerinde 

kullanılmasıyla aĢılmıĢ ve sıvı kromatografisi (SK), özelliklede polar pestisitlerin 

analizinde GK‟yı tamamlayıcı yöntem olarak kullanılmasının önü açılmıĢtır. 

Ġlerleyen zamanlarda dedektör ve kolon materyali teknolojisindeki geliĢmeler SK 

analiz alanının ciddi oranda artmasına imkan vermiĢtir (Masiá ve ark., 2014; Gómez 

ve ark., 2013 ve Kaur ve ark., 2021). 

Bu tez kapsamında ilk olarak, fungisit grubu pestisitlerden Tiram (THR), 

Epoksikonazol (EPO), Hekzakonazol (HEX), Tebukonazol (TEB) ve Dietofenkarb 

(DĠE)‟nin eĢ zamanlı tayinleri için ilk kez, kısa sürede, doğru, hassas, seçici ve 

tekrarlanabilir sonuçlar sunan yüksek performanslı sıvı kromatografi (YPSK) 

yöntemi geliĢtirilmiĢtir. 
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1.2. Deoksiribonükleik Asit (DNA) Yapı ve Özellikleri 

Deoksiribo nükleik asit (DNA), tüm organizmalar ve bazı virüslerin canlılık 

iĢlevleri ve biyolojik geliĢmeleri için gerekli olan genetik talimatları taĢıyan 

bir nükleik asittir. DNA'nın baĢlıca rolü bilgiyi uzun süre saklamasıdır. DNA ilk kez 

Ġsviçreli hekim Friedrich Miescher tarafından saflaĢtırılmıĢtır, kendisi 1869'da atık 

cerrahi pansumanlardaki irin içinde mikroskobik bir madde keĢfetmiĢtir. Hücre 

çekirdeklerinde (nükleus) bulunduğu için ona "nüklein" adını vermiĢtir. 1919'da 

Phoebus Levene, nükleotit birimleri oluĢturan baz, Ģeker ve fosfatı 

tanımlamıĢtır. Levene DNA'nın, birbirine fosfat grupları ile bağlı olan nükleotit 

birimlerden oluĢan bir zincir olduğunu öne sürmüĢtür. Ancak, Levene, bu zincirin 

kısa olduğunu ve bazların kendini tekrar eden bir sıralamaya sahip olduğunu 

düĢünmüĢtür. 1937'de William Astbury DNA'nın düzenli bir yapıya sahip olduğunu 

gösteren ilk X ıĢını difraksiyon görüntülerini elde etti. DNA‟yı meyadan getiren 

zincir yapılar birbirlerinden rahatlıkla ayrılabilir ve tekrardan birleĢebilen gelebilen 

bir yapıda olduğundan dolayı DNA‟nın replikasyonuna ve protein sentezine imkan 

sağlamaktadır. DNA molekülünde var olan hidrojen bağları ve hidrofobik 

etkileĢimler sonucunda nükleotidler arasındaki kovalent bağlar çözülür ve bu olaya 

denatürasyon ismi verilir. ÇözülmüĢ olan hidrojen bağlarının tekrardan oluĢması, 

nükleotidlerin bir araya gelerek sarmal yapıyı tekrardan oluĢmasını sağlamaktadır ve 

buna renatürasyon ismi verilir.  DNA molekülünün baĢlıca iki görevi bulunmaktadır. 

Hücre bölünmeye hazırlandığı esnada DNA molekülünün kendini kopyalaması ilk 

görevidir ve buna replikasyon ismi verilir. Bu olayda iki sarmal zincirini bir arada 

tutmakta olan hidrojen bağları tıpkı fermuar misali açılmaktadır. Açık olarak kalan 

nükleotidler ise hücrede daha öncesinden sentezlenmiĢ nükleotidler ile 

tamamlanmaktadır. Sonuç olarak aynı iki DNA oluĢmaktadır. Diğer görevi ise; 

kendisinde var olan bilgiyi Ribo Nükleik Asit‟e (RNA) aktarım yapmasıdır ve bu 

olaya transkripsiyon ismi verilir. Bu durum neticesinde RNA‟da toplanmıĢ olan bilgi, 

ribozomlarda enzim ve protein benzeri maddelerin sentezlenmesine olanak 

sağlamaktadır ve buna translasyon adı verilmektedir (Marçal ve ark., 2020 ve Kapka 

ve ark. 2019). 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Organizma
https://tr.wikipedia.org/wiki/Vir%C3%BCs
https://tr.wikipedia.org/wiki/Genetik
https://tr.wikipedia.org/wiki/N%C3%BCkleik_asit
https://tr.wikipedia.org/wiki/William_Astbury
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Kontrolsüz ve hızlı bir Ģekilde çoğalan hücrelerin sebep olduğu kanser 

hastalığı, hücre içerisinde büyüme kontrolünün yitirilmesine neden olmaktadır. 

Hücre bölünmesi, dokuların yenilenmesi ve onarımı maksadıyla meydana 

gelmektedir. Kanserli hücrelerin oluĢmasının ana nedeni ise, hücre bölünmesi 

esnasında ortaya çıkan yanlıĢ DNA replikasyonlarıdır. Bu yanlıĢ DNA 

replikasyonuna sebep olan faktörlere predispozan (hazırlayıcı) faktörler denmektedir. 

Kanserin bütün tiplerinde ana patolojik mekanizmaları birbirine benzer olsalar da 

ilerleyiĢleri farklı Ģekilde olabilmektedir. Hastalığın ilerlemesi ve tedavi edilmesi; 

büyüme ve yayılma hızlarına, baĢladığı yaĢa, bulunduğu organ veya dokuya, 

evrelerine ve tedaviye verdikleri cevaba göre farklılıklar göstermektedir. Kanser 

hastalığı; hücre içi fonksiyon bozukluğuna neden olan mutasyonlar, kimyasal 

faktörler, radyasyon veya baĢka kanserojen ajanlara maruziyet neticesinde meydana 

çıkmaktadır. Kanserli hücreler normal büyüme sinyalleri olmadan da 

yaĢayabilmektedirler ve sınırı olmaksızın replikasyon potansiyellerine sahiptirler ve 

bundan dolayı kontrolsüz bir Ģekilde yayılabilmektedirler (Nishiyama ve ark., 2021 

ve Rahnamay ve ark., 2021). 

DNA molekülünün kimyasal olarak bazı maddelerle etkileĢme girmesi ve bu 

etkileĢmelerin farklı yöntemler kullanılarak tayin edilebilir olması, son yıllarda 

önemli bir konu olarak ele alınmaktadır. EtkileĢmelerinin bir kısmı kovalent bağlarla, 

bir kısmı da kovalent olmayan etkileĢmelerle ortaya çıkmaktadır. Bu etkileĢimlerin 

neticesinde DNA-madde kompleks yapısı oluĢmaktadır. Yan etkileri en az düzeye 

indirilen bir maddeyi sentezleyebilmek için, ve sentezlenen bu maddenin etki 

mekanizmasının aydınlatılmasının yanında hücre özelliklerinin de mutlaka iyi 

biliniyor olması gerekmektedir. Hücrelerde ortaya çıkan değiĢikliklerin açıklanması 

ve saptanması ise gün geçtikçe zor hale gelmektedir. Hücresel fonksiyon için gerekli 

tüm genetik bilgiyi içeren bir molekül olarak DNA, farklı koĢullar altında, özellikle 

bazı moleküller ile etkileĢime girerek zarar görebilir ve canlı organizmalarda çeĢitli 

patolojik değiĢikliklere yol açabilir. Bu nedenle, pestisitler gibi küçük moleküller ile 

DNA etkileĢimi, pestisitlerin fizyolojik olarak etkileĢim mekanizmasını anlamak için 

onlarca yıldır yoğun olarak araĢtırılan bir konu olmuĢtur. Küçük moleküllerin 

DNA'ya bağlanması, esas olarak, DNA'nın küçük oluğu boyunca hidrofobik 
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etkileĢimi, dıĢ Ģeker-fosfat omurgasından kaynaklanan güçlü elektrostatik etkileĢimi 

ve ana oluktan yığılmıĢ doğal DNA çiftleri arasındaki interkalatif etkileĢimi içeren üç 

modda gerçekleĢir. (Tremi ve ark., 2021). 

Bu kapsamda, pestisitlerin DNA ile etkileĢip etkileĢmediği ve bu etkileĢimlerin 

türünün belirlenmesine yönelik analitik metotlar ciddi anlamda önem kazanmaktadır. 

DNA-madde etkileĢimlerini ortaya çıkarmak için genelde elektrokimyasal ve 

spektroskopik yöntemler kullanılmakta, bunun yanı sıra kromatografik yöntemler 

doğal özgüllüğü ve duyarlılığı nedeniyle, DNA ve küçük moleküller arasındaki 

etkileĢimin karakterizasyonu ve tanımlanmasından önemli rol oynamaya baĢlamıĢtır 

(Dindar ve ark., 2021 ve Moldoveanu ve ark., 2021). 

Tezin ikinci bölümünde ise insan sağlığına doğrudan etkileri bulunan THR, 

EPO, HEX, TEB ve DĠE‟nin DNA ile etkileĢimlerinin kromatografik olarak 

incelenmesi ve DNA hasarı araĢtırılmıĢtır. Sonuç olarak, tez kapsamında seçilen 

pestisitlerin DNA ile afinitesi ve etkileĢim mekanizmasının araĢtırılması, bu 

pestisitlerin organizmalar üzerindeki biyolojik etkilerinin öngörülmesi için bazı 

yararlı bilgiler sağlayacaktır. 

1.3. Pestisitler ile Yapılmış Çalışmalar 

Wang ve arkadaĢları 2015 yılında yaptıkları bir çalıĢmada hızlı ayrım ve 

analitlerin tespiti, gıda güvenliği ve çevre bilimi de dahil olmak üzere potansiyel 

uygulamalar için bir araĢtırma yapmıĢlar. Burada, çoklu analitlerin hızlı ayrılması ve 

analizi için YPSK ve yüzey arttırılmıĢ Raman spektroskopisi (SERS) 

kombinasyonuna dayanan bir deney gerçekleĢtirmiĢler. Sonuç olarak THR için TS 

(teĢhis sınırı) 10
-7

 mol/L'e kadar olabildiği bulunmuĢtur. Analiz sonucunda YPSK-

SERS sisteminin modern analitik bilim ve teknolojide iyi bir teknik olduğu kanısına 

varılmıĢtır (Wang ve ark., 2015). 
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Jiaji ve arkadaĢlarının 2017 yılında yaptığı çalıĢmada, eser düzeydeki THR‟ın 

belirlenmesi için kağıt tabanlı bir mikroakıĢkan yüzey destekli SERS cihazı 

kullanılmıĢtır. Sentezlenen nanopartiküller, kağıt bazlı mikroakıĢkanların numune 

ekleme bölgelerinden birine, diğerine ise THR solüsyonu damlatılmıĢtır. Çözeltiler, 

kılcal etki ile kendi kanallarından aktı ve reaksiyon ortamında birbirine karıĢmıĢtır. 

THR‟ın TS 10
-9

 mol/L kadar düĢük olduğu görülmüĢ ve (bağıl standart sapma) BSS 

sonuçlarının tümü %10'un altında olduğu görülmüĢtür. KarıĢtırılmıĢ çay örneklerinde 

THR‟ın geri kazanım değerleri %95 ila %110 arasında olduğu bulunmuĢtur. Tüm bu 

sonuçlar, önerilen bu yöntemin eser düzeyde THR analizi için iyi bir yöntem 

olduğunu göstermiĢtir (Jiaji ve ark., 2017). 

Abid ve arkadaĢlarının 2020 yılında yaptığı bir çalıĢmada sütteki THR ve 

disiyandiamidin (DCD) eĢzamanlı ve hızlı tespiti için bimetalik çekirdek kabuklu 

nanoparçacıklara dayalı SERS kullanılmıĢtır. THR için 0,21 µg/mL TS ve R
2 

0,9896, 

DCD için TS 14,88 µg/mL ve R
2
 0,9956 değerleri bulunmuĢtur. Önerilen yöntem 34 

dakika içinde sonuçlara ulaĢabilir ve bu çevre dostu yöntem, sütteki diğer tesadüfi 

kirleticilerin eĢzamanlı ve hızlı taranması için ayrıca kullanılabilir olduğu 

bulunmuĢtur (Abid ve ark., 2020). 

Filipe O.M.S. ve arkadaĢlarının 2014 yılında yaptığı bir çalıĢmada Cu (II) 'nin, 

sulu çözeltilerde THR‟nin bozulması üzerindeki etkisini incelemiĢler, Cu (II) 'nin 

THR‟nin bozunması üzerindeki etkisini sıvı kromatografisi–kütle/kütle 

spektrometresi (SK-KS/KS) yöntemini kullanarak ortaya çıkarmıĢlar (Filipe ve ark., 

2014).  

Pan L. ve arkadaĢlarının 2019 yılında yaptığı bir çalıĢmada Çin'deki tipik bir 

tarım arazisinden farklı toprak örnekleri toplanmıĢ, pestisitlerin ve antibiyotiklerin 

varlığı açısından değerlendirilmiĢtir. Öncelikle 47 pestisit ekstrakte edilmiĢ ve SK-

KS/KS ile analiz edilmiĢtir. Toprak açısından atrazin, klorpirifos, TEB, DĠE, 

pmetrozin ve tiametoksamdan dolayı ekolojik risk görülmüĢtür, çünkü örnek 

deriĢimlerinin %1‟den fazlası 0,1 mg/kg'ı aĢmıĢtır. Bu veriler, bu pestisitlerin ve 
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antibiyotiklerin belirlenmesinde yardımcı olmuĢ ve toprak kalitesi değerlendirmesi 

ve risk değerlendirmesi için değerli bilgiler sağlamıĢtır (Pan ve ark., 2019). 

Zixi ve arkadaĢlarının 2021 yılında yaptığı bir çalıĢmada mantar ilaçları EPO 

ve piraclostrobin, buğday fusarium baĢ yanıklığını kontrol etmek için yaygın olarak 

kullanılmıĢtır. Bu çalıĢma, farklı iklim bölgelerinde dağılma davranıĢlarını 

araĢtırmak ve iki fungisitin maksimum kalıntı limitlerinin modifikasyonu için veri 

sağlamak için tasarlanmıĢtır. Çin'deki on iki farklı bölgede tarla alanlarından buğday 

örnekleri toplanmıĢ ve buğdayda EPO ve piraclostrobin eĢ zamanlı tespiti için bir 

SK-KS/KS yöntemiyle analiz edilmiĢtir. Buğday matrisindeki ortalama EPO ve 

piraklostrobinin geri kazanımları sırasıyla %87-112 ve %85-102, göreli standart 

sapmalar ≤%8,1 olarak bulunmuĢtur. Tahıl ve samanda EPO ve piraklostrobin miktar 

tayini limitlerinin her ikisi de 0,01 mg/kg olarak bulunmuĢtur (Zixi ve ark., 2021). 

Guang ve arkadaĢlarının 2021 yılında yaptığı bir çalıĢma tarımsal ürün 

matrislerinde düĢük seviyelerde triazol fungisitlerinin tespiti son derece önemini 

göstermiĢtir. Bu çalıĢmada SK-KS/KS kullanılmıĢtır. Optimize edilmiĢ koĢullar 

altında, analiz yöntemi, meyve ve sebze örneklerinde triazol mantar öldürücüler için 

0,52–1,83 μg/L TS ve geniĢ doğrusal aralık 5–500 μg/L olduğu görülmüĢtür. Lahana, 

ıspanak, portakal suyu ve elma suyunda mantar öldürücüler (10, 50 ve 100 μg/L) için 

yöntem geri kazanımı %62,8 ile %94,2 arasında değiĢtiği görülmüĢtür. OluĢturulan 

analiz yöntemi, daha önce bildirilen yöntemlerden daha düĢük bir TS değerine 

sahiptir ve karmaĢık matrislerdeki triazol pestisit kalıntıları için daha yüksek bir 

duyarlılığa sahip olduğu bulunmuĢtur (Guang ve ark., 2021). 

Qiu J. ve arkadaĢlarının 2011 yılında yaptığı çalıĢmada 9 triazol fungisitin 

enantiyomerlerini karĢılaĢtırmalı olarak ayırmak için YPSK kullanılmıĢ ve bu 

yöntem ile HEX, tetrakonazol, myclobutanil, fenbuconazol, flutriafol, penkonazol, 

EPO, penkonazol iyantiyomerleri, triadimefon pestisitlerinin ayırımı baĢarılı bir 

Ģekilde yapılmıĢtır. Bu çalıĢma iyi enantiyomerik ayırma elde etmek ve triazol 

fungisitleri için daha verimli analitik bir yöntem oluĢturmak için çok yararlı 

olacağının kanısına varılmıĢtır (Qiu ve ark., 2011). 
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Sun M. ve arkadaĢlarının 2013 yılında yaptığı çalıĢmada, salatalık ve armut 

numunelerindeki bazı karbamatlar (metolcarb, karbaril, pirimikarb ve DĠE), UV 

analiz ile YPSK ile analiz edilmiĢtir. Optimum koĢullar altında, metolkarb, karbaril 

ve DĠE için 0,5-100 ng/g deriĢim aralığında ve 0,9956 ila 0,9984 arasındaki 

korelasyon katsayıları ile pirimikarb için 1-100 ng/g deriĢim aralığında lineer bir 

yanıt elde edilmiĢtir. Yöntemin tayin alt sınırı (TAS)‟ının 0,08 ile 0,2 ng/g arasında 

olduğu bulunmuĢtur. BSS ise % 2,4 ile % 5,8 arasında bulunmuĢtur (Sun ve ark., 

2013). 

Ditiyokarbamatlar mantar öldürücüler (DTC'ler) dünya çapında yaygın olarak 

kullanılan mantar öldürücülerdir. Zhou L. ve arkadaĢlarının 2013 yılında yaptıkları 

bir çalıĢmada, DTC kalıntıları bir C18 kolonunda elüt edilmiĢ ve YPSK tarafından 

272 nm'de tespit edilmiĢtir. THR, mancozeb ve propineb'nin S-alkil türevleri farklı 

alıkonma sürelerinde ayrılmıĢtır. BSS % 0,6-13,7 olarak bulunmuĢ. TAS ve TS 

çeĢitli yiyecek ve topraklar için 0,003-0,026 mg/kg ve 0,011-0,105 mg/kg arasında 

değiĢtiği görülmüĢtür. Bu yöntem aynı zamanda gerçek örneklere de uygulanmıĢtır 

(Zhou ve ark., 2013). 

Songqing ve arkadaĢlarının 2020 yılında yaptığı bir çalıĢmada, ilk kez bir 

manyetik grafen oksit-ultra ince metal-organik kompoziti sentezlenmiĢ ve özütleyici 

olarak kullanılarak, YPSK yardımıyla pestisit EPO‟ün ayrılması ve analizi için yeni 

bir yöntem geliĢtirilmiĢtir. Adsorpsiyon mekanizmaları, adsorpsiyon kinetiği, 

termodinamik parametreler ve adsorpsiyon izotermleri dahil olmak üzere 

incelenmiĢtir. TS değeri 0,001 μg/g, TAS değeri 0,004 μg/g ve BSS %3,6 olarak 

bulunmuĢtur. Deneysel sonuçlar, bu yöntemin gerçek numunelerde EPO‟ün 

ekstraksiyonu ve tayini için uygun, uygulanabilir, etkili ve pratik olduğunu 

göstermiĢtir (Songqing ve ark., 2020). 

Phuoc ve arkadaĢlarının 2021 yılında yaptığı bir çalıĢmada TEB için düĢük 

maliyetle hızlı analizi için basit, hassas bir yöntem ile analiz yapılmıĢtır. Analiz 

tekniği, bir optik biyosensörün biyoreseptörü olarak pestisit spesifik bir DNA 

aptamerinden yararlanılmıĢtır. GeliĢtirilen yöntem pestisiti sensör yüzeyinde 
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yakalamaya çalıĢmak yerine, nanopartikülün yüzeyinde adsorbe edilen DNA 

aptamerlerinin pestisit ile etkileĢime girdiğinde nanopartiküllerden ayrılmasını 

sağlamıĢtır. Pestisit tespiti için model analit olarak TEB ile tasarlanan aptasensör, 

10 nM'lik bir TS  ve 20 dakikalık cevap süresi ile yüksek bir hassasiyet ve seçicilik 

gösterdiği bulunmuĢtur. Çivili pirinç numunelerinde TEB tespiti durumunda, 

ortalama geri kazanımlar %89,9-110,86 aralığında ve %3,11-4,32'lik nispi standart 

sapmalar olmuĢtur. Bulunan bu sonuçlar, gerçek örneklerde pestisitlerin hızlı tespiti 

için kullanılabileceği görülmüĢtür (Phuoc ve ark., 2021). 

Zhihaolin ve arkadaĢlarının 2022 yılında yaptığı bir çalıĢamada ise çay 

içeceklerinde ve meyve sularında miklobutanil, flusilazol, HEX, penkonazol, EPO, 

paclobutrazol ve dinikonazolü YPSK ile tespit etmek için yeni, çevre dostu ve 

verimli bir Ģekilde ayrıĢtırılmıĢ nanoakıĢkan dağıtıcı sıvı fazlı mikroekstraksiyon 

yaklaĢımı geliĢtirilmiĢtir. Yeni yaklaĢım, doğrusal aralık (10-10000 μg/L), bağıl geri 

kazanım (%70,03-107,14), TS (3,34-8,30 μg/L), TAS (10-25 μg/L), günler arası ve 

gün içi BSS (< %11,30 ve <%13,01) ile iyi performans gösterdiği bulunmuĢtur. Bu 

çevresel yaklaĢım, gerçek çay içecekleri ve meyve sularında kalan triazol 

fungisitlerine uygulanabilir olduğu görülmüĢtür. (Zhihaolin ve ark., 2022). 

TEB, Avrupa Birliği düzeyinde hububat ve asmalarda yaygın olarak kullanılan 

bir triazol mantar ilacıdır. Najoi ve arkadaĢlarının 2018 yılında yaptığı bir çalıĢmada 

toprakta TEB 'ün yayılımı değerlendirilmiĢtir, geliĢmiĢ analitik yöntem ve karbon-14 

etiketli TEB kullanarak dönüĢüm yolunu belirlenmiĢ ve toprak mikrobiyal toksisitesi 

değerlendirilmiĢtir. Karbon-14 -triazol-halka-etiketli TEB‟ün mineralizasyonu ihmal 

edilebilir düzeyde olduğu bulunmuĢ, ancak karbon-14-penil-halka-etiketli TEB‟ün 

%11'e kadarı inkübasyonun 150 günü içinde 14 CO2 olarak geliĢmiĢtir. TEB 

kalıcılığı, standart inkübasyon koĢullarına kıyasla daha yüksek doz oranlarında ve kıĢ 

simülasyonu koĢullarında artmıĢtır. Hedef dıĢı Ģüpheli taraması, 17'si bilinmeyen 22 

TEB dönüĢüm ürünlerinin tespit edilmesini sağlamıĢtır. Topraktaki oluĢumu ve 

çürümesi GK ve kütle spektrometresi ile belirlenen yeni bir TEB dönüĢüm ürünü 

olan 1-(4-klorofenil) etanonun tanımlanmasına yol açmıĢtır. TEB ve dönüĢüm 

ürünlerinin ekotoksikolojik etkisi, toplam bakteri bolluğu değerlendirilmiĢtir. 
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Bununla birlikte, etkinin yönü (olumlu veya olumsuz) değiĢmiĢtir ve bazı durumlarda 

kuluçka koĢullarına göre değiĢkenlik gösterdiği bulunmuĢtur (Najoi ve ark., 2018). 

Pankaj ve arkadaĢlarının 2019 yılında yaptığı bir çalıĢmada toprak ve 

domateste TEB ve HEX‟ün kalıcılığı üzerindeki etkisini belirlemek için bir çalıĢma 

yapılmıĢtır. Doğrusallık aralığı GK/elektron yakalama dedektörü ve GK/kütle 

spektrometrisi yöntemi kullanılarak, HEX 0,05-1 mg/kg ve TEB için 0,25-5 mg/kg 

olduğu bulunmuĢtur. Toprak ve domates meyveleri için ekstraksiyon prosedürü, 

HEX ve TEB‟ün killi toprakta ve domates meyvelerinde geri kazanımı ve %BSS‟nın 

sırasıyla %74,88 -112,98 ve %1,56-16 aralığında olduğundan doğru ve kesin olduğu 

görülmüĢtür. Analitik yöntemin TAS VE TS‟nın, analiz edilen tüm matrisler için 0,1 

mg/kg'dan az olduğu bulunmuĢtur. HEX‟ün kalıcılığı, en yüksek 77 gün ile toprakta, 

ardından biyokompostta 68 gün olarak saptanmıĢtır. Bununla birlikte, TEB‟ün 

kalıcılığı biyokompostta 69 gün ve toprakta 66 gün olarak bulunmuĢtur. Toprakta ve 

domateste HEX ve TEB‟ün terminal kalıntıları iliĢkilendirildi, ancak toprakta HEX 

kalıntıları, domateste terminal kalıntılarına göre oldukça yüksek olduğu bulunmuĢtur 

(Pankaj ve ark., 2019). 

Ashok ve arkadaĢlarının 2008 yılında yaptığı bir çalıĢmada λ = 254 nm'de 

doğrudan UV absorbans ölçümü yapılarak borik asit tamponunda THR'ın ayrılması 

ve belirlenmesi için basit ve hassas kapiler elektroforetik yöntem geliĢtirilmiĢtir. 

THR için TS 0,5 μg/ml olarak bulunmuĢtur. Yöntem, THR eklenmiĢ buğday 

numunelerinin analizine baĢarıyla uygulanmıĢtır (Ashok ve ark., 2008). 

Peipei ve arkadaĢlarının 2018 yılında yaptığı bir çalıĢmada sebze ve meyve 

numunelerinde TEB‟ün seçici tespiti için bir prob ile sabitleĢtirilmiĢ moleküler 

baskılı elektrokimyasal sensör yapılmıĢtır. Tiol grafen, spesifik yüzey alanını 

arttırmak için altın nanoparçacıklarla modifiye edilmiĢ camsı karbon elektrot üzerine 

yerleĢtirilmiĢtir. Prusya mavisi, modifiye elektrot üzerine altın nanopartiküller ile 

birlikte biriktirilmiĢ ve sabitleĢtirilmiĢ prob olarak görev yapmıĢtır, ardından tanıma 

elemanı olarak moleküler baskılı polimer filmin elektro-polimerizasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢ. Bu arada, modifiye elektrotun yüzey özellikleri, taramalı elektron 
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mikroskobu, atomik kuvvet mikroskobu, döngüsel voltametri ve elektrokimyasal 

empedans spektroskopisi kullanılarak karakterize edilmiĢtir. Optimize edilmiĢ 

sensör, 1,25×10
-8

 mol/L TS ile 5×10
-8

 mol/L
 
ila 4×10

-4
 mol/L arasında geniĢ bir 

lineer aralık gösterdiği bulunmuĢtur. Önerilen sensör, seçicilik deneylerinde TEB‟in 

özel olarak tanınmasına olanak sağladığı görülmüĢtür. Ayrıca sensörün, yüksek geri 

kazanımlarla gerçek numunelerde TEB tespiti için kullanılabilir olduğu görülmüĢtür 

(Peipei ve ark., 2018). 

Wang ve arkadaĢlarının 2019 yılında yaptığı çalıĢmada, grafen/Fe3O4 ile 

hazırlanmıĢ ve tarımda yaygın olarak kullanılan on triazol fungisitlerinin, (TEB, 

HEX, flutriafol, triadimenol, triazolon, EPO, penkonazol, miklobutanil, 

paclobutrazol ve metkonazolün) sulu ortamda uzaklaĢtırılması için bir adsorban 

olarak kullanılmıĢtır. On fungisit (20 µg/mL) için uzaklaĢtırma verimliliği, 50 mL su 

çözeltisine 20 mg grafen/Fe3O4 eklendiğinde %85,2 ile %96 arasında değiĢmiĢtir. 

Temas süresi, adsorban miktarı, çözelti pH'ı ve iyonik güç gibi adsorpsiyon 

kapasitesini etkileyebilecek faktörler araĢtırılmıĢtır. Adsorpsiyon kinetiği ve 

termodinamik üzerine yapılan çalıĢma, örnek olarak TEB alınarak yapılmıĢtır. 

Termodinamik veriler, adsorpsiyonun doğada kendiliğinden bir fiziksel adsorpsiyon 

süreci olduğunu ortaya çıkardığı görülmüĢtür (Wang ve ark., 2018). 

Demircioğlu ve arkadaĢlarının 2022 yılında yaptığı bir çalıĢmada, su ve 

toprakta bulunan patlayıcı kalıntılarından kaynaklanan kirlilikle mücadele etmek 

için, su ve toprakta bulunan eser miktarda patlayıcı tespiti için analitik teknikler 

seçici ve hasas bir Ģekilde geliĢtirilmiĢtir. Bu bağlamda, nitro patlayıcılar olarak TNT 

ve tetrilin belirlenmesi için altın nanopartiküller bazlı bir kolorimetrik prob 

geliĢtirilmiĢtir. Au-nanopartiküller sentezlenmiĢ ve yüzeyleri, THR ile modifiye 

edildi. Hazırlanan prob, THR‟ın amin grubu ile patlayıcıların nitro grupları (TNT ve 

tetril) arasındaki donör-alıcı etkileĢiminin bir sonucu olarak hızla toplandığı 

görülmüĢtür. TNT ve tetril için TS VE TAS sırasıyla 5 ve 15 µg L
-1

 olarak 

bulunmuĢtur. Yöntem, TNT ve tetril ile kirlenmiĢ kumlu toprak örneklerine 

uygulanan referans SK-KS/KS yöntemine göre doğrulanmıĢtır (Demircioğlu ve ark., 

2022). 
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Tássia ve arkadaĢlarının 2018 yılında yaptığı bir çalıĢmada ise TEB bazlı ticari 

ürünün farklı konsantrasyonlarının zebra balığının yetiĢkinleri üzerindeki etkileri, 

yeni tank dalıĢ testi ve mikronükleus ve kuyruklu yıldız testleri ile 

değerlendirilmiĢtir. Toplam 320 yetiĢkin zebra balığı sekiz tanka bölünmüĢtür. 100, 

200 ve 300 μg/L konsantrasyona maruz bırakılmıĢtır, TEB bazlı ticari ürün, 24, 72 ve 

96 saatte ilgili replikatları ile maruz bırakılmıĢtır. Sonuçlar, zebra balığının 

davranıĢsal bir sapmasını ve maruz kalma süresinin ve negatif kontrole göre ticari 

ürünün farklı konsantrasyonlarının bir fonksiyonu olarak DNA hasarında önemli bir 

(p<0.05) artıĢ gösterdiği bulunmuĢtur. Bu çalıĢmada elde edilen sonuçlar, 

tebukonazolün zebra balığının yetiĢkinleri üzerinde, genotoksisite ve mutajeniteyi 

indüklediği ve ayrıca yetiĢkinlerin davranıĢındaki değiĢiklikle ilgili nörolojik 

fonksiyonları değiĢtirdiği sonucuna varılmıĢtır (Tássia ve ark., 2018). 

THR, ekinleri ve tohumları korumak için yaygın olarak mantar ilacı olarak 

kullanılan bir ditiyokarbamat pestisittir. Özellikle Çin ve Hindistan'da yaygın olarak 

kullanılır. THR insanlar için nispeten güvenli kabul edilse de, kalıcı doğa uzun süreli 

maruz kalma durumunda insanlar ve hayvanlar için bir sağlık tehlikesi haline 

gelebilmektedir. Samreen ve arkadaĢlarının 2021 yılında yaptığı çalıĢmanın amacı, 

THR‟ın oral yoldan 4 farklı dozajda (100, 250, 500, 750 mg/kg vücut ağırlığı) 

verilen erkek sıçanların böbreği ardıĢık günlerde incelenmiĢtir. Sonuç olarak, 

hücresel glutatyonu ve toplam sülfhidril içeriğini önemli ölçüde azalttığı 

görülmüĢtür. Ancak protein karbonil ve hidrojen peroksit seviyelerini arttırmıĢtır. 

Ayrıca nefrotoksisiteyi gösteren plazma kreatinin ve üre seviyeleri yükseldiği 

görülmüĢtür. Antioksidan enzimlerin aktiviteleri katalaz, süperoksit dismutaz, 

glutatyon peroksidaz, tioredoksin redüktaz ve glutatyon-S-transferaz anlamlı olarak 

azaldığı bulunmuĢtur. THR uygulaması ayrıca bağırsak duvarının inhibisyonuna yol 

açtığı görülmüĢtür. Glikoz metabolizması enzimlerinin aktiviteleri, sitrik asit 

döngüsü, pentoz fosfat yolu ve glukoneogenez de engellenmiĢtir. THR ile tedavi 

edilen sıçanlarda DNA zincir kırılmaları, parçalanma ve DNA-protein çapraz 

bağlanması da gözlenmiĢtir (Samreen ve ark., 2021). 
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Gregorio ve arkadaĢlarının 2017 yılında yaptığı çalıĢmada, polikontamine sulu 

çözeltilerden fungisitlerin uzaklaĢtırılması için adsorpsiyon odaklı bir iĢlem 

uygulanmıĢtır. Propiconazole, TEB, EPO, bromuconazole ve difenoconazole sulu 

karıĢımlarından triazol fungisitlerini ayırmak amaçlanmıĢtır. Beklendiği gibi, aktif 

karbonlar en yüksek triazol mantar ilacı giderme seviyelerini sergilediği görülmüĢtür. 

1 g adsorban, her biri 1 mg beĢ triazol (toplamda 5 mg)  içeren 1 L solüsyona 

yerleĢtirilmiĢ ve fungisit miktarının yarısından fazlasını (2,97 mg) çıkarabildiği 

görülmüĢtür. Bu, incelenen karıĢımda, bağlanma bölgeleri için fungisitler arasında 

güçlü bir rekabetin hüküm sürdüğü bulunmuĢtur (Gregorio ve ark., 2017). 

Fang ve arkadaĢları 2020 yılında yaptığı bir çalıĢmada mikroplastik kirliliğinin 

analizine yönelik bir çalıĢma yapmıĢlardır. Bu çalıĢmada, polietilen (PE) 

mikroplastiklerin sekiz pestisitin (EPO, TEB, miklobutanil, azoksistrobin, simazin, 

terbutilazin, atrazin ve metolaklor) su ortamında kalıntı, bozunma ve dağılım 

davranıĢları üzerindeki potansiyel etkileri araĢtırılmıĢtır. Sonuçlar, 2−50 g/L 

mikroplastik varlığının sudaki pestisit kalıntılarını azaltabileceğini göstermiĢtir. 

Desorpsiyon kinetiği verileri, desorpsiyon iĢleminin, çoğu durumda R
2
 'nin 0,99'un 

üzerinde olduğu bulunmuĢtur. PE mikroplastiklerin varlığı, özellikle orta düzeyde 

bozunma yarı ömürleri ve yüksek TAS değerleri olanlar için, sudaki pestisitlerin 

bozunma yarı ömürlerini önemli ölçüde uzatabildiği bulunmuĢtur. Ayrıca, PE 

mikroplastiklerin su tortusu sistemindeki pestisitlerin davranıĢı üzerinde çok az etkisi 

olduğu görülmüĢtür. Bu çalıĢmanın bulguları, PE'nin pestisitleri bölme yoluyla 

adsorbe edebileceğini ve böylece pestisitlerin sudaki kalıcılığını etkileyebileceğini 

göstermiĢtir (Fang ve ark., 2020). 

Konazol grubu antifungal pestisitler günümüzde kayda değer kronik toksisite 

ve ekotoksisiteye sahip pestisitlerdendir. Kısa veya uzun vadeli kalıntılar oluĢturarak 

toprağa girerler. Nikola ve arkadaĢlarının 2020 yılında yaptığı bir çalıĢmada EPO ve 

TEB, Çek Cumhuriyeti'nden temin edilen 20 toprak numunesi ile test edilmiĢtir. 

DeğiĢkenlerin çok değiĢkenli analizini yaptıktan sonra, her iki pestisitin 

adsorpsiyonunun pH ile yüksek oranda iliĢkili olduğu ve toprak organo-mineral 

kompleksi ve toprak organik maddesindeki karbon ve azot ile daha az iliĢkili olduğu 
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görülmüĢtür. EPO adsorpsiyonu ve toprak organik madde parametreleri arasında bazı 

korelasyonlar ortaya çıktığı görülmüĢtür. Birkaç toprak mineralinden kaolinit, EPO 

ve TEB adsorpsiyonu gösterdiği görülmüĢtür. EPO adsorpsiyonu, TEB'e kıyasla pH 

değiĢikliklerinden çok fazla etkilenmediği görülmüĢtür. Moleküler geometriye sahip 

hidrojen bağlarının sayısı ve türleri, toprakta kalıntı bırakmalarını önemli ölçüde 

etkileyebilecek olan sorpsiyonu yönetir ve bu, aynı toprak için TEB'in EPO'dan daha 

fazla kalıntı bıraktığı bulunmuĢtur (Nikola ve ark., 2020). 

Bu tez kapsamında tarımda mantarlara karĢı kullanılan pestisitlerden THR, 

EPO, HEX, TEB ve DĠE‟ın ilk kez eĢ zamanlı bir Ģekilde güvenilir, kolay, hızlı ve 

hassas analizi için TFSK yöntemi geliĢtirilmesi ve bu yöntemin de validasyonu 

amaçlanmıĢtır ve ayrıca bu beĢ pestistin DNA ile etkileĢimlerinin kromatografik 

olarak incelenmesi ve DNA hasarlarının araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

Tez kapsamında analizleri gerçekleĢtirilen pestisitler ile ilgili genel bilgiler 

aĢağıda sunulmuĢtur. 

2.1. Çalışmalarda Kullanılan Peptisitler 

2.1.1. Tiram 

Tiram (ġekil 2.1.A) en basit tiyuram disülfür ve oksidize dimetilditiokarbamat 

dimerdir. Tohum ve ekinlerde mantar hastalıklarını önlemek için mantar ilacı, 

ektoparazit öldürücü olarak ve meyve ağaçlarını ve süs bitkilerini tavĢanların, 

kemirgenlerin ve geyiklerin zarar görmemesi için bir hayvan kovucu olarak 

kullanılır. Bu pestisit, yaprak delen ve monilya hastalıklarında Ģeftali için, kara leke 

hastalığında armut ve elmalarda, cep hastalığında erik için ve kök boğazı 

yanıklığında Ģekerpancarı için kullanılmaktadır. 

Kimyasal Formül: C6H12N2S4 

Molar kütle: 240,44 g/mol 

2.1.2. Epoksikonazol  

Epoksikonazol (ġekil 2.1.B), mahsulleri korumak için geliĢtirilen azol 

sınıfından bir fungisit aktif maddesidir. Özellikle, bu madde yararlı bitkileri istila 

eden mantar hücrelerinin metabolizmasını inhibe eder ve böylece miyelinin 

büyümesini önler. Epoxiconazole ayrıca conidia üretimini sınırlar. 
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Kimyasal Formül: C17H13ClFN3O 

Molar kütle:  329,76 g/mol 

Yoğunluk: 1,37 g/cm³ 

Erime noktası: 134 °C 

2.1.3. Hekzakonazol  

Hekzakonazol (ġekil 2.1.C), özellikle Ascomycetes ve Basidiomycetes olmak 

üzere birçok mantarın kontrolünde kullanılan geniĢ spektrumlu bir sistemik triazol 

fungisittir. Bu etken madde ile geliĢtirilen formüllerle, kayısıda monilya hastalığı, 

elmada kara leke ve bağ, gül ve kabakgillerde külleme hastalığı ile mücadelede 

kullanım alanı bulur. 

Kimyasal formül: C14H17Cl2N3O 

Erime noktası: 111°C (232°F; 384 K) 

2.1.4. Tebukonazol  

Tebukonazol (ġekil 2.1.D), bitki patojenik mantarlarını tedavi etmek için 

tarımsal olarak kullanılan bir triazol fungisittir. ABD Gıda ve Ġlaç Ġdaresi bu 

fungisitin insanlar için güvenli olduğunu düĢünüyor olsa da, yine de bir risk 

oluĢturabilir. Bu pestisit, erken yaprak yanığı hastalığında domatesler için, külleme 

hastalığında elmalar için, monilya hastalığında kayısılar için, sarı pas hastalığında 

hububatlar için ve kara leke hastalığında armutlar için kullanılmaktadır. 

Kimyasal Formül: C16H22ClN3O 

Molar kütle: 307,82 g/mol 

Yoğunluk: 1,25 g/cm³ 
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2.1.5. Dietofenkarb  

Dietofenkarb (ġekil 2.1.E), (3,4-dietoksifenil) karbamik asidin izopropil esteri 

olan bir karbamat esteridir. Botrytis cinerea ve benzimidazole dirençli hastalık 

türlerine karĢı güçlü etkinliği olan bir mantar ilacıdır. Bir karbamat esteri, bir 

aromatik eter ve bir karbanilat fungisitidir. Bir anilinden türetilir. 

Kimyasal Formül: C14H21NO4 

Molar kütle: 267,32 g/mol 

 

  
 

 

 

 

 
Şekil 2.1. Tez kapsamında çalıĢılan pestisitlerin kimyasal yapıları A) THR, B) EPO, C) 

HEX, D) TEB ve E) DĠE. 

Tez kapsamında kullanmıĢ olduğumuz cihazlar ve malzemeler aĢağıda 

sunulmuĢtur. 

 YPSK: Agilent 1100 (Santa - Clara, CA, A.B.D.)  

 Agilent UV cihazı (Agilent Technologies cary 60 UV-Vis, A.B.D.) 

 Hassas terazi (Shimadzu Libror AEG–220)  
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 Vorteks (Ġsolab laborgerate GmbH, 622.01.001) 

 Ultrasonik su banyosu (Nüve, Türkiye), (Boeco, Ultraterm BWT-U, 

Almanya) 

 pH metre (Model 526) (WTW pH 330i, Avusturya)  

 Mikro hacimli otomatik pipetler (Axygen
®
, Interlab, Türkiye)  

 Steril çalıĢma kabini (Esco, Class II Biological Safety Cabinet, Singapur) 

 Santrifüj (Thermo-Scientific, A.B.D.), (Hettrich Rotina 90, Almanya) 

 Hassas terazi (AS 220.R2 Polonya) 

 Karbondioksit inkübatörü (Heal Force HF240, Çin) 

 Sterilizatör (Sanyo MAC-235EX, Japonya) 

 Derin Dondurucu (-20ºC) ve (-80ºC), (Scancool, Almanya) 

 Fluoresan Mikroskop (Leica, Almanya, komet testi yazılım programı-Comet 

Assay IV) 

 Ġnverted Mikroskop (Micros MCX 7600, Avusturya) 

 Hücre sayım cihazı (Bio - Rad TC20, Singapur) 

 Farklı hacimlerde deney tüpleri, balon jojeler ve sarf malzemeleri 

Tez kapsamında kullanmıĢ olduğumuz sabit fazlar ve özellikleri Çizelge 

2.1.„de ve tez kapsamında kullanılan kimyasal maddeler Çizelge 2.2.„de 

sunulmuĢtur. 

Çizelge 2.1. ÇalıĢmalar kapsamında kullandığımız kolonlar ve özellikleri. 

Kolon İsmi 
Uzunlu

k (mm) 

İç Çap 

Boyutu  

(mm) 

Partikül Çap 

Boyutu           

(μm) 

Kimyasal 

Yapı 
Firma 

Luna C18 150 4.6 5 Saf silika 
Phenomenex (Torrance, 

A.B.D.) 

Thermo Hypersil C18 250 4.6 5 Saf silika 
Waters                

(LiKrom, Türkiye) 

Phenyl 112 250 4.6 5 Saf silika 
Sigma-Aldrich 

(St.Louis, MA, A.B.D.) 

Inertsil C8 150 4.6 3.5 Saf silika 
GL Sciences          

(Tokyo, Japonya) 
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Çizelge 2.2. ÇalıĢmalarda kullandığımız kimyasal maddeler. 

Kimyasal Maddeler Firma 

Asetonitril Sigma-Aldrich (St.Louis, MA, A.B.D.) 

Metanol Sigma-Aldrich (St.Louis, MA, A.B.D.) 

Amonyum Asetat Sigma-Aldrich (St.Louis, MA, A.B.D.) 

Amonyum Format Sigma-Aldrich (St.Louis, MA, A.B.D.) 

Sodyum Asetat Sigma-Aldrich (St.Louis, MA, A.B.D.) 

Hidroklorik Asit Merck-Millipore (Darmstadt, Almanya) 

Sodyum Hidroksit Merck-Millipore (Darmstadt, Almanya) 

Hidrojen Peroksit Merck-Millipore (Darmstadt, Almanya) 

Dimetil sülfoksit Merck-Millipore (Darmstadt, Almanya) 

DNA (Buzağı timus 

bezinden) 
Sigma-Aldrich (St.Louis, MA, A.B.D.) 

Serum Sigma-Aldrich (St.Louis, MA, A.B.D.) 

2.2. Tiram, Epoksikonazol, Hekzakonazol, Tebukonazol ve 

Dietofenkarb’ın eş zamanlı miktar tayini için geliştirilen YPSK 

yönteminde;  

2.2.1. Standart Madde Çözeltilerinin Hazırlanışı  

Tez çalıĢmalarında kullanmıĢ olduğumuz THR, EPO, HEX, TEB ve DĠE eĢ 

zamanlı olarak eĢit deriĢimlerde hazırlanmıĢ ve hassas terazi yardımıyla 5 pestisitin 

deriĢimi asetonitril ile çözülme iĢlemi yapılarak 1000 µg/mL olarak hazırlanmıĢtır. 5 

pestisit için 5 ayrı balon jojelere eĢit miktarda olacak Ģekilde çözücü ekleyip, 

çözünme iĢlemini tamamlamak için 10 dakika ultrasonik banyoda bekletilme iĢlemi 
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yapılmıĢtır. Daha sonrasında hacimleri tamamlanan çözeltiler vorteks yardımıyla 

tamamen karıĢtırma iĢlemi yapıldıktan sonra kalibrasyon numuneleri için gerekli 

olan seyreltme iĢlemi yapılmıĢtır ve enjeksiyon hacmi 10 μL‟ye ayarlanarak YPSK 

sistemine verilmiĢtir.  

2.2.2. Geri Kazanım Çalışmaları için Çözeltilerin Hazırlanışı 

Ġçilebilir su, atık su, çeĢme suyu, elma, idrar, ticari olarak satılan serum ve 

tarım ilacı örneklerindeki katkı maddelerinin veya farklı maddelerin, pestisitlerin 

analiz iĢleminde herhangi bir giriĢimin etkili olup olmadığını tespit etmek için geri 

kazanım çalıĢmaları uygulanmıĢtır. Bu araĢtırmalar için insan idrarı, Ankara il 

sınırları içerisinden toplanmıĢ olan toprak, çeĢme suyu, atık su ve içme suyu 

numuneleri, marketlerden alınan elmalar, %2 TEB içeren SWARM 2 DS kuru tohum 

ilacı ve %80 THR içeren massTHĠRAM ıslanabilir toz zirai ilaçları kullanılmıĢtır. 

Zirai ilaç numuneleri için standart ekleme yöntemiyle saf madde ilave edilmiĢtir, 

diğer örnekler için ise kör matriks ortamına analiz yapılacak maddelerin ilavesiyle 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

2.2.3. Toprak Numunelerin Hazırlanması 

10 mL „lik ağzı kapaklı olan dört tane santrifüj tüplerine ince toz Ģekline 

getirilmiĢ 2 g toprak numuneleri koyulmuĢtur. Numunelerin üstüne, THR, EPO, 

HEX, TEB ve DĠE‟nin 1000 µg/mL‟lik stok çözeltisinden toplamda hacimleri 150, 

100, 50 ve 25 µg/mL‟lik olmak üzere THR, EPO, HEX, TEB ve DĠE ilave edilmiĢtir 

ve üzerine asetonitril ile hacimleri tamamlama iĢlemi yapılmıĢtır. Numuneler 10 

dakika ultrasonik banyo içerisinde karıĢtırıldıktan sonra 15 dakika 5000 rpm‟de 

santrifüj iĢlemi yapılmıĢtır. Santrifüj tamamlandıktan sonra üstte kalmıĢ olan berrak 

çözelti tekrardan 15 dakika 5000 rpm‟de santrifüj iĢlemi yapılmıĢtır. Berrak çözelti 

Ģırınga ucu filtre yardımıyla süzülme iĢlemi yapılmıĢtır ve sonrasında sisteme enjekte 

edilmiĢtir.  
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2.2.4. Elma Numunelerin Hazırlanması 

10 mL „lik ağzı kapaklı olan dört tane santrifüj tüplerine kabuklarıyla 

rendelenip sıvı hale getirilmiĢ olan elma örneklerinden 3,2 mL elma suyu 

koyulmuĢtur. Elma suyunun üstüne, THR, EPO, HEX, TEB ve DĠE‟nin 1000 

µg/mL‟lik stok çözeltisinden toplamda hacimleri 150, 100, 50 ve 25 µg/mL‟lik 

olmak üzere THR, EPO, HEX, TEB ve DĠE ilave edilmiĢtir ve üzerine asetonitril ile 

hacimleri tamamlama iĢlemi yapılmıĢtır. Elma suyunun çözeltiyle tamamen 

karıĢmasını ve etkileĢime girmesine ortam yaratmak için 10 dakika ultrasonik 

banyoda karıĢtırma iĢlemi yapılmıĢtır ve sonrasında 15 dakika 5000 rpm‟de santrifüj 

iĢlemi yapılmıĢtır. Berrak çözelti Ģırınga ucu filtre yardımıyla süzülme iĢlemi 

yapılmıĢtır ve sonrasında sisteme enjekte edilmiĢtir.  

2.2.5. İdrar Numunelerin Hazırlanması 

10 mL „lik ağzı kapaklı olan dört tane santrifüj tüplerine 3,2 mL insan idrarı 

koyulmuĢtur. Ġnsan idrarı üstüne, THR, EPO, HEX, TEB ve DĠE‟nin 1000 µg/mL
‟
lik 

stok çözeltisinden toplamda hacimleri 150, 100, 50 ve 25 µg/mL‟lik olmak üzere 

THR, EPO, HEX, TEB ve DĠE ilave edilmiĢtir sonrasında üzerine asetonitril 

ilavesiyle idrar proteinlerinin çöktürme iĢlemi yapılmıĢtır. Ġdrar örneklerinin çözelti 

ile tamamen karıĢmasını ve etkileĢime girmesine ortam yaratmak için 10 dakika 

ultrasonik banyoda karıĢtırma iĢlemi yapılmıĢtır ve sonrasında 15 dakika 5000 

rpm‟de santrifüj iĢlemi yapılmıĢtır. Berrak çözelti Ģırınga ucu filtre yardımıyla 

süzülme iĢlemi yapılmıĢtır ve sonrasında sisteme enjekte edilmiĢtir. 

Serum, çeĢme suyu, kuyu suyu ve atık su numuneleri de idrar örneklerinde 

kullanılan aynı prosedür ile hazırlanmıĢtır. 
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2.3. Tiram, Epoksikonazol, Hekzakonazol, Tebukonazol ve 

Dietofenkarb’ın DNA ile etkileşiminin incelenmesi için geliştirilen 

YPSK yönteminde;  

Ġlk olarak hassas terazide 10 mg DNA tartılıp balon jojeye aktarılmıĢtır ve daha 

sonra 10 mL‟ye saf su ile tamamlama yapılmıĢtır. Vorteks karıĢtırıcı ile homojen bir 

karıĢım haline getirilen çözelti bir gece +4°C‟de bekletilmiĢtir. DNA‟nın 260 nm‟de 

absorbansı ölçülerek deriĢimi hesaplanmıĢtır. 

DNA-pestisit etkileĢimlerinin belirlenmesi için spektrofotometrik titrasyon 

yöntemleri baz alınarak benzer prosedür uygulanmıĢtır. Sabit deriĢimdeki pestisit 

çözeltilerinin üzerine artan deriĢimlerde DNA çözeltisi eklenmiĢtir ve bunlar YPSK 

sistemine enjekte edilmiĢtir. Her deney 5 defa tekrarlanmıĢtır. Pestisitlerin 

kromatogramlarının alan değerlerindeki değiĢmeler incelenmiĢtir. Bu alan 

değiĢimlerinden yola çıkarak, 1/[DNA]‟ya karĢı A0/(A-A0) elde edilen değerler 

grafiğe geçirilmiĢ ve Benesi-Hildebrand denklemi kullanılarak bağlanma sabitlerinin 

hesaplanması yapılmıĢtır (A0=Maddenin pik alanı, A= DNA-madde kompleksinin 

pik alanı) 

2.4. Tiram, Epoksikonazol, Hekzakonazol, Tebukonazol ve 

Dietofenkarb’ın eş zamanlı miktar tayini ve pestisit-DNA 

etkileşmesinin incelenmesi için kullanılan YPSK yöntemi; 

2.4.1. Kromatografi 

Kromatografi, karıĢımda bulunan her bir maddenin, hareketli ve sabit fazdan 

oluĢan ve birbiriyle karıĢmayan iki fazlı bir sistem içerisinde ayrılması, 

saflaĢtırılması, teĢhis ve tayin çalıĢmalarına verilmekte olan bir isimdir (Masoodi ve 

ark., 2021). 
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Rus botanikçi bilim adamı olan Mikhail Tswett, kromatografi yöntemini ilk 

bulan isimdir (ġekil 2.2.). Rus bilim adamı bu yöntemi bitki pigmentlerinin renkli 

bileĢenlerini ayırma amacıyla kullanmıĢ ve kolonda renkli bant oluĢumlarını 

görmüĢtür. OluĢan renkli bantlardan esinlenerek renk anlamında olan „chroma‟ ve 

yazma anlamında olan „graphein‟ kelimelerini kullanarak kromatografi ismini 

vermiĢtir (High ve ark., 2020). 

 
 
Şekil 2.2. Kromatografik ayrımın Ģematik gösterimi (Sagar 2022). 

Bugün birbirinden farklı birçok kromatografik tekniği olmasına rağmen gün 

geçtikçe yeni kromatografik tekniklerin sayısının arttığı görülmektedir. Bundan 

dolayı tek tip sınıflandırma yöntemiyle kromatografik yöntemleri sınıflandırmak 

yetersizdir. Birçok kromatografi kitaplarında ya da çalıĢmalarda kromatografik 

yöntemler farklı Ģekilde sınıflandırılır. Sınıflandırma yöntemlerinde farklı kriterler 

temel alınmıĢtır ve bu kriteler aĢağıda gösterilmiĢtir(Bajkacz ve ark., 2020 ve Sadiq 

ve ark., 2020). 

 Ġki fazın fiziksel hali 

 Kromatografik ayrım yönteminin mekanizması 

 Ġki fazın polaritesi 
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 Numunenin kromatografik ortama verilme Ģekli 

 Kromatografik ortamın fiziksel hali 

2.4.2. Da ılma Kromatografisi 

Hareketli fazın sıvı, sabit fazın katı yüzeydeki kolon dolgu maddelerinin 

üzerlerine tutturulmuĢ Ģekilde ince sıvı film tabakasını içeren kromatografi türüne 

dağılma kromatografisi denir. Maddelerin ayrımındaki ana temel esas, maddelerin 

birbirleriyle karıĢmayan iki sıvı faz arasında dağılmasına dayanmaktadır. KarıĢım 

içersinde olan maddelerin sabit fazda az da olsa çözünme iĢlemi gerçekleĢir. Dağılma 

kromatografisi yönteminde, maddelerin sabit fazda çözünürlükleri fazla olması 

istenir, hareketli fazda ise çözünürlükleri daha az olması istenir. Aksi halde maddeler 

tam olarak ayrılmaz ve hareketli faza duyulan ilginin neticesinde sabit fazdan 

dıĢarıya atılmaktadırlar ve hatta hareketli faz ve sabit faz farklı polaritelerde 

olduklarından dolayı numune moleküllerinin çözünürlüklerininde farklı olmasına 

olanak sağlamaktadır (Michalke ve ark., 2002). 

2.4.3. Ters Faz Sıvı Kromatografisi 

TFSK, hareketli faz polaritelerinin sabit faz polaritelerine kıyasla daha polar 

olan kromatografi türüne denir. TFSK‟nde kimyasal olarak bağlanmıĢ olan 

fonksiyonel grup içeren sabit faz (ODS-18 karbon atomu zincir yapısından oluĢmuĢ 

oktadesilsilan) yaygın olarak kullanılır ve ayrıca fonksiyonel grup olarak daha kısa 

zincirden oluĢan (C8, C2), siyano (CN) ve fenil bağlı sabit fazlar da 

kullanılabilmektedir. 

TFSK‟nde, hareketli fazın bileĢeni olan tampon çözelti ciddi anlamda önem 

taĢımaktadır. Tampon çözeltileri hazırlarken kullanmıĢ olduğumuz su yeterince saf 

olması gerekmektedir ve hareketli faz, su ile karıĢabilen organik çözücülerden 
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oluĢmaktadır. Hareketli faz bileĢimlerinde kullanılabilen organik çözücülere örnek 

olarak su, asetonitril veya metanol gibi çözücüler verilebilir. 

TFSK sıklıkla apolar maddelerin ayrımı için kullanılır. Uzun alkil zincir 

yapısını içeren sabit fazlar (C18) daha apolar maddelerin ayrılması iĢleminde 

kullanılmakta iken, kısa alkil zincir yapısını içeren sabit fazlar (C8, C2) ise polar 

maddelerin ayrılması iĢleminde kullanılmaktadırlar. Yani polar yapıya sahip 

maddeler uzun alkil zincir yapısını içeren sabit faz içersinde daha az 

tutunabiliyorken, apolar maddeler ise kısa alkil zincir yapısını içeren sabit faz 

içerisinde daha az tutunabilmektedirler (Sutton ve ark., 1997; Lucy ve ark., 2003 ve 

Jungbauer ve ark., 2009). 

2.4.4. Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (YPSK) 

Modern sıvı kromatografisi sistemlerinde yaygın bir Ģekilde kullanılmakta olan 

ve 2-10 μm tanecik boyutuna sahip dolgu maddelerini içeren kolonların 

kullanılmasında ideal sıvı akıĢ hızı elde etmek için, yüksek atm‟lik pompa basıncına 

ihtiyaç duyulmaktadır. Yüksek basınçlardan dolayı geliĢen YPSK için olması 

gereken donanımlar, diğer kromatografi yöntemleriyle karĢılaĢtırma yapıldığında, 

daha ince iĢçilik gerekli olduğu için diğerlerine göre pahalı olmaktadır. ġekil 2.3. 

yüksek baĢarımlı sıvı kromatografisinin önemli parçalarının Ģematize edilmiĢ halini 

göstermektedir (Nie ve ark., 2019 ve Lozano ve ark., 2018). 
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Şekil 2.3. YPSK cihazının Ģematik gösterimi (1) Solvent rezervuarları, (2) solvent gaz 

giderici, (3) gradyan valfi, (4) mobil fazın iletimi için karıĢtırma kabı, (5) yüksek basınç 

pompası, (6) anahtarlama valfi “enjeksiyon konumunda”, (6) anahtarlama valfi “yük 

konumunda”, (7) numune enjeksiyon döngüsü, (8) ön kolon (koruyucu kolon), (9) analitik 

kolon, (10) dedektör, (11) veri toplama, (12) atık veya fraksiyon toplayıcı (wikipedia). 

2.4.5. Hareketli Faz Hazneleri ve Çözücü Sistemleri 

Modern YPSK aletinde, 200-1000 mL arasında çözücü koyulabilen çelikten 

veya camdan yapılan hazneleri içermektedir. Sıklıkla dedektörlerde, haznelerde ve 

kolonlarda gaz oluĢumu ortaya çıkarak kolon ya da sistemde bozucu etkiye sebebiyet 

veren çözünmüĢ gazların (azot ve oksijen gibi) ortamdan uzaklaĢtırılması için bir 

sistem vardır. Gaz giderme sistemi olarak, vakum pompası düzeneği, damıtma 

düzeneği ve çözücüyü ısıtıp karıĢtırabilen parçalardan oluĢabilir ve bunun yanı sıra 

ġekil 2.2.‟de olduğu gibi az çözünürlükte olan inert olan gazın küçük kabarcıklarıyla, 

çözünmüĢ gazları sürükleyebilen basit üfleyici sistemlerde olabilmektedir. Bu 

yöntemlerde, çözücü içinde bulunan partikül veya toz haldeki maddelerin enjeksiyon 

ve pompa sistemine zarar vermesini önlemek amacıyla ya da kolonun tıkanmasını 

önlemek amacıyla, toz veya partikül maddelerini süzme iĢleminin yapılabileceği bir 

sistem de bulunmaktadır (Grotti ve ark., 2014). 
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2.4.6. Pompalama Sistemleri 

YPSK pompalama düzeneği için olması gereken Ģartlar ciddi anlamda katıdır 

ve bu Ģartlar aĢağıda listelenmiĢtir (Horner ve ark., 2013): 

 Puls içermeyen basınç çıkıĢının olması, 

 AkıĢ hızının 0,1-10 mL dakika
-1

 olması, 

 400 atm‟e kadar basınç üretmesi, 

 Bağıl tekrarlanabilirliğin en yüksek % 0,5 oranı ile  akıĢ kontrolünün 

olması, 

 Korozyona dayanabilen parçalardan oluĢması (Teflon veya paslanmaz 

çelik). 

2.4.7. Numune Enjeksiyon Sistemleri 

Genellikle sıvı kromatografisi yöntemlerinde ölçüm sonuçlarının kesinliğini 

belirleyen ana temel, örneğin kolon dolgu maddesine gönderilmesinin tekrar 

edilebilir olmasıdır. AĢırı örnek yüklemesi yapılan kolonlarda gözlemlenen bant 

geniĢlemesi ise kesinlik faktörünü etkileyebilmektedir. Bundan dolayı, numune 

enjeksiyonun hacminin küçük olması tercih edilmektedir ve hatta sistemin basıncını 

düĢürmeksizin numunenin sisteme giriĢinin sağlanması gerekmektedir (Montes ve 

ark., 2003). 

2.4.8. Sıvı Kromatografi Kolonları 

SK yöntemlerinde düzgün iç çaplı paslanmaz çelik borudan yapılan ya da kalın 

cidarlı cam borulardan yapılmıĢ kolonlar az da olsa kullanılmaktadır. YPSK‟de 

genellikle kullanılan kolonların boyu 10 ile 30 cm arasındadır. Kolonların iç çapları 

ise 4 ile10 mm arasındadır; sıklıkla kullanılmakta olan kolon dolgu maddelerinin 

tanecik büyüklükleri ise 5 ile 10 μm arasında değiĢmektedir. ġu an en çok tercih 
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edilen, iç çapı 4,6 mm olan, 25 cm uzunluğunda  ve 5 μm tanecik büyüklüklerine 

sahip dolgu maddesiyle doldurulan kolonlar kullanılmaktadırlar ve 40000 ile 60000 

arasında teorik plaka metre
-1

 içermektedirler (Cruz ve ark., 2021). 

2.4.9. Dedektörler 

Elektromanyetik dalga formunda olan enerji akıĢlarını ölçülebilen niceliklere 

çeviren ve kaydeden cihazlara dedektör denir. Sıvı kromatografi yönteminde 

kullanılacak dedektör Ģu özelliklere sahip olmalıdır (Muhammad ve ark., 2021): 

 Yeteri derecede duyarlı olmalı 

 Kararlılık ve tekrarlanabilirlilik açısından uygun olmalı 

 GeniĢ doğrusal çalıĢma aralığına sahip olmalı 

 AkıĢ hızlarından bağımlı olmaksızın küçük cevap zamanları verebilmeli 

 Bant geniĢlemesini azaltabilmek için en küçük iç hacimde olmalı 

 Yüksek güvenilirlilik ve kullanımı kolay olmalıdır. 

SK yöntemlerinde kullanılabilen dedektörler genel olarak iki tipdedir (Opuni 

ve ark., 2021). 

 Yığın özelliğinde olan dedektörler, dielektrik sabiti, hareketli fazın yoğunluğu 

ya da kırma indisi benzeri olan analit tarafından değiĢtirilebilen yığın 

özelliklerine cevap verebilen detektörlerden oluĢmaktadır. 

 Analit özelliğinde olan dedektörler, floresans Ģiddeti, analitin UV absorbansı ya 

da difüzyon akımı benzeri olan hareketli fazın sahip olmadığı özelliklere cevap 

verebilen detektörlerden oluĢmaktadır. 

Analit özelliğine yani maddelere yönelik olan dedektörler hareketli faz 

içerisindeki maddelerin özelliklerinin belirlenmesinde kullanılır, sıklıkla 

kullanılanlar ise aĢağıdaki gibidir: 
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 Ayrım sonrası tepkime dedektörler 

 Fotometrik dedektörleri (Dizi diyot, Infrared, Floresans) 

 Elektrokimyasal dedektörleri 

 Kütle spektrometreler 

 Radyoaktivite dedektörler 

Yığın özelliğine yani çözeltiye yönelik olan dedektörlerde ise numune 

özelliklerinin belirlenmesine olanak sağlayan dedektör tipidir ve sınıflandırılmaları 

aĢağıdaki gibidir: 

 Refraktif indeks dedektörü 

 Dielektrik sabiti dedektörü 

 Ġletkenlik dedektörü 

 Yoğunluk dedektörü 

Tez kapsamında yapılan çalıĢmalar Foto diyot dizi dedektörü kullanılarak 

yapılmıĢtır ve bundan dolayı bu dedektör hakkında detaylı bilgilere yer verilmiĢtir. 

2.4.10. Foto Diyot Dizi Dedektör 

Foto diyot dizi (FDD) dedektörler içerisinde polikromatik ıĢınlar yer 

almaktadır. Döteryum veya tungsten lambaları ıĢın kaynağı olarak kullanılır. IĢık 

kaynağından çıkan polikromatik ıĢın akıĢ hücresine ulaĢtıktan sonra optik ağın 

üzerine dağılmaktadır. Sayıca fazla diyottan oluĢan FDD üzerine gelmektedir. FDD 

200-700 nm arasındaki dalga boyları aralıklarını 0,1 saniye aralıklar ile belirleyebilir. 

Bundan dolayı analiz iĢlemlerinde FDD kullanarak birden fazla dalga boylarında 

okuma gerçekleĢtirilebilmektedir. FDD kullanarak cevap piklerinin safsızlıklarını 

veya pik giriĢimlerinin varlığı gözlemlenebilmektedir (Andruch ve ark., 2012). 
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2.5. Tiram, Epoksikonazol, Hekzakonazol, Tebukonazol ve Dietofenkarb 

pestisitlerinin DNA hasarlarının incelenmesi; 

2.5.1. Hücre kültürü ile yapılan çalışmalar 

Tez kapsamında komet testi ile DNA hasarı araĢtırılması bölümünde invitro 

olarak 3T3 (fare fibroblast hücresi) hücrelerinin çoğaltılması ve hücrelerin düzenli 

üremeleri sağlanmıĢtır. 3T3 hücrelerinin besi yeri ortamı olarak yüksek glukoz içeren 

DMEM (Dulbecco‟nun modifiye edilmiĢ kartal ortamı) besi yerine %5 fetal sığır 

serumu ve %1 penisilin-streptomisin ilavesiyle kullanılmıĢtır.  

Pasaj iĢlemleri: 

- Flasktaki DMEM besi yeri aspire edilmiĢtir. 

- 2 mL steril fosfat tamponlu tuzlu su (37 ºC) ile yıkama yapıldıktan sonra, 

fosfat tamponlu tuzlu su aspire edilmiĢtir. 

- 2 mL tripsin/EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) (37 ºC) ilave edildikten 

sonra 37 ºC‟de 4 dakika süre ile bekletilmiĢtir. 

- 2 mL TNS (Tripsin nötralizasyon çözeltisi) eklenip daha sonra hafifçe 

çalkalama iĢlemi yapıldı (tripsinin çalıĢmasını durdurma amacıyla). 

- Elde edilen 4 mL‟lik hücre suspansiyonunu pastör pipet yardımıyla 15 mL 

tüpe aktarılmıĢtır. 

- 1000 rpm oda sıcaklığında 7 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

- Tüpte üstte kalan kısmı pastör pipet yardımıyla atılmıĢtır. 

- Pelletin üstüne yaklaĢık 2 mL besi yeri eklenmiĢtir. 

- Pastör pipet yardımıyla çek ve bırak Ģeklinde karıĢtırma iĢlemi yapıldı ve 

daha sonra hücre sayımı yapılmıĢtır. 

- Yeni pasaj için 5 mL besi yeri içerisinde 100,000 hücre olacak Ģekilde 

flaska konulmuĢtur. 
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Hücrelerimizin düzenli üremeleri sağlandıktan sonra DNA hasarını araĢtırmak 

üzere komet testi uygulandı. 

2.5.1.1. Genotoksisite Testi, Komet Testi (Tek Hücre Jel Elektroforezi) 

Komet testi alkali Ģartlar altında yapılan (pH>13) komet testi ile DNA hasarları 

olarak tek ve çift zincir kırılımları, alkali iĢaretli bölgelerde oksidatif DNA baz 

hasarları, DNA-protein/DNA-ilaç/DNA-DNA çapraz geçiĢlerini belirleyebilmektedir 

ve DNA onarımı ölçülebilmektedir. Nötral komet testi (pH: 7-10) kullanıldığında ise 

alkali iĢaretli bölgeler ve tek zincir kırıklarını tayin edemez, yalnızca DNA‟daki çift 

zincir kırıklarını gözlemleyebilmektedir. Bundan dolayı alkali komet testi hassas ve 

DNA hasarını tayin etme imkanını daha fazla verir. 

Prensibi: Hasarsız DNA, çekirdekteki matriks proteinler ile organize 

yapıdadır; ancak DNA molekülünde herhangi bir hasar ortaya çıktığında organize 

yapısı bozulmaktadır. Hasar görmüĢ DNA sarmalındaki zincirler kompakt yapılarını 

kaybedip, gevĢer ve agar içindeki boĢluklara yayılmaktadır. Elektroforezde akım 

uygulanmasıyla birlikte negatif yüklü DNA anot tarafına doğru harekete baĢlar. 

Hasarsız DNA büyük yapıdadır ve uygulanan akım ile birlikte kuyruk bırakmadan 

göç etmektedir. Hasardan dolayı parçalara ayrılan daha küçük kısımlar ise geride 

kalarak kuyruk oluĢturur. Bundan dolayı DNA‟daki kuyruk sayısı hücredeki hasarın 

ne boyutta olduğunu göstermektedir.  

2.5.1.1.1. Komet testinin uygulanışı 

Komet testi 6 kuyucuklu plakalarda kuyucuk baĢına 200,000/2mL olacak 

Ģekilde uygulandı. Bir kontrol ve bir pozitif kontrol (50 µM H2O2) 2 kuyucuğa 

uygulandı. Test edilecek pestisitlerin 30 µg/mL‟lik stok çözeltileri steril DMSO 

(Dimetil sülfoksit) kullanılarak hazırlandı. Daha sonra komet testinde kullanılmak 

üzere 5, 10, 20 ve 30 µg/mL‟lik deriĢimler hazırlandı. Çözücü olarak steril DMSO 
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kullanıldığı için komet testi ile %0,1 DMSO çözücü kontrol olarak kullanıldı. (Tiram 

test edilen 5 µg/mL deriĢimlerde oldukça fazla DNA hasarına neden olduğu, 10 

µg/mL deriĢimde ghost hücreler nedeniyle mikroskopta sayım yapılamadığı, 20 ve 

30 µg/mL deriĢimlerde ise sitotoksik etkili olduğu görüldüğünden; Tiram için 0,1, 

0,3, 1 ve 3 µg/mL‟lik çözeltiler hazırlanarak komet testi tekrar edilmiĢtir). 

Hücreleri agara alma: Her bir lamda 10,000 ile 20,000 arasında hücre olacak 

Ģekilde hesaplama yapılarak 50 µL hücre süspansiyonuyla 37ºC‟de eritilmiĢ 100 µL 

%0,5 ‟lik LMPA (düĢük erime noktalı agaroz) , karıĢtırma iĢlemi yapıldıktan sonra 

önceden %1‟lik NMPA (normal erime noktalı agaroz) çözeltisine batırılıp agar ile 

kaplama yapılmıĢ lamlara yayılma iĢlemi yapıldı ve üzerini lamel ile kapattıktan 

sonra buzlu metal yüzey üzerinde 5 dakika bekletilip agarın katı hale gelmesi 

sağlanmıĢtır.  

Lysing: Lamlar önceden hazır edilip buzdolabı içinde bekletilip soğuk lising 

çözeltisine daldırılarak minumum 1 saat buzdolabı içinde bekletilme iĢlemi 

yapılmıĢtır.    

Alkali uygulaması ve elektroforez: Elektroforez tankı soğuk elektroforez 

çözeltisiyle birlikte uygun miktarda doldurulmuĢtur (Bu tampon çözelti, lamların 

üzerini 0,5 ile 1 cm kadar geçecek Ģekilde olması gerekmektedir). Lysing 

çözeltisinden çıkarılan lamlar agar yayılan kısımları üst tarafa gelecek biçimde 

elektroforez tankının içerisine yerleĢtirilmiĢtir. Lamlar, 20 dakika akım 

uygulamaksızın çözelti içerisinde bekletildi ve daha sonra, 25 V ve 300 mA akım 

uygulanarak 20 dakika elektroforez uygulanmıĢtır.  

Nötralizasyon: Elektroforez iĢlemi tamamlandıktan sonra elektroforez 

tankından çıkarılan lamlar üç kez nötralizasyon çözeltisiyle yıkanmıĢtır. Hücreleri 

lamlara fiske etmek amacıyla alkol içerisine daldırılan lamlar okuma yapılıncaya dek 

nemli bir ortamda saklanmıĢtır. 
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Boyama ve mikroskopta de erlendirme: Lamların üzerine 60 µL (20 

µg/mL) etidium bromür çözeltisi ilave edilip ve minumum 10 dakika bekletilmiĢtir 

ve daha sonra mikroskop altında okuması yapılmıĢtır. Her lam içerisinde 100 hücre, 

floresan mikroskobuyla değerlendirilmiĢtir. Comet assay IV programı kullanılarak 

hücreler sayılmıĢtır.        
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3. BULGULAR 

YPSK yöntemiyle, seçilmiĢ olan pestisitlerin eĢ zamanlı analizi için ideal 

kromatografik koĢulların belirlenmesinde, ilk olarak sabit fazın özellikleri; 

fonksiyonel grupları, silika türleri ve tanecik çapları değerlendirildi. Öncelikli olarak 

hareketli faz organik düzenleyicisinin seçilmesi, hareketli faz organik çözücü 

türünün ve oranının yaptığı etki, dalga boyu, akıĢ hızı ve sıcaklık etkileri incelendi. 

Bu incelemeler sonucunda Sistem Uygunluk Testi (SUT) parametreleri göz önüne 

alınarak en uygun sabit faz ve deneysel koĢullar seçilmiĢ ve kromatografik analiz 

gerçekleĢmiĢtir.  

3.1. Optimizasyon Çalışmaları 

Ġyi bir ayrım için en uygun sabit fazın belirlenmesi amacıyla 4 farklı sabit faz 

ile denemeler yapılmıĢtır. Bu çalıĢmalarda 1mL/dk akıĢ hızı, 10 µL enjeksiyon 

hacmi, mobil faz olarak metanol: amonyum asetat (77,5/22,5; h/h) karıĢımı ve kolon 

sıcaklığı olarak 25 ºC sabit tutulmuĢtur. ġekil 3.1.‟de görüleceği gibi seçilen tüm 

pestisitlerin eĢ zamanlı analizi için en uygun sabit faz LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 

5µm) bulunmuĢtur. 
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. 

Şekil 3.1. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5µm) (A), THERMO HYPERSIL C18 (250 mm x 4,6 

mm, 5µm) (B), PHENYL112 (250 mm x 4,6 mm, 5µm) (C) ve INERTSIL C8 (150 x 4,6 

mm, 5µm) (D) sabit fazların etkisini gösteren kromatogramlar. 

En uygun sabit fazın belirlenmesinden sonra yöntem hassasiyeti göz önünde 

bulundurularak en yüksek pik alanlarının elde edilmesi için dalga boyu denemeleri 

yapılmıĢtır. 220, 250, 260 280 ve 300 nm‟de pik alanları değerlendirilmiĢtir. ġekil 

3.2.‟de görüleceği gibi mavi renk ile belirtilen 220 nm dalga boyunda hem tüm 

pestisitlere ait kromatogramlar belirgin Ģekilde görülürken hem de en yüksek alan 

değerleri elde edilmiĢtir. 
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Şekil 3.2. Farklı dalga boyu denemelerine ait kromatogramlar. 

Analizler sonucu atık olarak çıkan organik çözücülerin çevreye oldukça zararlı 

etkilerinin yanı sıra maliyet açısından da dezavantajları bulunmaktadır. 

Optimizasyon çalıĢmalarında organik çözücü olarak asetonitril ve metanol sisteme 

verilmiĢtir. ġekil 3.3‟de görüleceği gibi mobil faz bileĢeni olarak asetotniril 

kullanıldığında DĠE ve EPO pestisitleri birbirlerine giriĢim yaptıkları için istenilen 

ölçüde ayrım elde edilememiĢtir. 
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Şekil 3.3. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5µm), kolon sıcaklığı: 25 °C, akıĢ hızı: 1mL/ dk, 10 

μL enjeksiyon hacmi, 220 nm dalga boyu, metanol (A) ve asetonitril (B): 5 mM amonyum 

asetat (pH: 6,3); (77,5/22,5; h/h) ile yapılan çalıĢmalara ait kromatogramlar. 

Organik çözücü olarak metanol kullanıldığı zaman pestisitlere ait sistem 

uygunluk parametreleri sonuçları Çizelge 3.1‟de gösterilmiĢtir. 

Çizelge 3.1. SUT parametrelerine göre organik çözücü etkisi.  

Organik çözücü Pestisitler tr (dk) kי N Rs α 

Metanol 

THR 2,32 0,62 3791 - - 

DĠE 3,24 1,26 4213 5,207 2,023 

EPO 4,39 2,07 4741 5,065 1,638 

TEB 5,60 2,92 5647 4,373 1,409 

HEX 6,57 3,60 5726 3,012 1,233 

Önceden yapılan çalıĢmalarda, amonyum asetat tampon çözeltisi olarak 

kullanılmıĢtır. SK çalıĢmalarında maddelerin iyi Ģekilde iyonlaĢmasını sağlamak 

amacıyla amonyum format, amonyum asetat ve formik asit gibi uçucu özellikleri 
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taĢıyan reaktiflerin kullanılması gerekmektedir. Optimum Ģartların belirlenmesi için 

tampon çözeltilerinin analiz sonucuna etkilerini araĢtırmak amacıyla bütün deneysel 

parametreler sabitlenerek amonyum format tampon çözeltisi kullanılarak da analizler 

yapılmıĢtır (ġekil 3.4.). Sistem uygunluk parametreleri değerlendirildiğinde (Çizelge 

3.2.) her iki tampon çözeltide yakın sonuçlar sunsa da kimyasal özellikleri 

düĢünüldüğünde amonyum asetat tampon çözeltisi ile çalıĢmalara devam edilmiĢtir. 

 

 
Şekil 3.4. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5µm), kolon sıcaklığı: 25 °C, akıĢ hızı: 1mL/ dk, 10 

μL enjeksiyon hacmi, 220 nm dalga boyu, metanol: 5mM amonyum asetat (A), 5mM 

amonyum format (B) (pH: 6,3); (77,5/22,5; h/h) ile yapılmıĢ çalıĢmaların sonucunda 

kaydedilen kromatogramlar. 
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Çizelge 3.2. SUT parametrelerine göre tampon çözeltilerinin türlerinin kıyaslanması. 

Tampon çözelti Pestisitler tr (dk) kי N Rs α 

Amonyum asetat 

THR 2,32 0,62 3791 - - 

DĠE 3,24 1,26 4213 5,207 2,023 

EPO 4,39 2,07 4741 5,065 1,638 

TEB 5,60 2,92 5647 4,373 1,409 

HEX 6,57 3,60 5726 3,012 1,233 

Amonyum format 

THR 2,33 0,59 3690 - - 

DĠE 3,26 1,23 4172 5,232 2,072 

EPO 4,42 2,02 4695 5,035 1,644 

TEB 5,65 2,87 5733 4,425 1,416 

HEX 6,60 3,52 6305 3,007 1,226 

Tampon çözeltisinin belirlenmesinin ardından pestisitlerin analizleriyle ilgili 

olarak tampon çözeltisinin molaritesinin etkisi olup olmadığını araĢtırmak amacıyla, 

kolon, akıĢ hızı, kolon sıcaklığı ve mobil faz bileĢimi parametreleri sabitlenmiĢ ve 

amonyum asetat tampon çözeltisi deriĢimi artan miktarlarda (5-40 mM) kullanılarak 

çalıĢılmıĢtır. Sistem uygunluk parametreleri incelendiğinde (Çizelge 3.3.) yüksek 

deriĢimlerde tuzların çökmesi ve kolona zarar vermesi ihtimalleri göz önüne alınarak 

amonyum asetat tampon çözeltisinin molaritesi 5 mM olarak seçilmiĢtir. 

 
 
Şekil 3.5. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5µm), kolon sıcaklığı: 25 °C, akıĢ hızı: 1mL/dk, 10 μL 

enjeksiyon hacmi, 220 nm dalga boyu, metanol: 5 mM (A), 10 mM (B), 20 mM (C), ve 40 

mM (D) amonyum asetat (pH: 6.3); (77.5/22.5; h/h) ile yapılmıĢ çalıĢmaların sonucunda 

kaydedilen kromatogramlar. 
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Çizelge 3.3. SUT parametrelerine göre tampon çözelti molaritesinin kıyaslanması.  

Molarite Pestisitler tr (dk) kי N Rs α 

5 mM 

THR 2,32 0,62 3791 - - 

DĠE 3,24 1,26 4213 5,207 2,023 

EPO 4,39 2,07 4741 5,065 1,638 

TEB 5,60 2,92 5647 4,373 1,409 

HEX 6,57 3,60 5726 3,012 1,233 

10 mM 

THR 2,34 0,53 3812 - - 

DĠE 3,27 1,14 4316 5,262 2,136 

EPO 4,41 1,88 4791 5,029 1,657 

TEB 5,62 2,68 5964 4,435 1,421 

HEX 6,54 3,27 6938 3,017 1,223 

20 mM 

THR 2,32 0,58 3791 - - 

DĠE 3,23 1,20 4175 5,178 2,067 

EPO 4,36 1,97 4666 4,943 1,639 

TEB 5,57 2,79 5678 4,371 1,417 

HEX 6,49 3,42 6547 3,002 1,226 

40 mM 

THR 2,32 0,59 3771 - - 

DĠE 3,24 1,22 4327 5,232 2,055 

EPO 4,37 1,99 4709 5,001 1,636 

TEB 5,56 2,81 5694 4,330 1,409 

HEX 6,48 3,44 6314 2,981 1,226 

SK tekniğinde, SUT parametrelerine göre iyi ayrım için su yüzdesi ve organik 

çözücü çok önemli birer parametrelerdir. Ġdeal metanol oranını bulabilmek amacıyla 

hareketli fazın organik çözücü yüzdesi %75, %77,5, %80, %85, %90 ve %95 olacak 

Ģekilde çalıĢılmıĢtır. Yapılan çalıĢmalarda LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5µm) 

kolonunda, 25 °C kolon sıcaklığı, 1 mL/dk akıĢ hızıyla, 10 μL enjeksiyon hacmiyle, 

220 nm dalga boyunda, 5 mM amonyum asetat çözeltisi kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 3.6.). SUT parametreleri (Çizelge 3.4.) ve ilerleyen 

çalıĢmalarda farklı matrikslerden gelebilecek safsızlıklar göz önüne alındığından 

hareketli faz içeriğinde %77,5 metanol oranı optimum olarak seçilmiĢtir. 
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Şekil 3.6. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5µm), kolon sıcaklığı: 25 °C, akıĢ hızı: 1mL/dk, 10 μL 

enjeksiyon hacmi, 220 nm dalga boyu, metanol (75/25; h/h) (A), (77,5/22,5; h/h) (B), (80/20; 

h/h) (C), (85/15; h/h) (D), (90/10; h/h) (E) ve (95/5; h/h) (F): 5 mM amonyum asetat (pH: 

6.3) ile yapılmıĢ çalıĢmaların sonucunda kaydedilen kromatogramlar. 
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Çizelge 3.4. SUT parametrelerine göre hareketli faz bileĢimlerinin kıyaslanması. 

Metanol: 

Amonyum asetat 

(h:h) 

Pestisitler tr (dk) kי N Rs α 

75:25 

THR 2,46 0,71 3905 - - 

DĠE 3,67 1,55 4359 6,374 2,19 

EPO 5,26 2,65 4967 6,084 1,711 

TEB 6,90 3,79 5917 4,991 1,43 

HEX 8,15 4,66 6752 3,296 1,228 

77,5:22,5 

THR 2,32 0,62 3791 - - 

DĠE 3,24 1,26 4213 5,207 2,023 

EPO 4,39 2,07 4741 5,065 1,638 

TEB 5,60 2,92 5647 4,373 1,409 

HEX 6,57 3,60 5726 3,012 1,233 

80:20 

THR 2,22 0,56 3678 - - 

DĠE 2,93 1,05 4087 4,257 1,884 

EPO 3,77 1,64 4530 4,111 1,559 

TEB 4,68 2,27 5397 3,797 1,389 

HEX 5,40 2,78 6231 2,74 1,223 

85:15 

THR 2,06 0,48 3467 - - 

DĠE 2,46 0,77 4022 2,697 1596 

EPO 2,89 1,08 4388 2,635 1,408 

TEB 3,39 1,44 5191 2,743 1,332 

HEX 3,81 1,74 5852 2,159 1,209 

90:10 

THR 1,95 0,40 3628 - - 

DĠE 2,16 0,56 4415 1,628 1,376 

EPO 2,39 0,72 4454 1,622 1,286 

TEB 2,67 0,92 5240 1,917 1,279 

HEX 2,91 1,09 5777 1,603 1,188 

95:5 

THR 1,87 0,33 6215 - - 

DĠE 1,97 0,41 4595 0,997 1,226 

EPO 2,08 0,48 4043 0,862 1,186 

TEB 2,24 0,60 6418 1,307 1,233 

HEX 2,38 0,70 6746 1,24 1,168 

Kolon, organik çözücü, tampon çözelti ve yüzdeleri belirlendikten sonra 

tampon çözeltisinin pH‟ının analiz üzerinde yaptığı etkiyi görmek için tampon 

çözeltisinin pH‟ı 2,5, 4,0, 6,3 ve 8,0‟e ayarlanmıĢ ve incelenmiĢtir (ġekil 3.7.). 

Analiz sonuçları değerlendirildiğinde (Çizelge 3.5.), asidik koĢulların pestisitlerin 
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alıkonması uygun olmadığı görülmüĢtür. Bazik koĢullar ise kolonun ömrünü 

kısalttığı için tampon çözeltinin pH‟sı 6,3 olarak belirlenmiĢtir.  

 
 
Şekil 3.7. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5µm), kolon sıcaklığı: 25 °C, akıĢ hızı: 1mL/dk, 10 μL 

enjeksiyon hacmi, 220 nm dalga boyu, metanol: 5 mM amonyum asetat (77,5/22,5; h/h), pH: 

2,0 (A), pH: 4,0 (B), pH: 6,3 (C) ve pH: 8,0 (D) ile yapılmıĢ çalıĢmaların sonucunda 

kaydedilen kromatogramlar. 
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Çizelge 3.5. SUT parametrelerine göre tampon çözelti pH‟sının kıyaslanması. 

pH Pestisitler tr (dk) kי N Rs α 

6,3 

THR 2,32 0,62 3791 - - 

DĠE 3,24 1,26 4213 5,207 2,023 

EPO 4,39 2,07 4741 5,065 1,638 

TEB 5,60 2,92 5647 4,373 1,409 

HEX 6,57 3,60 5726 3,012 1,233 

8 

THR 2,33 0,52 3887 - - 

DĠE 3,21 1,10 4496 5,147 2,097 

EPO 4,31 1,82 4576 4,924 1,655 

TEB 5,51 2,60 6064 4,463 1,432 

HEX 6,42 3,20 6719 3,043 1,228 

 

Sabit faz ve hareketli faz seçim optimizasyonlarının ardında kolonun basınç 

değeri dikkate alınarak akıĢ hızı denemeleri yapılmıĢtır. Bu amaçla, akıĢ hızı 0,6-1,2 

mL/dk (ġekil 3.8.) arasında değiĢtirilerek SUT parametreleri hesaplanmıĢtır (Çizelge 

3.6.). Farklı matrikslerden gelebilecek safsızlıklar ve 1,0 mL/dk akıĢ hızından yüksek 

akıĢ hızlarında artan basınç kolonun kullanım ömrünü kısaltacağı için 1,0 mL/dk akıĢ 

hızı optimum olarak seçilmiĢtir.  
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Şekil 3.8. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5µm), kolon sıcaklığı: 25 °C, 0,6 mL/ dk (A), 0,8 mL/ 

dk (B), 1 mL/ dk (C), 1,1 mL/ dk (D) ve 1,2 mL/ dk (E), 10 μL enjeksiyon hacmi, 220 nm 

dalga boyu, metanol: 5 mM amonyum asetat (77,5/22,5; h/h) (pH: 6,3) ile yapılmıĢ 

çalıĢmaların sonucunda kaydedilen kromatogramlar. 
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Çizelge 3.6. SUT parametrelerine göre akıĢ hızının kıyaslanması. 

Akış Hızı Pestisitler tr (dk) kי N Rs α 

0,6 mL/dk 

THR 3,88 0,64 4752 - - 

DĠE 5,34 1,25 4998 5,517 1,963 

EPO 7,12 2,01 5471 5,182 1,6 

TEB 9,03 2,81 6548 4,568 1,4 

HEX 10,52 3,44 7468 3,203 1,224 

0,8 mL/dk 

THR 2,89 0,63 4286 - - 

DĠE 3,97 1,24 4573 5,229 1,959 

EPO 5,30 1,99 5156 4,995 1,602 

TEB 6,70 2,78 6129 4,388 1,397 

HEX 7,80 3,41 7105 3,089 1,223 

1 mL/dk 

THR 2,32 0,62 3791 - - 

DĠE 3,24 1,26 4213 5,207 2,023 

EPO 4,39 2,07 4741 5,065 1,638 

TEB 5,60 2,92 5647 4,373 1,409 

HEX 6,57 3,60 5726 3,012 1,233 

1,1 mL/dk 

THR 2,11 0,65 3440 - - 

DĠE 2,91 1,27 3867 4,814 1,962 

EPO 3,90 2,04 4454 4,7 1,608 

TEB 4,94 2,86 5181 4,118 1,4 

HEX 5,77 3,50 6130 2,882 1,224 

1,2 mL/dk 

THR 1,93 0,63 3171 - - 

DĠE 2,65 1,25 3694 4,656 1,973 

EPO 3,55 2,01 4230 4,552 1,608 

TEB 4,49 2,81 4865 3,98 1,4 

HEX 5,24 3,44 5809 2,776 1,223 

 

Optimizasyon çalıĢmalarının son aĢamasında optimum kolon sıcaklığın 

belirlenmesi için kolon sıcaklığı 25 °C, 35 °C ve 45 °C aralığında değiĢtirilmiĢtir 

(ġekil 3.9.). Farklı sıcaklıklardaki analiz sonuçları karĢılaĢtırıldığında (Çizelge 3.7.) 

sıcaklık arttıkça 5 pestisit için toplam analiz süresi sadece 1 dakika kadar kısalmıĢtır. 

Ayrım gücü, seçicilik ve kolon etkinlikleri arasında fark olmadığı için daha fazla 

enerji harcamamak için kolon sıcaklığı 25 °C olarak seçilmiĢtir.  
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Şekil 3.9. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5µm), 25 °C (A), 35 °C (B), 45 °C (C) kolon sıcaklığı, 

1 mL/ dk, 10 μL enjeksiyon hacmi, 220 nm dalga boyu, metanol: 5 mM amonyum asetat 

(77,5/22,5; h/h) (pH: 6,3) ile yapılmıĢ çalıĢmaların sonucunda kaydedilen kromatogramlar. 

 

Çizelge 3.7. SUT parametrelerine göre kolon sıcaklığının kıyaslanması. 

Kolon sıcaklı ı  Pestisitler tr (dk) kי N Rs α 

25 °C 

THR 2,32 0,62 3791 - - 

DĠE 3,24 1,26 4213 5,207 2,023 

EPO 4,39 2,07 4741 5,065 1,638 

TEB 5,60 2,92 5647 4,373 1,409 

HEX 6,57 3,60 5726 3,012 1,233 

35 °C 

THR 2,25 0,58 3525 - - 

DĠE 3,09 1,16 4030 4,81 2,013 

EPO 4,08 1,85 4503 4,509 1,595 

TEB 5,11 2,57 5538 3,994 1,391 

HEX 5,90 3,12 6580 2,774 1,213 

45 °C 

THR 2,18 0,54 3611 - - 

DĠE 2,93 1,08 4061 4,573 1,982 

EPO 3,75 1,66 4395 4,015 1,543 

TEB 4,61 2,27 5387 3,585 1,365 

HEX 5,25 2,73 6067 2,458 1,2 
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Çizelge 3.8. Pestisitlerin eĢ zamanlı analizi için optimize edilmiĢ kromatografik Ģartlar. 

Parametreler Optimize Edilen Koşullar 

Kolon tipi LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5µm) 

Hareketli faz bileĢimi Metanol: Tampon- 5 mM Amonyum asetat (77,5/22,5; h/h) 

pH 6,3 

Sıcaklık (oC) 25 

AkıĢ hızı (mL/dk) 1,0 

Enjeksiyon hacmi (
0 20 40 60 80 100

0

1000

2000

3000

4000

5000

 THR

 DİE

 EPO

 TEB

 HEX

P
i
k

 
a
l
a
n

ı

Konsantrasyon (g/mL)

A

L) 10 

Dalga boyu (nm) 220 

 

GeliĢtirilen YPSK yönteminde optimize edilmiĢ koĢullar altında hesaplanan 

SUT parametreleri Çizelge 3.9.‟de gösterilmiĢtir. Teorik tabaka sayısı, ayrım gücü, 

seçicilik faktörü, alıkonma zamanları ve kapasite faktörü parametrelerine 

bakıldığında geliĢtirilen yöntemin uygun olduğu görülmüĢtür. 

 

Çizelge 3.9. Pestisitlere ait sistem uygunluk testi parametreleri. 

Pestisitler tr (dk) kי N Rs α 

THR 2,32 0,62 3791 - - 

DĠE 3,24 1,26 4213 5,207 2,023 

EPO 4,39 2,07 4741 5,065 1,638 

TEB 5,60 2,92 5647 4,373 1,409 

HEX 6,57 3,60 5726 3,012 1,233 

3.2. Kalibrasyon ve Validasyon Çalışmaları 

Tez çalıĢmalarının bu aĢamasında her bir pestisit artan deriĢimlerde 

hazırlanarak (ġekil 3.10.) ve 5 tekrarlı olacak Ģekilde optimum koĢullarda 

çalıĢılmıĢtır. DeriĢime karĢılık tekrar edilen sonuçlardan çıkan pik alanlarının 

ortalaması grafiğe geçirilip tüm maddeler için çözücü, elma suyu, toprak, içme suyu, 

kuyu suyu, atık su, serum ve idrar numunelerinde kalibrasyon eğrileri oluĢturulmuĢ 
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(ġekil 3.11.) ve her matriks için validasyon parametreleri hesaplanarak Çizelge 3.10., 

3.11. ve 3.12.‟ de sunulmuĢtur.  

 

 
Şekil 3.10. Optimum koĢullarda kalibrasyon kromatogramları; A) çözücü, B) elma suyu, C) 

toprak, D) içme Suyu, E) kuyu suyu, F) atık su, G) serum, H) idrar numuneleri. 
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Şekil 3.11. Optimum koĢullarda kalibrasyon eğrileri; A) çözücü, B) elma suyu, C) toprak, D) 

içme Suyu, E) kuyu suyu, F) atık su, G) serum, H) idrar numuneleri. 
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Şekil 3.11. Devam Optimum koĢullarda kalibrasyon eğrileri; A) çözücü, B) elma suyu, C) 

toprak, D) içme Suyu, E) kuyu suyu, F) atık su, G) serum, H) idrar numuneleri. 
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Şekil 3.11. Devam Optimum koĢullarda kalibrasyon eğrileri; A) çözücü, B) elma suyu, C) 

toprak, D) içme Suyu, E) kuyu suyu, F) atık su, G) serum, H) idrar numuneleri. 
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Çizelge 3.10. Kalibrasyon hesapları sonucunda bulunan çözücü, elma suyu ve toprak örneklerinde validasyon parametreleri. 

Validasyon Parametresi 

Çözücü Elma suyu Toprak 

THR DİE EPO TEB HEX THR DİE EPO TEB HEX THR DİE EPO TEB HEX 

Do rusal aralık (µg/mL) 0,5-100 0,5-100 0,5-100 

E im 47,98 27,39 25,13 18,30 19,27 49,57 28,85 26,70 21,42 18,05 42,50 27,22 25,08 14,73 19,53 

Kesişim -11,54 2,20 3,89 1,43 7,24 -20,58 -7,50 -8,80 -9,40 -2,19 -2,40 -4,66 -0,46 1,55 1,66 

Korelasyon katsayısı 0,997 0,999 0,997 0,995 0,998 0,999 0,995 0,995 0,998 0,998 0,999 0,997 0,995 0,994 0,997 

Teşhis sınırı                      

(µg/mL) 
0,04 0,07 0,08 0,07 0,09 0,02 0,06 0,08 0,06 0,11 0,05 0,08 0,09 0,16 0,09 

Tayin alt sınırı                  

(µg/mL) 
0,10 0,20 0,24 0,20 0,26 0,07 0,17 0,24 0,18 0,33 0,16 0,25 0,28 0,47 0,28 

Gün içi tekrar edilebilirlilik          

(% BSS) * 
0,21 0,47 0,98 1,11 1,15 0,22 0,54 0,87 0,99 1,27 0,22 0,50 0,86 1,27 1,38 

Günler arası tekrar edilebilirlilik 

(% BSS) * 
0,40 0,68 1,12 1,20 1,35 0,43 0,73 0,99 1,13 1,67 0,38 0,76 0,98 1,59 1,68 

*5 tekrarlı analiz sonuçlarıdır. 
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Çizelge 3.11. Kalibrasyon hesapları sonucunda bulunan içme suyu, kuyu suyu ve atık su örneklerinde validasyon parametreleri. 

Validasyon Parametresi 

İçme suyu Kuyu suyu Atık su 

THR DİE EPO TEB HEX THR DİE EPO TEB HEX THR DİE EPO TEB HEX 

Do rusal aralık (µg/mL) 0,5-100 0,5-100 0,5-100 

E im 49,29 23,00 26,04 19,48 18,73 43,86 25,70 27,75 19,74 18,18 44,84 23,30 26,93 21,40 19,70 

Kesişim -13,62 -0,50 -5,29 -2,14 -4,25 -30,59 2,43 -9,57 -1,65 20,42 25,45 13,32 9,26 2,97 40,15 

Korelasyon katsayısı 0,998 0,994 0,996 0,996 0,996 0,992 0,999 0,998 0,997 0,996 0,994 0,994 0,996 0,995 0,993 

Teşhis sınırı                            

(µg/mL) 
0,04 0,10 0,07 0,08 0,11 0,03 0,08 0,08 0,12 0,13 0,03 0,11 0,08 0,10 0,11 

Tayin alt sınırı                

(µg/mL) 
0,11 0,30 0,20 0,25 0,34 0,10 0,25 0,26 0,35 0,40 0,10 0,33 0,25 0,29 0,32 

Gün içi tekrar edilebilirlik          

(% BSS) * 
0,19 1,06 0,94 1,17 1,37 0,21 0,96 0,89 1,29 1,43 0,27 1,19 0,99 1,07 1,11 

Günler arası tekrar 

edilebilirlik (% BSS) * 
0,25 1,57 1,28 1,43 1,67 0,28 1,36 1,13 1,52 1,73 0,33 1,63 1,28 1,50 1,46 

*5 tekrarlı analiz sonuçlarıdır. 
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Çizelge 3.12. Kalibrasyon hesapları sonucunda bulunan insan serumu ve insan idrarı örneklerinde validasyon parametreleri. 

Validasyon Parametresi 

Serum İdrar 

THR DİE EPO TEB HEX THR DİE EPO TEB HEX 

Do rusal aralık (µg/mL) 0,5-100 0,5-100 

E im 43,48 27,03 23,04 20,81 18,66 46,71 29,68 27,69 19,55 16,97 

Kesişim -0,64 17,24 14,61 -1,43 -2,35 -13,86 -4,35 -0,50 1,31 7,24 

Korelasyon katsayısı 0,998 0,997 0,993 0,998 0,994 0,998 0,997 0,999 0,999 0,994 

Teşhis sınırı (µg/mL) 0,03 0,07 0,12 0,12 0,08 0,01 0,08 0,07 0,12 0,12 

Tayin alt sınırı (µg/mL) 0,07 0,21 0,36 0,35 0,24 0,04 0,25 0,22 0,36 0,37 

Gün içi tekrar edilebilirlik (% BSS) * 0,33 0,99 1,28 1,68 1,99 0,34 0,91 1,27 1,73 1,99 

Günler arası tekrar edilebilirlik (% BSS) * 0,43 1,24 1,97 1,99 2,15 0,53 1,37 1,43 2,18 2,38 

*5 tekrarlı analiz sonuçlarıdır. 
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Yöntem optimizasyon ve validasyon çalıĢmaları yaptıktan sonra yöntemin 

doğruluğunu ve biyolojik matriks, su, toprak, elma ve ticari satılan tarım ilacı 

örneklerindeki katkı maddelerinin ya da farklı maddelerin, pestisitlerin analizlerinde 

giriĢim etkilerini tespit etmek amacıyla geri kazanım yöntemleri çalıĢılmıĢtır. 

Yapılan çalıĢmalarda, THR ve TEB içeren ticari satılan tarım ilacı numuneleri, elma 

suyu, toprak, içme suyu, kuyu suyu, atık su, serum ve idrar numuneleri ile geri 

kazanım çalıĢmaları kör matriks ortamına analizi yapılacak maddelerin ilave edilmesi 

ile yapılmıĢtır (ġekil 3.12.). Geri kazanım çalıĢmalarının sonucunda standart 

maddelerin kalibrasyon denkleminde yerlerine yerleĢtirmek suretiyle % geri kazanım 

cinsinden hesaplamalar yapılmıĢtır (Çizelge 3.13-3.20.). 

 

 

 

 

Şekil 3.12. Optimize edilen koĢullarda THR içeren zirai ilaç (A), TEB içeren zirai ilaç 

(B), elma suyu (C), toprak (D), içme suyu (E), kuyu suyu (F), atık su (G) serum (H) 

ve idrar (I) numuneleri ile yapılan geri kazanım çalıĢmalarının sonucunda kaydedilen 

kromatogramlar. 
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Çizelge 3.13. Ticari satılan tarım ilacı için geri kazanım çalıĢmalarının sonuçları. 

Parametre THR TEB 

Bilinen miktar (µg/mL) 20 20 

Bulunan miktar (µg/mL) 18,23 19,92 

BSS (%) * 0,48 2,51 

Bağıl hata (BH) (%) 8,82 0,39 

Ġlave edilen miktar (µg/mL) 5 10 20 30 5 10 20 30 

Bulunan miktar (µg/mL) 5,25 9,54 19,09 29,77 4,76 9,87 18,71 29,17 

Geri kazanım (%) 104,55 95,45 95,44 99,22 95,26 98,70 95,25 97,25 

Geri kazanıma ait BSS (%) * 1,09 1,06 0,69 0,64 0,96 1,27 1,01 0,18 

Geri kazanıma ait BH (%) -5,15 4,55 4,56 0,78 4,74 1,30 6,41 2,75 

*5 tekrarlı analiz sonuçlarıdır. 
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Çizelge 3.14. Elma suyuyla yapılan geri kazanım çalıĢmalarının sonuçları. 

Parametre 

Elma suyu 

THR DĠE EPO TEB HEX 

Bilinen miktar (µg/mL) 20 20 20 20 20 

Bulunan miktar (µg/mL) 21,67 21,94 21,67 21,55 21,64 

BSS (%) * 0,79 1,22 0,64 2,04 0,91 

BH (%) -8,35 -9,70 -8,35 -7,75 -8,2 

Ġlave edilen miktar (µg/mL) 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 

Bulunan miktar (µg/mL) 5,33 10,77 19,5 29,4 5,20 9,97 21,28 29,7 5,18 10,42 21,18 29,9 5,09 10,25 20,89 29,7 4,91 10,20 20,86 31,02 

Geri kazanım (%) 104,5 104,7 97,7 98,3 104,0 99,7 104,7 99,0 103,6 104,2 104,88 99,80 101,90 102,52 104,46 99,10 98,21 102,0 104,3 103,3 

Geri kazanıma ait BSS (%) * 0,24 0,41 0,14 1,17 0,43 0,17 0,40 1,40 0,22 0,19 0,15 1,53 0,69 0,26 0,22 0,51 0,67 0,37 0,33 0,59 

Geri kazanıma ait BH (%) -6,51 -7,75 2,30 1,70 -4,07 0,30 -6,41 0,96 -3,69 -4,27 -5,91 0,20 -1,90 -2,52 -4,46 0,90 1,79 -2,05 -4,30 -3,39 

*5 tekrarlı analiz sonuçlarıdır. 
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Çizelge 3.15. Toprak ile yapılan geri kazanım çalıĢmalarının sonuçları. 

Parametre 

Toprak 

THR DĠE EPO TEB HEX 

Bilinen miktar (µg/mL) 20 20 20 20 20 

Bulunan miktar (µg/mL) 20,94 20,52 21,80 19,77 20,69 

BSS (%) * 1,09 1,37 0,66 0,94 1,36 

BH (%) -4,7 -2,6 -9,0 1,15 -3,45 

Ġlave edilen miktar 

 (µg/mL) 
5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 

Bulunan miktar (µg/mL) 5,08 9,97 20,7 31,17 5,23 10,0 20,26 30,6 4,99 10,4 20,9 30,71 5,24 10,3 20,5 31,4 5,03 10,2 20,7 30,4 

Geri kazanım (%) 101,5 99,7 103,5 103,9 104,5 100,2 101,3 102,2 99,7 104,4 104,8 102,36 104,7 103,3 102,5 104,7 100,61 102,4 103,7 101,5 

Geri kazanıma ait BSS (%) * 0,39 0,27 0,45 0,12 0,56 0,30 0,49 0,43 0,82 0,33 0,29 0,22 1,34 0,67 0,91 0,37 1,71 0,81 0,48 0,37 

Geri kazanıma ait BH (%) -1,52 0,27 -3,59 -3,90 -4,52 -0,29 -1,31 -2,20 0,26 -4,44 -4,81 -2,36 -4,76 -3,33 -2,53 -4,79 -0,61 -2,41 -3,72 -1,55 

*5 tekrarlı analiz sonuçlarıdır. 
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Çizelge 3.16. Ġçme suyu ile yapılan geri kazanım çalıĢmalarının sonuçları. 

Parametre 
Ġçme Suyu 

THR DĠE EPO TEB HEX 

Bilinen miktar 

(µg/mL) 
20 20 20 20 20 

Bulunan 

miktar 

 (µg/mL) 

18,50 19,35 19,82 20,86 18,85 

BSS (%) * 0,35 0,55 1,05 0,91 1,18 

BH (%) 7,50 3,25 0,9 -4,3 5,75 

Ġlave edilen 

miktar  

(µg mL-1) 

5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 

Bulunan 

miktar 

 (µg/mL) 

5,29 10,06 19,6 30,67 5,12 10,42 19,1 30,41 5,12 10,3 19,8 29,7 4,95 10,14 20,14 29,4 4,94 10,55 21,57 29,4 

Geri kazanım 

(%) 
104,8 100,6 98,4 102,2 102,3 104,2 95,5 101,3 102,3 102,9 99,3 98,9 99,05 101,42 100,72 98,30 98,76 104,7 104,9 98,1 

Geri kazanıma 

ait BSS (%) * 
1,10 0,53 1,24 0,27 1,78 1,28 1,37 0,58 1,39 0,52 0,46 0,55 1,81 0,24 0,58 0,33 1,76 0,71 0,61 0,62 

Geri kazanıma 

ait BH (%) 
-5,80 -0,64 1,58 -2,25 -2,39 -4,21 4,48 -1,37 -2,36 -2,96 0,64 1,01 0,95 -1,42 -0,72 1,70 1,24 -5,53 -7,85 1,85 

*5 tekrarlı analiz sonuçlarıdır. 
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Çizelge 3.17. Kuyu suyuyla yapılan geri kazanım çalıĢmalarının sonuçları. 

Parametre 

Kuyu Suyu 

THR DĠE EPO TEB HEX 

Bilinen miktar (µg/mL) 20 20 20 20 20 

Bulunan miktar (µg/mL) 21,95 21,71 21,94 21,98 21,37 

BSS (%) * 0,24 0,65 0,38 0,63 2,51 

BH (%) -9,75 -8,55 -9,70 -9,9 -6,85 

Ġlave edilen miktar 

 (µg/mL) 
5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 

Bulunan miktar (µg/mL) 4,98 10,49 19,3 30,69 5,00 10,55 20,62 28,5 5,07 10,72 21,09 30,27 4,91 9,94 20,21 31,63 5,15 10,20 19,3 30,94 

Geri kazanım (%) 99,6 104,9 96,8 102,3 100,08 105,5 103,11 95,2 101,44 104,5 104,7 100,8 98,2 99,4 101,07 104,5 102,95 101,9 96,68 103,1 

Geri kazanıma ait BSS (%) * 0,76 0,89 0,11 0,12 0,75 0,89 1,33 0,40 0,73 0,93 1,79 0,19 0,98 1,08 1,62 0,16 0,82 1,12 0,63 0,71 

Geri kazanıma ait BH (%) 0,34 -4,92 3,19 -2,30 -0,08 -5,52 -3,11 4,74 -1,44 -7,18 -5,43 -0,89 1,71 0,60 -1,07 -5,42 -2,95 -1,98 3,32 -3,14 

*5 tekrarlı analiz sonuçlarıdır. 
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Çizelge 3.18. Atık su ile yapılan geri kazanım çalıĢmalarının sonuçları. 

Parametre 

Atık Su 

THR DĠE EPO TEB HEX 

Bilinen miktar (µg/mL) 20 20 20 20 20 

Bulunan miktar (µg/mL) 19,70 17,98 21,13 18,53 19,17 

BSS (%) * 0,72 1,65 0,88 1,78 6,11 

BH (%) 1,5 10,1 -5,65 7,35 4,15 

Ġlave edilen miktar 

 (µg/mL) 
5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 

Bulunan miktar 

(µg/mL) 
5,13 9,45 18,8 29,8 4,99 10,23 19,9 30,54 4,89 9,64 18,8 30,08 4,84 10,26 20,37 29,3 4,86 10,05 20,31 29,2 

Geri kazanım (%) 102,6 95,7 95,9 99,37 99,8 102,33 99,7 101,79 97,7 96,40 95,5 100,28 96,8 102,63 101,8 97,65 97,13 100,48 101,56 97,37 

Geri kazanıma ait BSS (%) * 1,26 0,99 0,67 0,32 1,85 0,49 0,47 0,31 1,63 0,31 0,41 0,29 0,80 0,61 0,09 0,32 1,93 0,53 0,64 0,81 

Geri kazanıma ait BH (%) -2,67 5,52 5,54 0,63 0,20 -2,33 0,26 -1,79 2,26 3,60 5,82 -0,28 3,12 -2,63 -1,86 2,35 2,87 -0,48 -1,56 2,63 

*5 tekrarlı analiz sonuçlarıdır. 
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Çizelge 3.19. Serum ile yapılan geri kazanım çalıĢmalarının sonuçları. 

Parametre 

Serum 

THR DĠE EPO TEB HEX 

Bilinen miktar 

 (µg/mL) 
20 20 20 20 20 

Bulunan miktar 

 (µg/mL) 
19,29 20,21 21,61 19,26 21,49 

BSS (%) * 0,29 0,92 0,46 1,00 0,99 

BH (%) 3,55 -1,05 -8,05 3,7 -7,45 

Ġlave edilen miktar  

(µg/mL) 
5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 

Bulunan miktar 

(µg/mL) 
4,84 10,31 20,58 31,44 5,19 10,36 19,9 29,2 5,24 9,96 20,61 28,7 4,78 9,73 20,18 28,8 4,96 10,50 20,66 29,0 

Geri kazanım (%) 96,7 103,12 102,9 104,79 103,8 103,60 99,7 97,39 104,8 99,63 103,0 95,69 95,5 97,31 100,9 96,25 99,1 104,97 103,2 96,97 

Geri kazanıma ait BSS 

(%) * 
1,13 0,73 0,11 0,20 0,38 0,89 0,54 0,43 1,45 0,77 0,09 0,45 1,19 1,59 0,68 0,26 0,35 0,87 0,12 0,54 

Geri kazanıma ait BH 

(%) 
3,29 -3,12 -2,90 -4,79 -3,82 -3,60 0,27 2,61 -4,80 0,37 -3,04 4,31 4,44 2,69 -0,91 3,75 0,90 -4,97 -3,28 3,03 

*5 tekrarlı analiz sonuçlarıdır. 
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Çizelge 3.20. Ġdrar ile yapılan geri kazanım çalıĢmalarının sonuçları. 

Parametre 

Ġdrar 

THR DĠE EPO TEB HEX 

Bilinen miktar (µg/mL) 20 20 20 20 20 

Bulunan miktar (µg/mL) 21,78 18,75 20,57 21,28 20,19 

BSS (%) * 0,31 1,64 0,35 0,88 0,90 

BH (%) -8,9 6,25 -2,85 -6,4 -0,95 

Ġlave edilen miktar 

 (µg/mL) 
5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 

Bulunan miktar (µg/mL) 5,06 9,89 21,2 30,99 5,31 9,44 20,1 29,6 4,9 9,43 19,0 29,3 5,14 10,59 19,8 30,28 5,13 10,62 21,7 32,2 

Geri kazanım (%) 101,2 98,92 104,8 103,31 104,5 95,8 100,5 98,71 98,5 95,7 95,0 97,77 102,8 104,5 99,3 100,92 102,5 104,7 104,8 104,1 

Geri kazanıma ait BSS (%) * 0,79 1,49 0,53 0,46 1,79 1,19 0,43 0,21 1,20 0,70 0,62 0,36 1,58 0,67 0,88 0,32 1,52 1,16 0,60 0,69 

Geri kazanıma ait BH (%) -1,26 1,08 -6,29 -3,31 -6,11 5,61 -0,55 1,29 1,45 5,74 4,91 2,23 -2,88 -5,95 0,66 -0,92 -2,54 -6,24 -8,56 -7,44 

*5 tekrarlı analiz sonuçlarıdır. 
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Korelasyon katsayılarının 1‟e yakın olması, % geri kazanımların % 100 e yakın 

olması ve % BSS nin %2 civarında olması yöntemin valide edildiğini göstermiĢtir. 

3.3. Hızlandırılmış Bozundurma Çalışmaları 

Kalibrasyon çalıĢmalarından sonra yöntem seçiciliğinin ortaya çıkması 

amacıyla hızlandırılmıĢ bozundurma deneylerine geçilmiĢtir. Bozundurma deneyleri 

esnasında pestisitler belirli koĢullara tabi tutulmuĢtur. Bu Ģartlar her biri 1, 3, 6 ve 

24 saat olmak üzere; %0,3 ve %3‟ lük H2O2 ile oksidasyonu, 0,1 M ve 1 M NaOH 

ile baz hidrolizi, 0,1 M ve 1 M HCl ile asit hidrolizi, 254 nm UV ıĢık altında 

bekletilmesi ve etüv içerisinde 100 °C‟ de bekletilmesini kapsamaktadır. Sonuçlar 

bozundurulmamıĢ pestisitler ile kıyaslanarak yüzde bozunmaları hesaplanmıĢtır. 

ÇalıĢmaların sonucu olarak olası bozunma ürünleri 1 M NaOH Ģartı altında 

bozulduğu için pestisitlerin analizi mümkün değildir. Ayrıca 0.1 M HCl, 1 M HCl, 

% 3 H2O2 ve 0.1 M NaOH Ģartları altında ise sadece THR bozunmuĢtur, THR 

haricindeki diğer pestisitlerin analizinin mümkün olduğu görülmüĢtür. UV ve etüv 

Ģartları altında ise herhangi bir pestisit bozunmamıĢ ve pestisitlerin analizinin 

mümkün olduğu görülmüĢtür. 
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Şekil 3.13. HızlandırılmıĢ bozundurma çalıĢmalarına ait sonuçlar; 0.1 M HCl (A), 1 M HCl 

(B), 0.1 M NaOH (C), 1 M NaOH (D), % 0.3 H2O2 (E), % 3 H2O2 (F), UV (G), Etüv (H). 
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3.4. Pestisitlerin DNA ile Etkileşimlerinin İncelenmesi  

Bilindiği üzere tüm ülkelerde pestisitlerin kullanımı oldukça yaygın bir hal 

almıĢ durumda ve yanlıĢ pestisit kullanımları sonucunda maalesef ülkemizde ve 

diğer ülkelerde ölüm vakaları ciddi oranda artmıĢtır. YanlıĢ pestisit kullanılması, 

pestisit kullanıldıktan sonra yeterli süre beklemeden hasat yapılması ve bilinçsiz 

pestisit kullanımı sonucunda DNA‟ya ciddi oranda hasar vermekte ve hatta ölümler 

gözükmektedir, bu yüzden pestisit DNA etkileĢimi günümüzde oldukça önemli bir 

yer tutmaktadır. Pestisitler hem yenilen meyve ve sebzenin üzerinde kalıntı Ģeklinde 

kalabileceği gibi hem de toprağa karıĢıp, topraktan da su vasıtasıyla insan vücuduna 

geçebilmektedir. Pestisitlerin analizinden sonra, pestisitlerin komet testi ile DNA‟da 

meydana getirdikleri hasarlar araĢtırılmıĢtır. DNA-pestisit kompleksine ait alıkonma 

zamanı ve pik alanlarının zamana göre herhangi bir değiĢimin olup olmadığını 

belirlemek için fosfat tamponu ortamında her bir pestisitin üzerlerine artan 

deriĢimlerde DNA eklemesi yapılmıĢtır. Ekleme sırasında ve sonrasında 2., 4., 6., 8. 

ve 10. dakikalarda yapılan ölçümlerde pik alanlarında herhangi bir değiĢim 

gözlemlenmemiĢtir. DNA-pestisit kompleksinin oluĢumu için gerekli deriĢim 

aralığının belirlenmesi için toplam hacim sabit bırakılarak pestisitlerin ve DNA‟nın 

birbirlerine göre deriĢimleri değiĢtirilmiĢ ve bütün durumlar için uygun 

kromatografik koĢullar altında 5 tekrarlı olmak üzere sisteme enjekte edilmiĢtir. 

DNA-pestisit etkileĢimlerinin incelenmesi için kromatografik Ģartlar ise aĢağıda 

sunulmuĢtur. Luna C18 (150 x 4,6 mm, 5 µm) kolon, hareketli faz: 50 mM, pH 7 

asetat tamponu (A) ve asetonitril (B) içermekte ve zamana bağlı gradiyent elüsyon:  

0-2 dk: %10 B 

2-3 dk: %20 B 

3-5 dk: %20-%50 B 

5-10 dk: %50-%90 B 

10-15 dk: %90-%10 B 

AkıĢ hızı 1,0 mL/dk, kolon sıcaklığı 25 °C ve enjeksiyon hacmi 20 µL‟dir. 
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Pestisitlerin DNA ile etkileĢim derecesini gösteren bağlanma sabiti (K) değeri, 

Benesi-Hildebrand denklemi kullanılarak hesaplanmıĢtır. 

  

    
  

  

    
  

  

    
  

 

      
 

K=Bağlanma/birleĢme sabiti 

A0=Maddenin pik alanı 

A=DNA-madde kompleksinin pik alanı 

ԐG=Maddenin absorpsiyon katsayısı 

ԐH-G=DNA-madde kompleksinin absorpsiyon katsayısı 

K değerinin hesaplama iĢleminin yapılması için DNA-pestisit kompleksinin 

artan DNA deriĢimine karĢı pik alanları ölçülmüĢtür. 1 / [DNA] değerine karĢı A0/( 

A0 -A) değerleri grafiğe geçirilmiĢtir. Çizilen doğrusal grafiğin y eksenini kestiği 

nokta ԐG/(ԐH-G-ԐG) değerini, eğimi ise [ԐG/(ԐH-G)]/K değerini vermektedir. Bu 

hesaplamalardan elde edilen K değeri pestisitin DNA‟ya bağlanma sabitini 

vermektedir. Bu eĢitlikte DNA deriĢimi molar olarak kullanılmaktadır.  

DNA-DĠE kompleksinin oluĢumunu saptamak amacıyla 30 µg/mL DĠE 

çözeltisi üzerine artan deriĢimlerde (20-60 µg/mL) DNA eklenmesi ile elde edilen 

kromatogramlar ġekil 3.14. „de sunulmuĢtur. Elde edilen kromatogramların 

karĢılaĢtırılması sonucunda, DĠE üzerine DNA eklenmesiyle DĠE‟ye ait pik 

alanlarında herhangi bir değiĢiklik olmamıĢtır. Bu durum DNA ve DĠE arasında 

kompleks oluĢumunun olmadığını göstermektedir.  
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Şekil 3.14. pH 7,4 fosfat tampon çözeltisinde 30 µg/mL DĠE üzerine artan deriĢimlerde 

DNA ilave edilmesiyle oluĢan kromatogramlar. 

DNA-EPO kompleksinin oluĢumunu belirlemek için 30 µg/mL EPO çözeltisi 

üzerine artan deriĢimlerde (10-50 µg/mL) DNA ilave edilmesiyle oluĢan 

kromatogramlar ġekil 3.15. „de sunulmuĢtur. Elde edilen kromatogramların 

karĢılaĢtırılması sonucunda, EPO‟nun alıkonma zamanı DNA ilavesi ile değiĢirken 

artan DNA deriĢimlerinde pik alanı hem azalmıĢ hem de alıkonma zamanı 

değiĢmiĢtir. Bu durum DNA ve EPO arasında kompleks oluĢumunun olduğunu 

göstermektedir.  

 

 

 
Şekil 3.15. pH 7,4 fosfat tampon çözeltisinde 30 µg/mL EPO üzerine artan deriĢimlerde 

DNA ilave edilmesiyle oluĢan kromatogramlar. 
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pH 7,4 fosfat tampon çözeltilerinden elde edilen kromatogramlardan 

yararlanarak, EPO‟nun pik alanındaki değiĢimden 1/[DNA]‟ya karĢı A0/(A-A0) 

değerleri grafiğe geçirildi (ġekil 3.16.) ve sonrasında Benesi-Hildebrand eĢitliği 

kullanılarak EPO‟nun DNA‟ya bağlanma sabiti 5,66x10
4
 olarak hesaplanmıĢtır. 
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Şekil 3.16. pH 7,4 fosfat tampon çözeltisi içerisinde DNA-EPO etkileĢimi için 1/[DNA]‟ya 

karĢı A0/(A-A0) grafiği. 

DNA-HEX kompleksinin oluĢumunu belirlemek için 30 µg/mL HEX çözeltisi 

üzerine artan deriĢimlerde (10-50 µg/mL) DNA ilave edilmesiyle oluĢan 

kromatogramlar ġekil 3.17. „da sunulmuĢtur. Elde edilen kromatogramların 

karĢılaĢtırılması sonucunda, HEX‟in pik alanı artan DNA deriĢimlerinde artmıĢtır. 

Bu durum DNA ve HEX arasında kompleks oluĢumunun olduğunu göstermektedir.  

 

 

Şekil 3.17. pH 7,4 fosfat tampon çözeltisinde 30 µg/mL HEX üzerine artan deriĢimlerde 

DNA ilave edilmesiyle oluĢan kromatogramlar. 
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pH 7,4 fosfat tampon çözeltilerinden elde edilen kromatogramlardan 

yararlanarak, HEX‟in pik alanındaki değiĢimden 1/[DNA]‟ya karĢı A0/(A-A0) 

değerleri grafiğe geçirildi (ġekil 3.18.) ve sonrasında Benesi-Hildebrand eĢitliği 

kullanılarak HEX‟in DNA‟ya bağlanma sabiti 1,50x10
4
 olarak hesaplanmıĢtır. 
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Şekil 3.18. pH 7,4 fosfat tampon çözeltisi içerisinde DNA-HEX etkileĢimi için 1/[DNA]‟ya 

karĢı A0/(A-A0) grafiği. 

DNA-TEB kompleksinin oluĢumunu belirlemek için 20 µg/mL TEB çözeltisi 

üzerine artan deriĢimlerde (2,5-20 µg/mL) DNA eklenmesi ile elde edilen 

kromatogramlar ġekil 3.19. „de sunulmuĢtur. Elde edilen kromatogramların 

karĢılaĢtırılması sonucunda, TEB‟in pik alanı artan DNA deriĢimlerinde artmıĢtır. Bu 

durum DNA ve TEB arasında kompleks oluĢumunun olduğunu göstermektedir.  
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Şekil 3.19. A) pH 7,4 fosfat tampon çözeltisinde 20 µg/mL TEB üzerine artan deriĢimlerde 

DNA ilave edilmesiyle oluĢan kromatogramlar, B) DNA‟ya ait kromatogramların yakından 

görünümü, C) TEB‟e ait kromatogramların yakından görünümü. 

pH 7,4 fosfat tampon çözeltilerinden elde edilen kromatogramlardan 

yararlanarak, TEB‟in pik alanındaki değiĢimden 1/[DNA]‟ya karĢı A0/(A-A0) 

değerleri grafiğe geçirildi (ġekil 3.20.) ve sonrasında Benesi-Hildebrand eĢitliği 

kullanılarak TEB‟in DNA‟ya bağlanma sabiti 5,62x10
4
 olarak hesaplanmıĢtır. 
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Şekil 3.20. pH 7,4 fosfat tampon çözeltisi içerisinde DNA-TEB etkileĢimi için 1/[DNA]‟ya 

karĢı A0/(A-A0) grafiği. 
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DNA-THR kompleksinin oluĢumunu belirlemek için 5 µg/mL THR çözeltisi 

üzerine artan deriĢimlerde (2,5-30 µg/mL) DNA eklenmesi ile elde edilen 

kromatogramlar ġekil 3.21. „de sunulmuĢtur. Elde edilen kromatogramların 

karĢılaĢtırılması sonucunda, THR‟nin pik alanı artan DNA deriĢimlerinde azalmıĢ ve 

alıkonma zamanı değiĢmiĢtir. Bu durum DNA ve THR arasında kompleks 

oluĢumunun olduğunu göstermektedir.  

 

 
Şekil 3.21. A) pH 7,4 fosfat tampon çözeltisinde 5 µg/mL THR üzerine artan deriĢimlerde 

DNA ilave edilmesiyle oluĢan kromatogramlar, B) THR‟ye ait kromatogramların yakından 

görünümü. 

pH 7,4 fosfat tampon çözeltilerinden elde edilen kromatogramlardan 

yararlanarak, THR‟nin pik alanındaki değiĢimden 1/[DNA]‟ya karĢı A0/(A-A0) 

değerleri grafiğe geçirildi (ġekil 3.22.) ve sonrasında Benesi-Hildebrand eĢitliği 

kullanılarak THR‟nin DNA‟ya bağlanma sabiti 1,10x10
6
 olarak hesaplanmıĢtır. 
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Şekil 3.22. pH 7,4 fosfat tampon çözeltisi içerisinde DNA-THR etkileĢimi için 1/[DNA]‟ya 

karĢı A0/(A-A0) grafiği. 

3.5. Pestisitlerin DNA Hasarının İncelenmesi ve Komet Testi Sonuçları 

Tüm örneklere ait dublike çalıĢılan 2 lamdan toplam 100 adet hücre sayılarak 

Ortalama Kuyruk yoğunluğu (Tail Intensity) değerleri standart hata ile Çizelge 

3.21.‟de sunulmuĢtur. 
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Çizelge 3.21. Ortalama kuyruk yoğunluğu değerleri. 

 
Ortalama Kuyruk Yo unlu u ± Standart hata (SEM) 

Çözücü Kontrol (%0,1 DMSO) 4,984319 ± 0,8342 

Kontrol 5,960952 ± 0,6997 

Pozitif kontrol (50 μM H2O2) 37,76435 ± 2,1253* 

 

 

DİE 

5 µg/mL 6,825532 ± 0,9243 

10 µg/mL 7,53588 ± 0,8884 

20 µg/mL 6,666767 ± 0,7889 

30 µg/mL 7,503403 ± 0,9955 

 

 

EPO 

5 µg/mL 7,924911 ± 0,9309 

10 µg/mL 7,931495 ± 1,0932 

20 µg/mL 7,603637 ± 1,1856 

30 µg/mL 10,023 ± 1,1538* 

 

 

HEX 

5 µg/mL 6,889824 ± 1,0467 

10 µg/mL 9,434132 ± 1,2938 

20 µg/mL 12,32297 ± 1,4739* 

30 µg/mL 14,33909 ± 1,6246* 

 

 

TEB 

5 µg/mL 7,758927 ± 0,9668 

10 µg/mL 9,605769 ± 1,3985* 

20 µg/mL 13,37552 ± 1,5770* 

30 µg/mL 20,10524 ± 1,6835* 

 

 

THR 

0.1 µg/mL 5,695415 ± 0,7129 

0.3 µg/mL 7,85767 ± 1,057 

1 µg/mL 9,046317 ± 1,2676 

3 µg/mL 18,62996 ± 1,8849* 

5 µg/mL 40,54712 ± 2,0908* 

* Kontrol ve çözücü kontrol ile karĢılaĢtırıldığında, p<0,05, tek yönlü Anova 

 

Komet testi ile bulunan ortalama kuyruk yoğunluğu değerlerine göre test edilen 

pestisitlerin neden oldukları DNA hasarları ġekil 3.23‟deki grafiklerde sunulmuĢtur. 
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Şekil 3.23. Pestisitlerin neden oldukları DNA hasarlarına ait sonuçlar. 
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Şekil 3.23.Devam Pestisitlerin neden oldukları DNA hasarlarına ait sonuçlar. 
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Şekil 3.23.Devam Pestisitlerin neden oldukları DNA hasarlarına ait sonuçlar. 

 

Komet testinden elde edilecek sonuçlarda DNA‟daki kuyruk yoğunluğunu, 

kontrol ve test kimyasalları gruplarında tek yönlü anova kullanılarak yapılmıĢtır. 

Post-hoc analizler (gruplar arasındaki fark) Fischer LSD (Fisher‟s Least Significant 

Difference test. En az önemli fark testi) testi ile yapıldı. Ġstatiksel anlamlılık sınırı 

p<0,05 olarak alındı. Her bir örnek için dublike çalıĢılarak tüm 100 sayıma ait 

değerler istatistiksel (SPSS Windows Release 20,0 kullanılarak) olarak 

değerlendirilmiĢtir. 

3T3 hücrelerine 5, 10, 20 ve 30 µg/mL deriĢimlerde uygulanan THR, DĠE, 

TEB, HEX ve EPO komet testi ile DNA hasarını indükleyip indüklemedikleri 

araĢtırılmıĢtır. Ġlk çalıĢmamızdan elde edilen sonuçlarda THR test edilen 5 µg/mL 

deriĢimde oldukça fazla DNA hasarına neden olmuĢtur, 10 µg/mL deriĢiminde ghost 

hücreler (DNA‟nın dağılıp tamamen bulut Ģeklinde gözlenmesi) nedeniyle 

mikroskopta software ile sayım yapılamadığı, 20 ve 30 µg/mL deriĢimlerinde ise 

sitotoksik etkili olduğu görüldüğünden; THR için 0,1, 0,3, 1 ve 3 µg/mL‟lik 

çözeltiler hazırlanarak komet testi tekrar edilmiĢtir.  
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Elde edilen verilere bakılarak, THR‟nin 0,1 ve 0,3 µg/mL‟de DNA hasarını 

artırmadığı, 1 µg/mL deriĢimde DNA hasarını artırdığı ama bu artıĢ miktarının 

istatistiksel açıdan anlamlı olmadığı (p>0,.05) bulundu.  3 ve 5 µg/mL‟lik 

deriĢimlerde ise THR DNA hasarını anlamlı (p<0,05) olarak artırmaktadır. Hatta 5 

µg/mL deriĢimde pozitif kontrol olarak kullanılan 50 μM H2O2‟den daha fazla 

kuyruk yoğunluğu olduğu bulundu fakat istatistiksel olarak anlamsızdır (P>0,05). 

DĠE test edilen 5, 10, 20 ve µg/mL deriĢimlerde kuyruk yoğunluğu değerlerini 

artırmamıĢ, kontrolle karĢılaĢtırıldığında DNA hasarını indüklememiĢtir. TEB 10, 20 

ve 30 µg/mL deriĢimlerinde DNA hasarını anlamlı olarak artırmaktadır (p<0,05). 

HEX 20 ve 30 µg/mL deriĢimlerinde DNA hasarını anlamlı olarak artırmaktadır 

(p<0,05). EPO ise test edilen 5, 10, 20 ve 30 µg/mL deriĢimlerinden sadece 30 

µg/mL‟de DNA hasarının kontrole göre anlamlı bir Ģekilde arttırdığı görülmüĢtür 

(p<0,05). 
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4. TARTIŞMA 

Bu çalıĢmada mantarlara karĢı kullanılan pestisitlerden Tiram, Epoksikonazol, 

Hekzakonazol, Tebukonazol ve Dietofenkarb‟ın ters faz sıvı kromatografisi yöntemi 

ile eĢ zamanlı analizleri için gerekli parametreler belirlenmiĢ ve belirlenen 

parametreler kullanılarak eĢ zamanlı analizler yapıldı. Bu analizler sonucunda farklı 

kolon, farklı hareketli faz kompozisyonları, değiĢik molaritelerde tampon çözelti, 

akıĢ hızı ve sıcaklık parametreleri kullanılarak en iyi Ģartlar saptanmıĢtır.  

AlıĢılagelmiĢ kolonlar ile yeni nesil kolonlar kıyas edildiğinde yeni nesil 

kolonlar daha kısa sürede daha keskin pik Ģekilleri verir, hareketli faz pH 

değiĢimlerinden sonra daha hızlı kolon Ģartlanmasını sağlar, çözücü sarfiyatını 

azaltıp çevreye daha duyarlıdırlar ve daha hassas tayinlere olanak sağlarlar. Luna 

C18 kolon, ligandların silika yüzeyine bağlı olduğu bir oktadesil silan olup, büyük 

metilen seçiciliği sunan çok hidrofobik durağan fazlı bir C18 ters faz kolonudur. 

Luna C18 kolon fazının polar olmayan uç kaplaması, silanol etkileĢimlerini 

neredeyse ortadan kaldırır. Böylece, daha istikrarlı bir akıĢ sağlarlar, daha az gürültü, 

daha fazla kararlı alıkonma zamanı ve daha fazla tekrar edilebilen sonuçları ortaya 

çıkarabilmektedirler. Bu sayede ayrım gücünde herhangi bir kayıp olmaksızın 

yüksek hızlı analizler gerçekleĢtirilebilir. 

Yaptığımız çalıĢmalarda, daha önce yapılmıĢ olan çalıĢmalara göre analiz 

süresi oldukça kısalmıĢtır. 5 farklı pestisitin 6,5 dakika gibi kısa bir sürede herhangi 

bir giriĢim etkisi olmadan analiz edilebilmesi, geliĢtirilen yöntemin üstünlüğü olarak 

öne çıkmaktadır. Ayırım gücü bakımından incelendiğinde ise önceden yapılan 

çalıĢmalara göre çok daha iyi bir ayrım yapıldığını görmekteyiz, seçicilik açısından 

bakıldığında ise çok iyi bir seçicilik ile çalıĢmamızı sürdürdüğümüz görülmüĢtür ve 

hatta çözücü sarfiyatını azalttığımızdan dolayı yaptığımız bu çalıĢmamız yeĢil kimya 

alanında da ciddi anlamda öne çıkmaktadır. 
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Elde edilen veriler doğrultusunda, Tiram, Epoksikonazol, Hekzakonazol, 

Tebukonazol ve Dietofenkarb‟ın aynı anda analizi için kesin, duyarlı, hızlı, doğru ve 

kolay analiz yöntemi geliĢtirilmiĢ ve geliĢtirilen yöntem zirai ilaç, insan biyolojik 

örnekleri, elma, toprak ve farklı su numunelerine baĢarıyla uygulanmıĢtır. 

Ġnsan sağlığına doğrudan etkileri bulunan Tiram, Epoksikonazol, 

Hekzakonazol, Tebukonazol ve Dietofenkarb‟ın DNA ile etkileĢimlerinin ilk kez 

kromatografik olarak incelenmesi ve DNA hasarının araĢtırılması da bu tez 

çalıĢmasının literatüre katkısıdır. YanlıĢ pestisit kullanılması, pestisit kullanıldıktan 

sonra yeterli süre beklemeden hasat yapılması ve bilinçsiz pestisit kullanımı 

sonucunda DNA‟ya ciddi oranda hasar vermekte ve hatta ölümler gözükmektedir, bu 

yüzden pestisit DNA etkileĢimi günümüzde oldukça önemli bir yer tutmaktadır. 

Literatür çalıĢmaları incelendiğinde, DNA-madde etkileĢimleri için çoğunlukla 

spektroskopik ve elektrokimyasal yöntemler kullanılsa da geliĢtirilen kromatografik 

yöntemin sunmuĢ olduğu doğal özgüllük ve duyarlılığı, kromatografik yöntemlerin 

bu alanda kullanılabileceğinin bir göstergesidir. 

Bu pestisitlerin DNA ile etkileĢimleri ve DNA hasarları incelendiğinde, 

Dietofenkarb‟ın DNA‟ya afinitesinin en az olduğu, Tiram‟ın ise DNA‟ya en yüksek 

oranda bağlanan ve en fazla zarar veren pestisit olduğu bulunmuĢtur. Epoksikonazol, 

Hekzakonazol ve Tebukonazol ise DNA‟ya 10
4
 mertebesinde bağlanmaktadır. Sonuç 

olarak, çalıĢılan 5 pestisitin kimyasal yapıları da değerlendirildiğinde, kükürt ve azot 

türevi içeren farklı bileĢiklerin de DNA‟ya karĢı afinite ve hasarlarının yüksek 

olabileceği söylenebilmektedir. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Kromatografik yöntemler, eczacılık, gıda, tarım ve klinik çalıĢmalarda 

bileĢiklerin düĢük deriĢimlerde analizlerinin yapılabilir olması, numunelerin kısa 

sürede ve kolay hazırlanabilir olması, analiz süresinin kısa olması, bileĢiklerde 

bulunan katkı maddelerinin analiz sonucunu etkilememesi nedeni ile sıklıkla 

kullanılmaktadır. Ayrıca pahalı ve az miktardaki pestisitlerin analizinde de çok az 

miktarda numunenin yeterli olması kromatografik yöntemlerin önemli bir avantajıdır. 

Tiram, Epoksikonazol, Hekzakonazol, Tebukonazol ve Dietofenkarb pestisitlerinin 

eĢ zamanlı olarak zirai ilaç, çeĢme suyu, atık su, kuyu suyu, elma, insan idrar ve 

ticari olarak satılan serum numunelerinden miktar tayinine yönelik gerçekleĢtirilen 

ilk defa geliĢtirilen bu yöntem ve bu pestisitlerin DNA ile bağlanmasının 

kromatografik yöntemlerle incelenmesi ayrıca DNA hasarlarının açıklanması tez 

çalıĢmalarının literatüre katkısıdır.  

5 farklı pestisitin 6,5 dakika gibi kısa bir sürede herhangi bir giriĢim olmadan 

analiz edilmesi ayrıca DNA-pestisit etkileĢimlerini araĢtırmak için genellikle 

spektroskopik ve elektrokimyasal yöntemler kullanılıyor olsada, hassasiyetleri 

sayesinde kromatografik yöntemlerin de kullanılabileceğini göstermesi açısından 

önemlidir. 
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ÖZET 

Bazı Pestisitlerin Ayırma Yöntemleri ile Analizi, Pestisit-DNA Etkileşimin İncelenmesi 

ve DNA Hasarının Araştırılması 

 

Bu tezin amacı mantarlara karĢı kullanılan pestisitlerden Tiram, Epoksikonazol, 

Hekzakonazol, Tebukonazol ve Dietofenkarb‟ın ters faz sıvı kromatografisi tekniği ile ilk 

kez eĢ zamanlı bir Ģekilde tayin edebilmektir. Bunun için, bir çok sabit faz deneyerek 

maddelerin ayrımları için ideal olan sabit faz bulunmuĢtur. Ayrıca, akıĢ hızı etkileri, farklı 

deriĢimlerde tampon çözeltileri, sıcaklıkların etkileri, çeĢitli hareketli faz kompozisyonları 

gibi çalıĢma koĢulları da optimize edilmiĢtir. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5µm) kolon ve 

metanol: tampon çözelti (5 mM, amonyum asetat), 77,5:22,5 (h/h) hareketli faz 

kompozisyonunu kullanarak ideal kromatografik ayrım yapılmıĢtır. Analizler 220 nm dalga 

boyunda, 1mL/dk akıĢ hızında ve 25 °C sıcaklıkta yapılmıĢtır. Validasyon çalıĢmaları 

neticesinde çalıĢılan tüm pestisitler çözücü, elma suyu, toprak, içme suyu, kuyu suyu, atık su, 

sentetik serum, idrar numunelerinde 0,5-100 µg/mL aralığında (R
2
≥0,990) doğrusallık 

sergilemiĢtir. Her matriksde elde edilen tayin alt sınırları yöntemin hassasiyetini gösterirken, 

gün içi ve günler arası tekrar edilebilirlik çalıĢmaları sonucunda %2‟den daha düĢük bulunan 

bağıl standart sapma değerleri de yöntemin kesinliğini göstermiĢtir. Ayrıca geri kazanım 

çalıĢmaları sonunda %93-107 arasında değiĢen geri kazanım değerleri yöntemin 

doğruluğunu göstermiĢtir. Önerilen hızlı ve duyarlı ters faz sıvı kromatografisi yöntemi 

Tiram, Epoksikonazol, Hekzakonazol, Tebukonazol ve Dietofenkarb‟ın eĢ zamanlı miktar 

tayinleri için oldukça basit numune hazırlama prosedürü ile çevre ve gıda kalite kontrol 

laboratuvarlarında kolaylıkla uygulama imkanı sunmaktadır. 

 

Tezin ikinci bölümünde ise Tiram, Epoksikonazol, Hekzakonazol, Tebukonazol ve 

Dietofenkarb‟ın DNA ile etkileĢimlerinin kromatografik olarak incelenmesi ve DNA hasarı 

araĢtırılmıĢtır. YanlıĢ pestisit kullanılması, pestisit kullanıldıktan sonra yeterli süre 

beklemeden hasat yapılması ve bilinçsiz pestisit kullanımı sonucunda DNA‟ya ciddi oranda 

hasar vermekte ve hatta ölümler gözükmektedir, bu yüzden pestisit DNA etkileĢimi 

günümüzde oldukça önemli bir yer tutmaktadır. Bu amaçla, pestisitlerin deriĢimleri sabit 

tutularak her birine artan deriĢimlerde DNA ilavesi yapılmıĢ ve pestisitlere ait pik alan 

değerleri incelenerek bağlanma katsayıları hesaplanmıĢtır. Dietofenkarb ile DNA arasında 

herhangi bir etkileĢim gözlenmezken, Epoksikonazol, Hekzakonazol ve Tebukonazol için 

bağlanma katsayıları sırasıyla, 5,66x10
4
, 1,50x10

4
 ve 5,62x10

4
 olarak bulunmuĢtur. 

Ġncelenen pestisitlerden Tiram, 1,10x10
6
 bağlanma katsayısı ile DNA‟ya karĢı en yüksek 

afiniteyi sergilemiĢtir. Bu pestisitlerin DNA hasarları incelendiği zaman, Tiram 3 ve 5 

µg/mL‟lik deriĢimlerde DNA hasarını anlamlı olarak artırmaktadır. Dietofenkarb test edilen 

5, 10, 20 ve 

30 µg/mL deriĢimlerde kuyruk yoğunluğu değerlerini artırmamıĢ, kontrolle 

karĢılaĢtırıldığında DNA hasarını indüklememiĢtir. Tebukonazol, 10, 20 ve 30 µg/mL 

deriĢimlerde DNA hasarını anlamlı olarak artırmaktadır. Hekzakonazol, 20 ve 30 µg/mL 

deriĢimlerde DNA hasarını anlamlı olarak artırmaktadır. Son olarak, Epoksikonazol ise, 

sadece 30 µg/mL‟de DNA hasarını kontrole göre anlamlı olarak artırmaktadır. 

 

Anahtar Sözcükler: Dietofenkarb, Epoksikonazol, Hekzakonazol, Pestisit, Tebukonazol, 

Tiram, YPSK. 
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SUMMARY 

Analysis of Some Pesticides by Separation Methods, Investigation of Pesticide-DNA 

Interaction and Investigation of DNA Damage 

 

The aim of this thesis is to determine the pesticides used against fungi such as Tiram, 

Epoxiconazole, Hexaconazole, Tebuconazole and Dietofencarb simultaneously for the first 

time with the reverse phase liquid chromatography technique. For this, by trying many 

stationary phases, the ideal stationary phase for the separation of substances has been found. 

In addition, operating conditions such as flow rate effects, buffer solutions at different 

concentrations, effects of temperatures, various mobile phase compositions are also 

optimized. Ideal chromatographic separation was made using a LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 

5µm) column and methanol: buffer solution (5 mM, ammonium acetate), 77,5:22,5 (v/v) 

mobile phase composition. Analyzes were performed at a wavelength of 220 nm, a flow rate 

of 1 mL/min, and a temperature of 25 °C. As a result of validation studies, all pesticides 

studied showed linearity in the range of 0,5-100 µg/mL (R2≥0,990) in solvent, apple juice, 

soil, drinking water, well water, waste water, synthetic serum, urine samples.  While the 

lower limits of determination obtained in each matrix showed the sensitivity of the method, 

the relative standard deviation values found to be less than 2% as a result of intra-day and 

inter-day repeatability studies also showed the precision of the method. In addition, recovery 

values varying between 93-107% at the end of the recovery studies showed the accuracy of 

the method. The proposed fast and sensitive reversed phase liquid chromatography method 

offers easy application in environmental and food quality control laboratories with a very 

simple sample preparation procedure for the simultaneous determination of Tiram, 

Epoxiconazole, Hexaconazole, Tebuconazole and Dietofencarb. 

 

In the second part of the thesis, chromatographic examination of the interactions of 

Thiram, Epoxiconazole, Hexaconazole, Tebuconazole and Dietofencarb with DNA and 

DNA damage were investigated. The use of wrong pesticides, harvesting without waiting for 

a sufficient time after pesticide use and unconscious pesticide use cause serious damage to 

DNA and even deaths appear, so pesticide-DNA interaction has a very important place 

today. For this purpose, increasing concentrations of DNA were added to each of the 

pesticides by keeping the concentrations constant, and the binding coefficients were 

calculated by examining the peak area values of the pesticides. While no interaction was 

observed between dietofencarb and DNA, the binding coefficients for Epoxiconazole, 

Hexaconazole and Tebuconazole were found to be 5.66x10
4
, 1.50x10

4
 and 5.62x10

4
, 

respectively. Among the pesticides examined, Tiram exhibited the highest affinity for DNA 

with a binding coefficient of 1.10x10
6
. When DNA damage of these pesticides is examined, 

Tiram significantly increases DNA damage at 3 and 5 µg/mL concentrations. Dietofencarb 

did not increase tail density values at the 5, 10, 20 and µg/mL concentrations tested and did 

not induce DNA damage compared to control. Tebuconazole significantly increases DNA 

damage at 10, 20 and 30 µg/mL concentrations. Hexaconazole significantly increases DNA 

damage at 20 and 30 µg/mL concentrations. Finally, Epoxiconazole significantly increases 

DNA damage at only 30 µg/mL compared to control. 

 

Keywords: Dietofencarb, Epoxiconazole, Hexaconazole, HPLC, Pesticides, Tebuconazole, 

Tiram. 
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