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ONSOZ

Tez kapsaminda tarimda mantarlara karsi kullanilan pestisitlerden Tiram,
Epoksikonazol, Hekzakonazol, Tebukonazol ve Dietofenkarb’in komet testi ile
DNA’ya yaptiklart hasarlar aragtirllmistir ve ilk kez es zamanl tayini igin ters faz
stvi kromatografisi yontemi gelistirilmistir. Bu sebeple, ¢esitli sabit fazlar denenerek
maddelerin ayirimlar1 i¢in en iyi sabit faz belirlenmistir. Diger taraftan farkli
hareketli faz kompozisyonlari, farkli derisimlerde tampon c¢ozeltiler, sicaklik, akis

hiz1 etkileri gibi deney sartlar1 da optimize edilmistir.
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USTUNDAG’a ve Ars. Gor. Seda IPEK e tesekkiir ederim.

Calismalarimda bana yardimci olan Uzm. Kim. Miih. Cem Erkmen basta
olmak tizere Analitik Kimya Anabilim Dalinin biitiin hocalarina vermis olduklari

bilgiler i¢in tesekkiir ederim.

Calismalarim sirasinda vermis oldugu desteklerinden dolayr Kim. Ceyda

BILGINAY ’a tesekkiir ederim.

Doktora g¢aligmalarim boyunca bizzat benim ile birlikte Ankara’ya gelen
prenses kizim Bilge Beste BARUT ve aslan oglum Bilgehan Bartu BARUT a ve her
zaman yanimda olan, destegini bir an olsun esirgemeyen, hayat arkadasim, esim Inci

BARUT’a sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

1.1. Pestisitler

Pestisitlerin tarimda kullanilmas: ile elde edilen hasatlarda ciddi oranlarda
artiglar saglanmaktadir. 1930 ve 1940 yillar1 arasinda, tiitlin ve pamuk gibi gida
olarak tiiketilmeyen {iriinlerde diklorodifeniltrikloroetan (DDT) kullanilmistir.
Ilerleyen yillarda diinya ¢apinda herbisit, insektisit ve fungusitlerin kullanilmas: da
artmig.Elde edilen gida hasilatin1 arttirmak igin, II. diinya savasindan sonra pestlere
kars1 kullanilan tarim ilaglarin1 gelistirmek i¢in ciddi anlamda c¢aligmalar artmuistir.
Bu galismalar sonucunda su anki pestisitler ve diger tarim ilaglar1 bulunmustur.
Fakat, ilerleyen yillarda pestisitlerin modern tarimda fazla kullanilmasi bir ¢ok
dezavantaji da beraberinde getirmistir. Bundan dolay1 yeryiiziindeki fauna ve flora
hasara ugramis, yiizeysel ve yer altindaki sularda ve hatta deniz sularinda Kirlenmeler
ortaya cikmistir. Giiniimiizde de modern tarim asamalarinda pestisitlerin yaygin
kullanilmasi bir¢ok sorun ortaya ¢ikarmaktadir. Pestisitlerin neden oldugu en biiyiik
sorunlardan biri; besin yolu ile alinan gidalarda pestisitlerin hangi oranda olmasi
gerektigine dair yeterli bilginin olmamasindan kaynaklanmaktadir. Ciftlikte yasayan
hayvanlar pestisitli bitkilerle beslendiginde, pestisit kalintilar1 hayvanlarin
viicudunda “gut” isimli bakteriye sebep olabilmektedir. Bu hayvanlarin etlerinin
tilkketilmesiyle kimyasal maddeler 6zellikle ¢ocuklarda birikmekte ve hastaliklara
neden olabilmektedir (Wang ve ark., 2021; Cus ve ark., 2021; Campanale ve ark.,
2021 ve Shah ve ark.,2021).

Bitkileri korumak amagli yapilan ilaglamalar sonucunda kullanilan kimyasal
maddelerin g¢evredeki sirkiilasyonu karmasik ve ¢ok yonlii yapidadir. Bahge, tarla
veya ormandaki agaglarin hastalik veya bitkilerde yasayan zararli canlilara karsi
yapilan ilaglamalar sonucunda ilag zerreleri havaya, topraga ve yagmur sulariyla yer
altinda bulunan sulara ve bunlarin neticesinde su ekosistemine karisabilmektedirler.
Bitkilerde var olan pestisit kalintilari, bazen besin yoluyla insan ve hayvanlara

gecebilmekte ve ani zehirlenme vakalarina ve dahasi genetik yapiyr etkileyerek



kanser hastaligina neden olacak kadar tehlike arz edebilmektedir. Her hangi bir
pestisit kullanilmayan kutuplarda yasayan ay1 baliklarinda, penguenlerde ve
eskimolarda’da DDT maddesinin varlig1 saptanmis ve bu durum tarimda kullanilan
ilaglarin diinyadaki sirkiilasyonunun ne kadar tehlikeli oldugunu gostermistir (Sarker
ve ark., 2021; Castilla ve ark., 2021 ve Maggi ve ark., 2021).

Tarimda pestisitlerin kullanimi ile saglik ve ekonomik olarak ciddi anlamda
yarar saglamaktadir. Fakat yanlis kullanilmalari sonucundan ciddi derecede zararh
boyutlar1 ortaya ¢ikmistir. Pestisitlerin intihar amaghi veya yanhis kullanimlari
sonucu, akut ve kronik zehirlenmeler goriilebilmektedir. Evlerde kullanilmalar ile
ortaya cikan kazaen zehirlenmeler, bitmis ambalaj kutularmin rastgele atilmast,
pestisitlerin uygulama talimatina uymama veya tamamen yanlis bir kullanima baglh
olarak olabilmektedir. Ornegin Tiirkiye'de 1979 yilmin agustos ayinda Odemis
ilcesinde Folidol (parathion) sisesi ile zeytinyagi sisesini yan yana koyan yasli bir
kadinin, yanliglikla Folidol ile borek kizartan ve bu bdorekleri yiyen 16 kisi
zehirlenmis ve bu 16 kisiden 6’s1 maalesef 6lmiistiir (Zhang ve ark., 2021; Zhang ve
ark., 2022 ve Sarker ve ark., 2021).

Pestisit kalintis1 iceren gidalarin tiiketilmesi ile kronik veya akut zehirlenmeler
olusabilmektedir. Sebze ve meyvelere pestisit uygulanma igleminden sonra gerekli
yikama islemi yapilmadan ve bekleme siiresine dikkat edilmeden tiiketilen besinler
ile zehirlenme vakalarina rastlanilmaktadir. 1963 yilinda Bursa ilinde Folidol ile
ilaclama yapilmis seftaliyi tiiketen 32 kisi i¢inden 7 kisinin 6lmesi, 1979 yilinda
Odemis ilgesinde Folidol ile ilaglama yapilmis karpuz yiyen 7 kisinin zehirlenmesi
akut zehirlenmelere birer 6rnek olarak verilebilir (Erkmen ve ark., 2020 ve Tajdar ve
ark., 2021).

Pestisitlere maruz kalma sonucu meydana gelen mesleki zehirlenmeler
gelismekte olan iilkelerde ve gelismis tlkelerde rastlanilmaktadir. Fakat gelismis
olan iilkelerde gerekli koruyucu 6nlem ve tedbirlerin alinmasi ile birlikte, is yeri
ortaminda ve buna maruz olan ¢alisanlarda biyolojik ve c¢evresel izlemenin

yapilabilmesiyle zehirlenmeler ciddi oranda azaltilabilmektedir. Pestisitlere mesleki



maruz kalma baslica deri olmak {izere, solunum yoluyla ve daha az oranda ise oral
yol ile oldugu gorilmektedir. Endiistri kazasinda meydana gelen pestisit
zehirlenmeleri, sadece mesleki olarak degil, hatta ¢evrede yasamakta olanlar1 bile
etkileyebilmektedir. Bu duruma 6rnek olarak 1984°te Hindistan’da Union Carbide
isimli firmasma (Sekil 1.1.) ait karbamat grubundan olan bir pestisit iiretimi yapan
fabrikada, metil izosiyanat maddesinin bulundugu tanktan kazayla sizmasinin
sonucunda, ¢cevrede bulunan 2500 bireyin 6lmesine sebep olmustur (Delinska ve ark.,
2021 ve Kamboh ve ark., 2021).

Dinyanin zehirlendigi gtin: Bhopal faciasi

3 Aralik 1984, gece yarisindan hemen sonra 6liim aniden geldi. Hindistanin
Bhopal boélgesindeki Union Carbide fabrikasinin yiiksek bir bacasindan ince
bir beyaz buhar dumani gikmaya basladi.

Sekil 1.1. Hindistan’da Union Carbide firmasinda meydana gelen kazadan haber (Vaihayasi
2016).

Pestisitler; ilacin fiziki haline gore, formiilasyon sekillerine gore, kullanma
teknigine gore, kullanilmigs olduklar1 zararlilara , etkileyis sekline, zararlinin
biyolojik donemine, kontrol ettigi zararlilarin oldugu yer ve konukgu durumuna,
bilesimindeki etken maddenin grubuna gore olmak lizere gesitli sekilde
siiflandirilabilmektedir. Yapisindaki aktif madde grubuna ve kullanildiklari zararli
gruplarina gore yapilan simiflandirmalar en ¢ok kullanilandir (Fu ve ark., 2021;
Abubakar ve ark., 2019 ve Chavoshani ve ark., 2020).



Kullanildiklar1 zararli grubu ve bilesimindeki etkili madde grubuna gore

pestisitler;

e Insektisitler (Bocekleri dldiiren)

e Akarisitler (Akarlar1 6ldiiren)

e Kislik miicadele ilaglar1 ve yazlik yaglar

e Nematisitler, fumigantlar, ve toprak fumigantlar
e Rodentisitler ve mollussisidler

e  Fungisitler (funguslari 6ldiiren)

e Herbisitler (Yabanci otlar1 6ldiiren)

e Bitki koruma alanindakullanilan diger maddeler

olmak {izere § ayr1 sinifta degerlendirilebilirler.

Pestisitler sadece kullanildiklar1 zararlilara gére siniflandirildiginda bu gruplara
afisit (yaprak bitlerini 06ldiiren), fungustatikler (funguslarin faaliyetlerini
durduranlar), bakterisit (bakterileri Oldiiren), repellent (kaciricilar), avenisitler
(kuslar1 6ldiiren veya kagiranlar), algisitler (algleri 6ldiirenler), atraktanlar (gekiciler)

da dahil edilmektedir (Parween ve ark. 2019).

Ayrica, kullanildiklar1 zararli gruplarina veya hedef alinan organizmaya gore
yapilan smiflandirma seklinde, fungisit, insektisit ve herbisitler yer almaktadir.
Herbisit, insektisit ve fungisitler i¢cinde yer alan pestisitler, yapisina gore
siniflandirildiginda amidler, benzoik asitler, karbamatlar, nitriller, nitroanilinler,
organofosforlular, fenoksi asitler, piridinler ve amonyum bilesenleri, piridazinler ve
piridazinonlar, triazinler, iirealar, fenilurealar, sulfonilurealar, benzoilurealar,
organoklorlular,  organofosforlular, pirethroidler, azoller, benzimidazoller,
dithiokarbamatlar, morfolinler ve digerleri gibi gruplara ayrilirlar (Parween ve ark.,
2019 ve Ochoa ve ark., 2018).



Insan ve cevre saghig agisindan Onem tastyan ve farkli fiziko-kimyasal
ozelliklere sahip olan yiizlerce aktif maddeyi igeren pestisitlerin, farkli ortamlarda,
ayni anda analiz edilebiliyor olmas1 gerekliligi, hizli, hassas, giivenilir, saglam ve

maliyeti diisiik analiz metotlarin gelistirilmesi ile miimkiindiir.

1960 - 1970 yillar arasinda gaz kromatografisi (GK) tekniginin gelistirilmesi ve
dolgulu kolonlarin ¢oklu kalint1 analizlerinde kullanilabiliyor olmasi, bu
kromatografi tiirtiniin pestisit analizlerinde kullanilmaya baslanmasinin oniinii
acmistir. Daha sonralarinda ise, yiiksek ayirma giiciine sahip kapiler kolonlar
kullanilarak segici ve hassas dedektorlerin gelistirilmesi, tek seferde analiz edilebilen
aktif madde sayisinin ciddi oranda artigini saglamis ve gelismelerin sonucunda
kapiler GK tekniginin pestisit analizlerinde en ¢ok tercih edilen yontem olmustur
(Novak ve ark., 2010; Fan ve ark., 2015; Giacinti ve ark., 2017 ve Islam ve ark.,
2021).

llerleyen donemlerde GK ile analizi miimkiin olmayan yapida olan; polar,
uguculugu diisiik veya 1siya karsi duyarliligi olan pestisitlerin analizlerinde olan
sikintilar; 1980°li yillarda uygun Ultra Viyole (UV) veya floresans dedektor ile
birlestirilen ters faz sivi  kromatografisinin (TFSK) pestisit analizlerinde
kullanilmasiyla asilmis ve sivi kromatografisi (SK), 6zelliklede polar pestisitlerin
analizinde GK’y1 tamamlayict yontem olarak kullanilmasinin onii  agilmistir.
llerleyen zamanlarda dedektdr ve kolon materyali teknolojisindeki gelismeler SK
analiz alaninin ciddi oranda artmasina imkan vermistir (Masia ve ark., 2014; Gomez

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

Bu tez kapsaminda ilk olarak, fungisit grubu pestisitlerden Tiram (THR),
Epoksikonazol (EPO), Hekzakonazol (HEX), Tebukonazol (TEB) ve Dietofenkarb
(DIE)’nin es zamanli tayinleri icin ilk kez, kisa siirede, dogru, hassas, segici ve
tekrarlanabilir sonuglar sunan yiiksek performansli sivi kromatografi (YPSK)

yontemi gelistirilmistir.



1.2. Deoksiriboniikleik Asit (DNA) Yap1 ve Ozellikleri

Deoksiribo niikleik asit (DNA), tiim organizmalar ve bazi viriislerin canlilik
islevleri ve biyolojik gelismeleri igin gerekli olan genetik talimatlar1 tasiyan
bir niikleik asittir. DNA'nin baslica rolii bilgiyi uzun siire saklamasidir. DNA ilk kez
Isvigreli hekim Friedrich Miescher tarafindan saflastirilmistir, kendisi 1869'da atik
cerrahi pansumanlardaki irin i¢inde mikroskobik bir madde kesfetmistir. Hiicre
¢ekirdeklerinde (niikleus) bulundugu igin ona "niiklein" adini vermistir. 1919'da
Phoebus Levene, niikleotit birimleri olusturan baz, seker ve fosfati
tanimlamigtir. Levene DNA'nin, birbirine fosfat gruplart ile bagli olan niikleotit
birimlerden olusan bir zincir oldugunu 6ne siirmiistiir. Ancak, Levene, bu zincirin
kisa oldugunu ve bazlarin kendini tekrar eden bir siralamaya sahip oldugunu
diistinmistiir. 1937'de William Astbury DNA'nin diizenli bir yapiya sahip oldugunu
gosteren ilk X 1sim1 difraksiyon goriintiilerini elde etti. DNA’y1 meyadan getiren
zincir yapilar birbirlerinden rahatlikla ayrilabilir ve tekrardan birlesebilen gelebilen
bir yapida oldugundan dolayr DNA’nin replikasyonuna ve protein sentezine imkan
saglamaktadir. DNA molekiilinde var olan hidrojen baglart ve hidrofobik
etkilesimler sonucunda niikleotidler arasindaki kovalent baglar ¢oziiliir ve bu olaya
denatiirasyon ismi verilir. Coziilmiis olan hidrojen baglarinin tekrardan olusmast,
niikleotidlerin bir araya gelerek sarmal yapiy1 tekrardan olusmasini saglamaktadir ve
buna renatiirasyon ismi verilir. DNA molekiiliiniin baslica iki gérevi bulunmaktadir.
Hiicre boliinmeye hazirlandig1 esnada DNA molekiiliiniin kendini kopyalamasi ilk
gorevidir ve buna replikasyon ismi verilir. Bu olayda iki sarmal zincirini bir arada
tutmakta olan hidrojen baglar1 tipki fermuar misali agilmaktadir. A¢ik olarak kalan
niikleotidler ise hiicrede daha Oncesinden sentezlenmis niikleotidler ile
tamamlanmaktadir. Sonug¢ olarak ayni iki DNA olusmaktadir. Diger gorevi ise;
kendisinde var olan bilgiyi Ribo Niikleik Asit’e (RNA) aktarim yapmasidir ve bu
olaya transkripsiyon ismi verilir. Bu durum neticesinde RNA’da toplanmis olan bilgi,
ribozomlarda enzim ve protein benzeri maddelerin sentezlenmesine olanak
saglamaktadir ve buna translasyon adi verilmektedir (Margal 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

Kontrolsiiz ve hizli bir sekilde ¢ogalan hiicrelerin sebep oldugu kanser
hastalig1, hiicre igerisinde biiylime kontroliiniin yitirilmesine neden olmaktadir.
Hiicre boliinmesi, dokularin yenilenmesi ve onarimi maksadiyla meydana
gelmektedir. Kanserli hiicrelerin olusmasinin ana nedeni ise, hiicre boliinmesi
esnasinda ortaya c¢ikan yanlis DNA replikasyonlaridir. Bu yanlis DNA
replikasyonuna sebep olan faktorlere predispozan (hazirlayici) faktorler denmektedir.
Kanserin biitiin tiplerinde ana patolojik mekanizmalar1 birbirine benzer olsalar da
ilerleyisleri farkli sekilde olabilmektedir. Hastaligin ilerlemesi ve tedavi edilmesi;
bliyime ve yayilma hizlarina, bagladigi yasa, bulundugu organ veya dokuya,
evrelerine ve tedaviye verdikleri cevaba gore farkliliklar gostermektedir. Kanser
hastaligi; hiicre igi fonksiyon bozukluguna neden olan mutasyonlar, kimyasal
faktorler, radyasyon veya baska kanserojen ajanlara maruziyet neticesinde meydana
¢ikmaktadir. Kanserli hiicreler normal biiylime sinyalleri olmadan da
yasayabilmektedirler ve sinir1 olmaksizin replikasyon potansiyellerine sahiptirler ve
bundan dolay1 kontrolsiiz bir sekilde yayilabilmektedirler (Nishiyama ve ark., 2021
ve Rahnamay ve ark., 2021).

DNA molekiiliiniin kimyasal olarak bazi maddelerle etkilesme girmesi ve bu
etkilesmelerin farkli yontemler kullanilarak tayin edilebilir olmasi, son yillarda
6nemli bir konu olarak ele alinmaktadir. Etkilesmelerinin bir kismi kovalent baglarla,
bir kism1 da kovalent olmayan etkilesmelerle ortaya ¢ikmaktadir. Bu etkilesimlerin
neticesinde DNA-madde kompleks yapisi olusmaktadir. Yan etkileri en az diizeye
indirilen bir maddeyi sentezleyebilmek igin, ve sentezlenen bu maddenin etki
mekanizmasmin aydinlatilmasinin yaninda hiicre 06zelliklerinin de mutlaka iyi
biliniyor olmasi gerekmektedir. Hiicrelerde ortaya ¢ikan degisikliklerin agiklanmasi
ve saptanmasi ise glin gegtikce zor hale gelmektedir. Hiicresel fonksiyon i¢in gerekli
tiim genetik bilgiyi iceren bir molekiil olarak DNA, farkli kosullar altinda, 6zellikle
baz1 molekiiller ile etkilesime girerek zarar gorebilir ve canli organizmalarda cesitli
patolojik degisikliklere yol acabilir. Bu nedenle, pestisitler gibi kiigiik molekiiller ile
DNA etkilesimi, pestisitlerin fizyolojik olarak etkilesim mekanizmasini anlamak i¢in
onlarca yildir yogun olarak arastirilan bir konu olmustur. Kiiciik molekiillerin

DNA'ya baglanmasi, esas olarak, DNA'nin kiigiik olugu boyunca hidrofobik



etkilesimi, dis seker-fosfat omurgasindan kaynaklanan giiclii elektrostatik etkilesimi
ve ana oluktan y1gilmis dogal DNA ciftleri arasindaki interkalatif etkilesimi igeren {i¢

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

Bu kapsamda, pestisitlerin DNA ile etkilesip etkilesmedigi ve bu etkilesimlerin
tiirtiniin belirlenmesine yonelik analitik metotlar ciddi anlamda 6nem kazanmaktadir.
DNA-madde etkilesimlerini ortaya c¢ikarmak icin genelde elektrokimyasal ve
spektroskopik yontemler kullanilmakta, bunun yani sira kromatografik yontemler
dogal ozgiilliigii ve duyarliligi nedeniyle, DNA ve kiiciik molekiiller arasindaki
etkilesimin karakterizasyonu ve tanimlanmasindan 6nemli rol oynamaya baslamistir

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

Tezin ikinci bolimiinde ise insan saghigina dogrudan etkileri bulunan THR,
EPO, HEX, TEB ve DIE’nin DNA ile etkilesimlerinin kromatografik olarak
incelenmesi ve DNA hasar1 arastirilmigtir. Sonug olarak, tez kapsaminda secilen
pestisitlerin DNA ile afinitesi ve etkilesim mekanizmasiin arastirilmasi, bu
pestisitlerin organizmalar iizerindeki biyolojik etkilerinin Ongoriilmesi icin bazi

yararli bilgiler saglayacaktir.

1.3. Pestisitler ile Yapilmis Calismalar

Wang ve arkadaglar1 2015 yilinda yaptiklar1 bir calismada hizli ayrim ve
analitlerin tespiti, gida gilivenligi ve ¢evre bilimi de dahil olmak iizere potansiyel
uygulamalar i¢in bir arastirma yapmuslar. Burada, ¢oklu analitlerin hizli ayrilmas: ve
analizi i¢cin YPSK ve ylizey arttirnlmis Raman spektroskopisi (SERS)
kombinasyonuna dayanan bir deney gergeklestirmisler. Sonug¢ olarak THR igin TS
(teshis simr1) 107 mol/L'e kadar olabildigi bulunmustur. Analiz sonucunda YPSK-
SERS sisteminin modern analitik bilim ve teknolojide iyi bir teknik oldugu kanisina

vartlmistir (Wang ve ark., 2015).



Jiaji ve arkadaglarinin 2017 yilinda yaptig1 ¢calismada, eser diizeydeki THR’1n
belirlenmesi i¢in kagit tabanli bir mikroakigkan yiizey destekli SERS cihazi
kullanilmistir. Sentezlenen nanopartikiiller, kagit bazli mikroakigkanlarin numune
ekleme bolgelerinden birine, digerine ise THR soliisyonu damlatilmistir. Cozeltiler,
kilcal etki ile kendi kanallarindan akti ve reaksiyon ortaminda birbirine karigmistir.
THR’m TS 10 mol/L kadar diisiik oldugu goriilmiis ve (bagil standart sapma) BSS
sonuglarinin tiimii %10'un altinda oldugu goriilmistiir. Karistirilmis ¢ay 6rneklerinde
THR’1n geri kazanim degerleri %95 ila %110 arasinda oldugu bulunmustur. Tiim bu
sonuglar, Onerilen bu yontemin eser diizeyde THR analizi i¢in iyi bir yontem

oldugunu gostermistir (Jiaji ve ark., 2017).

Abid ve arkadaslarinin 2020 yilinda yaptig1 bir calismada siitteki THR ve
disiyandiamidin (DCD) eszamanli ve hizli tespiti i¢in bimetalik ¢ekirdek kabuklu
nanopargcaciklara dayali SERS kullanilmigtir. THR i¢in 0,21 pg/mL TS ve R?0,9896,
DCD i¢in TS 14,88 pg/mL ve R? 0,9956 degerleri bulunmustur. Onerilen yontem 34
dakika icinde sonuglara ulasabilir ve bu ¢evre dostu yontem, siitteki diger tesadiifi
kirleticilerin eszamanli ve hizli taranmasi i¢in ayrica kullanilabilir oldugu

bulunmustur (Abid ve ark., 2020).

Filipe O.M.S. ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptig1 bir ¢alismada Cu (II) 'nin,
sulu ¢ozeltilerde THR’nin bozulmasi tizerindeki etkisini incelemisler, Cu (II) 'nin
THR’nin  bozunmast iizerindeki  etkisini  sivi  kromatografisi—kiitle/kiitle
spektrometresi (SK-KS/KS) yontemini kullanarak ortaya ¢ikarmiglar (Filipe ve ark.,
2014).

Pan L. ve arkadaslarinin 2019 yilinda yaptig1 bir ¢alismada Cin'deki tipik bir
tarim arazisinden farkli toprak ornekleri toplanmus, pestisitlerin ve antibiyotiklerin
varlig1 agisindan degerlendirilmistir. Oncelikle 47 pestisit ekstrakte edilmis ve SK-
KS/KS ile analiz edilmistir. Toprak agisindan atrazin, klorpirifos, TEB, DIE,
pmetrozin ve tiametoksamdan dolay1 ekolojik risk goriilmiistiir, ¢linkii 6rnek

derigimlerinin %1°den fazlas1 0,1 mg/kg'h asmistir. Bu veriler, bu pestisitlerin ve



antibiyotiklerin belirlenmesinde yardimci olmus ve toprak kalitesi degerlendirmesi

ve risk degerlendirmesi i¢in degerli bilgiler saglamigtir (Pan ve ark., 2019).

Zixi ve arkadaglariin 2021 yilinda yaptig1 bir ¢calismada mantar ilaglar1t EPO
ve piraclostrobin, bugday fusarium bas yanikligini kontrol etmek i¢in yaygin olarak
kullanilmistir. Bu ¢aligma, farkli iklim bdlgelerinde dagilma davraniglarini
aragtirmak ve iki fungisitin maksimum kalint1 limitlerinin modifikasyonu i¢in veri
saglamak icin tasarlanmistir. Cin'deki on iki farkli bolgede tarla alanlarindan bugday
ornekleri toplanmis ve bugdayda EPO ve piraclostrobin es zamanl tespiti i¢in bir
SK-KS/KS yontemiyle analiz edilmistir. Bugday matrisindeki ortalama EPO ve
piraklostrobinin geri kazanimlar1 sirasiyla %87-112 ve %85-102, goreli standart
sapmalar <%38,1 olarak bulunmustur. Tahil ve samanda EPO ve piraklostrobin miktar

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

Guang ve arkadasglarinin 2021 yilinda yaptigi bir c¢alisma tarimsal {irlin
matrislerinde diisiik seviyelerde triazol fungisitlerinin tespiti Son derece Onemini
gostermistir. Bu ¢alismada SK-KS/KS kullanilmistir. Optimize edilmis kosullar
altinda, analiz yontemi, meyve ve sebze drneklerinde triazol mantar oldiiriiciiler igin
0,52-1,83 pg/L TS ve genis dogrusal aralik 5-500 pg/L oldugu goriilmiistiir. Lahana,
1spanak, portakal suyu ve elma suyunda mantar oldiirticiiler (10, 50 ve 100 pg/L) i¢in
yontem geri kazanimi %62,8 ile %94,2 arasinda degistigi goriilmiistiir. Olusturulan
analiz yontemi, daha once bildirilen yontemlerden daha diisiik bir TS degerine
sahiptir ve karmasik matrislerdeki triazol pestisit kalintilar1 i¢in daha yiiksek bir

duyarliliga sahip oldugu bulunmustur (Guang ve ark., 2021).

Qiu J. ve arkadaglarinin 2011 yilinda yaptigi ¢alismada 9 triazol fungisitin
enantiyomerlerini karsilagtirmali olarak ayirmak i¢in YPSK kullanilmig ve bu
yontem ile HEX, tetrakonazol, myclobutanil, fenbuconazol, flutriafol, penkonazol,
EPO, penkonazol iyantiyomerleri, triadimefon pestisitlerinin ayirimi basarili bir
sekilde yapilmistir. Bu galisma iyi enantiyomerik ayirma elde etmek ve triazol
fungisitleri icin daha verimli analitik bir yontem olusturmak icin ¢ok yararh

olacaginin kanisina varilmistir (Qiu ve ark., 2011).
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Sun M. ve arkadaslariin 2013 yilinda yaptigi ¢aligmada, salatalik ve armut
numunelerindeki bazi karbamatlar (metolcarb, karbaril, pirimikarb ve DIE), UV
analiz ile YPSK ile analiz edilmistir. Optimum kosullar altinda, metolkarb, karbaril
ve DIE ic¢in 0,5-100 ng/g derisim araliginda ve 0,9956 ila 0,9984 arasindaki
korelasyon katsayilari ile pirimikarb i¢in 1-100 ng/g derisim araliginda lineer bir
yanit elde edilmistir. Yontemin tayin alt sinir1 (TAS)’min 0,08 ile 0,2 ng/g arasinda
oldugu bulunmustur. BSS ise % 2,4 ile % 5,8 arasinda bulunmustur (Sun ve ark.,
2013).

Ditiyokarbamatlar mantar dldiiriiciiler (DTC'ler) diinya ¢apinda yaygin olarak
kullanilan mantar 6ldiiriiciilerdir. Zhou L. ve arkadaslarmin 2013 yilinda yaptiklar
bir ¢alismada, DTC kalintilar1 bir C18 kolonunda eliit edilmis ve YPSK tarafindan
272 nm'de tespit edilmistir. THR, mancozeb ve propineb'nin S-alkil tiirevleri farkli
alikonma siirelerinde ayrilmistir. BSS % 0,6-13,7 olarak bulunmus. TAS ve TS
cesitli yiyecek ve topraklar i¢in 0,003-0,026 mg/kg ve 0,011-0,105 mg/kg arasinda

degistigi goriilmiistiir. Bu yontem ayn1 zamanda gercek Orneklere de uygulanmigtir

(Zhou ve ark., 2013).

Songqing ve arkadaslarinin 2020 yilinda yaptigi bir ¢alismada, ilk kez bir
manyetik grafen oksit-ultra ince metal-organik kompoziti sentezlenmis ve oziitleyici
olarak kullanilarak, YPSK yardimiyla pestisit EPO’lin ayrilmasi ve analizi i¢in yeni
bir yontem gelistirilmistir. Adsorpsiyon mekanizmalari, adsorpsiyon kinetigi,
termodinamik parametreler ve adsorpsiyon izotermleri dahil olmak {izere
incelenmistir. TS degeri 0,001 pg/g, TAS degeri 0,004 nug/g ve BSS %3,6 olarak
bulunmustur. Deneysel sonuglar, bu yontemin ger¢cek numunelerde EPO’iin
ekstraksiyonu ve tayini i¢in uygun, uygulanabilir, etkili ve pratik oldugunu

gostermistir (Songqing ve ark., 2020).

Phuoc ve arkadaslarinin 2021 yilinda yaptig1 bir ¢calismada TEB i¢in diisiik
maliyetle hizli analizi i¢in basit, hassas bir yontem ile analiz yapilmistir. Analiz
teknigi, bir optik biyosensoriin biyoreseptorii olarak pestisit spesifik bir DNA

aptamerinden yararlanilmistir. Gelistirilen yOntem pestisiti sensOr yiizeyinde
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yakalamaya c¢alismak yerine, nanopartikiiliin yiizeyinde adsorbe edilen DNA
aptamerlerinin pestisit ile etkilesime girdiginde nanopartikiillerden ayrilmasini
saglamustir. Pestisit tespiti i¢in model analit olarak TEB ile tasarlanan aptasensor,
10 nM'lik bir TS ve 20 dakikalik cevap siiresi ile yiiksek bir hassasiyet ve segicilik
gosterdigi  bulunmustur. Civili piring numunelerinde TEB tespiti durumunda,
ortalama geri kazanimlar %89,9-110,86 araliginda ve %3,11-4,32'lik nispi standart
sapmalar olmustur. Bulunan bu sonuglar, gergek orneklerde pestisitlerin hizli tespiti

icin kullanilabilecegi gortilmustiir (Phuoc ve ark., 2021).

Zhihaolin ve arkadaslarinin 2022 yilinda yaptigi bir c¢alisamada ise cay
iceceklerinde ve meyve sularinda miklobutanil, flusilazol, HEX, penkonazol, EPO,
paclobutrazol ve dinikonazolii YPSK ile tespit etmek igin yeni, ¢evre dostu ve
verimli bir sekilde ayristirilmis nanoakiskan dagitici sivi fazli mikroekstraksiyon
yaklasimi gelistirilmistir. Yeni yaklasim, dogrusal aralik (10-10000 pg/L), bagil geri
kazanim (%70,03-107,14), TS (3,34-8,30 ug/L), TAS (10-25 pg/L), giinler aras1 ve
giin i¢i BSS (< %11,30 ve <%13,01) ile iy1 performans gdsterdigi bulunmustur. Bu
cevresel yaklasim, gergek ¢ay icecekleri ve meyve sularinda kalan triazol

fungisitlerine uygulanabilir oldugu goriilmiistiir. (Zhihaolin ve ark., 2022).

TEB, Avrupa Birligi diizeyinde hububat ve asmalarda yaygin olarak kullanilan
bir triazol mantar ilacidir. Najoi ve arkadaglarinin 2018 yilinda yaptigi bir ¢calismada
toprakta TEB 'iin yayilim1 degerlendirilmistir, gelismis analitik yontem ve karbon-14
etiketli TEB kullanarak doniisiim yolunu belirlenmis ve toprak mikrobiyal toksisitesi
degerlendirilmistir. Karbon-14 -triazol-halka-etiketli TEB’{in mineralizasyonu ihmal
edilebilir diizeyde oldugu bulunmus, ancak karbon-14-penil-halka-etiketli TEB’iin
%]11'e kadar1 inkiibasyonun 150 giinii i¢inde 14 CO; olarak gelismistir. TEB
kalicilig1, standart inkiibasyon kosullarina kiyasla daha yiiksek doz oranlarinda ve kig
simiilasyonu kosullarinda artmistir. Hedef dis1 siipheli taramasi, 17'si bilinmeyen 22
TEB doniisiim iriinlerinin tespit edilmesini saglamistir. Topraktaki olusumu ve
clirimesi GK ve kiitle spektrometresi ile belirlenen yeni bir TEB doniisiim {iriinii
olan 1-(4-klorofenil) etanonun tanimlanmasina yol agmistir. TEB ve doniisim

triinlerinin  ekotoksikolojik etkisi, toplam bakteri bollugu degerlendirilmistir.
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Bununla birlikte, etkinin yonii (olumlu veya olumsuz) degismistir ve bazi durumlarda

kulugka kosullarina gore degiskenlik gosterdigi bulunmustur (Najoi ve ark., 2018).

Pankaj ve arkadaslarimin 2019 yilinda yaptigi bir ¢alismada toprak ve
domateste TEB ve HEXiin kalicilig1 tizerindeki etkisini belirlemek i¢in bir ¢alisma
yapilmigtir. Dogrusallik araligit GK/elektron yakalama dedektorii ve GK/kiitle
spektrometrisi yontemi kullanilarak, HEX 0,05-1 mg/kg ve TEB igin 0,25-5 mg/kg
oldugu bulunmustur. Toprak ve domates meyveleri icin ekstraksiyon prosediirii,
HEX ve TEB’iin Killi toprakta ve domates meyvelerinde geri kazanimi ve %BSS’nin
sirastyla %74,88 -112,98 ve %1,56-16 araliginda oldugundan dogru ve kesin oldugu
goriilmustiir. Analitik yontemin TAS VE TS’nin, analiz edilen tiim matrisler i¢in 0,1
mg/kg'dan az oldugu bulunmustur. HEX’iin kaliciligi, en yiiksek 77 giin ile toprakta,
ardindan biyokompostta 68 giin olarak saptanmistir. Bununla birlikte, TEB’iin
kalicilig1 biyokompostta 69 giin ve toprakta 66 giin olarak bulunmustur. Toprakta ve
domateste HEX ve TEB’iin terminal kalintilar1 iligkilendirildi, ancak toprakta HEX
kalintilari, domateste terminal kalintilarina gore oldukga yiiksek oldugu bulunmustur

(Pankaj ve ark., 2019).

Ashok ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptigi bir ¢calismada A = 254 nm'de
dogrudan UV absorbans dl¢iimii yapilarak borik asit tamponunda THR'in ayrilmasi
ve belirlenmesi igin basit ve hassas kapiler elektroforetik yontem gelistirilmistir.
THR i¢cin TS 0,5 pg/ml olarak bulunmustur. Yontem, THR eklenmis bugday

numunelerinin analizine basariyla uygulanmistir (Ashok ve ark., 2008).

Peipei ve arkadaglariin 2018 yilinda yaptigi bir ¢calismada sebze ve meyve
numunelerinde TEB’iin segici tespiti i¢in bir prob ile sabitlestirilmis molekiiler
baskili elektrokimyasal sensor yapilmistir. Tiol grafen, spesifik ylizey alanini
arttirmak icin altin nanopargaciklarla modifiye edilmis camsi1 karbon elektrot {izerine
yerlestirilmistir. Prusya mavisi, modifiye elektrot ilizerine altin nanopartikiiller ile
birlikte biriktirilmis ve sabitlestirilmis prob olarak gorev yapmistir, ardindan tanima
eleman1 olarak molekiiler baskili polimer filmin elektro-polimerizasyonu

gerceklestirilmis. Bu arada, modifiye elektrotun yiizey o6zellikleri, taramali elektron
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mikroskobu, atomik kuvvet mikroskobu, dongiisel voltametri ve elektrokimyasal
empedans spektroskopisi kullanilarak karakterize edilmistir. Optimize edilmis
sensor, 1,25x10° mol/L TS ile 5x10® mol/L ila 4x10™ mol/L arasinda genis bir
lineer aralik gosterdigi bulunmustur. Onerilen sensor, secicilik deneylerinde TEB’in
0zel olarak taninmasina olanak sagladigi goriilmiistiir. Ayrica sensoriin, yiiksek geri
kazanimlarla gercek numunelerde TEB tespiti i¢in kullanilabilir oldugu gortilmistiir

(Peipei ve ark., 2018).

Wang ve arkadaglarinin 2019 yilinda yaptigi calismada, grafen/Fe304 ile
hazirlanmis ve tarimda yaygin olarak kullanilan on triazol fungisitlerinin, (TEB,
HEX, flutriafol, triadimenol, triazolon, EPO, penkonazol, miklobutanil,
paclobutrazol ve metkonazoliin) sulu ortamda uzaklastirilmas: igin bir adsorban
olarak kullanilmistir. On fungisit (20 pg/mL) i¢in uzaklastirma verimliligi, 50 mL su
¢ozeltisine 20 mg grafen/Fe3O4 eklendiginde %85,2 ile %96 arasinda degismistir.
Temas siiresi, adsorban miktari, ¢dzelti pH'1 ve iyonik giic gibi adsorpsiyon
kapasitesini etkileyebilecek faktorler arastirilmistir. Adsorpsiyon kinetigi ve
termodinamik {izerine yapilan caligma, Ornek olarak TEB alinarak yapilmistir.
Termodinamik veriler, adsorpsiyonun dogada kendiliginden bir fiziksel adsorpsiyon

siireci oldugunu ortaya ¢ikardigi goriilmiistiir (Wang ve ark., 2018).

Demircioglu ve arkadaslarinin 2022 yilinda yaptigir bir ¢alismada, su ve
toprakta bulunan patlayict kalintilarindan kaynaklanan kirlilikle miicadele etmek
icin, su ve toprakta bulunan eser miktarda patlayici tespiti i¢in analitik teknikler
secici ve hasas bir sekilde gelistirilmistir. Bu baglamda, nitro patlayicilar olarak TNT
ve tetrilin belirlenmesi i¢in altin nanopartikiiller bazli bir kolorimetrik prob
gelistirilmistir. Au-nanopartikiiller sentezlenmis ve yiizeyleri, THR ile modifiye
edildi. Hazirlanan prob, THR’1n amin grubu ile patlayicilarin nitro gruplart (TNT ve
tetril) arasindaki dondr-alici etkilesiminin bir sonucu olarak hizla toplandig
goriilmiistiir. TNT ve tetril igin TS VE TAS sirasiyla 5 ve 15 pg L™ olarak
bulunmustur. Yontem, TNT ve tetril ile kirlenmis kumlu toprak oOrneklerine
uygulanan referans SK-KS/KS yontemine gore dogrulanmistir (Demircioglu ve ark.,
2022).
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Téssia ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptig1 bir ¢alismada ise TEB bazli ticari
tiriiniin farkli konsantrasyonlarinin zebra baliginin yetiskinleri {izerindeki etkileri,
yeni tank dalis testi ve mikroniikleus ve kuyruklu yildiz testleri ile
degerlendirilmistir. Toplam 320 yetiskin zebra balig1 sekiz tanka boliinmiistiir. 100,
200 ve 300 pg/L konsantrasyona maruz birakilmistir, TEB bazli ticari iiriin, 24, 72 ve
96 saatte ilgili replikatlari ile maruz birakilmistir. Sonuglar, zebra baliginin
davranigsal bir sapmasin1 ve maruz kalma siiresinin ve negatif kontrole gore ticari
tirlintin farkli konsantrasyonlarinin bir fonksiyonu olarak DNA hasarinda 6énemli bir
(p<0.05) artis gosterdigi bulunmustur. Bu ¢aligmada elde edilen sonuglar,
tebukonazoliin zebra baliginin yetigkinleri {izerinde, genotoksisite ve mutajeniteyi
indiikledigi ve ayrica yetiskinlerin davranisindaki degisiklikle ilgili nérolojik

fonksiyonlar1 degistirdigi sonucuna varilmistir (Téssia ve ark., 2018).

THR, ekinleri ve tohumlar1 korumak icin yaygin olarak mantar ilac1 olarak
kullanilan bir ditiyokarbamat pestisittir. Ozellikle Cin ve Hindistan'da yaygim olarak
kullanilir. THR insanlar i¢in nispeten giivenli kabul edilse de, kalic1 doga uzun siireli
maruz kalma durumunda insanlar ve hayvanlar icin bir saglik tehlikesi haline
gelebilmektedir. Samreen ve arkadaglarinin 2021 yilinda yaptigi ¢alismanin amaci,
THR’m oral yoldan 4 farkli dozajda (100, 250, 500, 750 mg/kg viicut agirlig)
verilen erkek siganlarin bobregi ardisik giinlerde incelenmistir. Sonug¢ olarak,
hiicresel glutatyonu ve toplam siilfhidril igerigini Onemli Olglide azalttig
goriilmiistiir. Ancak protein karbonil ve hidrojen peroksit seviyelerini arttirmistir.
Ayrica nefrotoksisiteyi gosteren plazma kreatinin ve iire seviyeleri ylikseldigi
goriilmiistiir. Antioksidan enzimlerin aktiviteleri katalaz, siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz, tioredoksin rediiktaz ve glutatyon-S-transferaz anlamli olarak
azaldig1 bulunmustur. THR uygulamasi ayrica bagirsak duvarinin inhibisyonuna yol
actigr goriilmistiir. Glikoz metabolizmasi enzimlerinin aktiviteleri, sitrik asit
dongiisii, pentoz fosfat yolu ve glukoneogenez de engellenmistir. THR ile tedavi
edilen sicanlarda DNA zincir kirilmalari, par¢alanma ve DNA-protein ¢apraz

baglanmasi da gozlenmistir (Samreen ve ark., 2021).
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Gregorio ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptig1 ¢aligmada, polikontamine sulu
cozeltilerden fungisitlerin uzaklastirilmas: i¢in adsorpsiyon odakli bir iglem
uygulanmistir. Propiconazole, TEB, EPO, bromuconazole ve difenoconazole sulu
karisimlarindan triazol fungisitlerini ayirmak amaglanmistir. Beklendigi gibi, aktif
karbonlar en yiiksek triazol mantar ilact giderme seviyelerini sergiledigi goriilmiistiir.
1 g adsorban, her biri 1 mg bes triazol (toplamda 5 mg) iceren 1 L soliisyona
yerlestirilmis ve fungisit miktariin yarisindan fazlasimi (2,97 mg) cikarabildigi
gorilmistiir. Bu, incelenen karisimda, baglanma bolgeleri i¢in fungisitler arasinda

giiclii bir rekabetin hiikiim siirdiigii bulunmustur (Gregorio ve ark., 2017).

Fang ve arkadaglar1 2020 yilinda yaptig1 bir ¢aligmada mikroplastik kirliliginin
analizine yonelik bir c¢alisma yapmislardir. Bu calismada, polietilen (PE)
mikroplastiklerin sekiz pestisitin (EPO, TEB, miklobutanil, azoksistrobin, simazin,
terbutilazin, atrazin ve metolaklor) su ortaminda kalinti, bozunma ve dagilim
davraniglart {izerindeki potansiyel etkileri arastirilmistir. Sonuglar, 2-50 g/L
mikroplastik varliginin sudaki pestisit kalintilarin1 azaltabilecegini gostermistir.
Desorpsiyon kinetigi verileri, desorpsiyon isleminin, ¢ogu durumda R? 'nin 0,99'un
tizerinde oldugu bulunmustur. PE mikroplastiklerin varligi, 6zellikle orta diizeyde
bozunma yar1 omiirleri ve yiiksek TAS degerleri olanlar igin, sudaki pestisitlerin
bozunma yar1 Omiirlerini 6nemli ol¢iide uzatabildigi bulunmustur. Ayrica, PE
mikroplastiklerin su tortusu sistemindeki pestisitlerin davranisi izerinde ¢ok az etkisi
oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismanin bulgulari, PE'nin pestisitleri bolme yoluyla
adsorbe edebilecegini ve bdylece pestisitlerin sudaki kaliciligini etkileyebilecegini

gostermistir (Fang ve ark., 2020).

Konazol grubu antifungal pestisitler giiniimiizde kayda deger kronik toksisite
ve ekotoksisiteye sahip pestisitlerdendir. Kisa veya uzun vadeli kalintilar olusturarak
topraga girerler. Nikola ve arkadaglarinin 2020 yilinda yaptig1 bir ¢alismada EPO ve
TEB, Cek Cumhuriyeti'nden temin edilen 20 toprak numunesi ile test edilmistir.
Degiskenlerin ¢ok degiskenli analizini yaptiktan sonra, her iki pestisitin
adsorpsiyonunun pH ile yiiksek oranda iligkili oldugu ve toprak organo-mineral

kompleksi ve toprak organik maddesindeki karbon ve azot ile daha az iliskili oldugu
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goriilmistiir. EPO adsorpsiyonu ve toprak organik madde parametreleri arasinda bazi
korelasyonlar ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Birkag toprak mineralinden kaolinit, EPO
ve TEB adsorpsiyonu gosterdigi goriilmiistiir. EPO adsorpsiyonu, TEB'e kiyasla pH
degisikliklerinden ¢ok fazla etkilenmedigi goriilmiistiir. Molekiiler geometriye sahip
hidrojen baglarimin sayis1 ve tiirleri, toprakta kalinti birakmalarint 6nemli 6l¢iide
etkileyebilecek olan sorpsiyonu yonetir ve bu, ayni toprak i¢in TEB'in EPO'dan daha
fazla kalint1 biraktigi bulunmustur (Nikola ve ark., 2020).

Bu tez kapsaminda tarimda mantarlara karsi kullanilan pestisitlerden THR,
EPO, HEX, TEB ve DIE’m ilk kez es zamanl bir sekilde giivenilir, kolay, hizli ve
hassas analizi i¢in TFSK yoOntemi gelistirilmesi ve bu yontemin de validasyonu
amaglanmistir ve ayrica bu bes pestistin DNA ile etkilesimlerinin kromatografik

olarak incelenmesi ve DNA hasarlarinin arastirilmasi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

Tez kapsaminda analizleri gergeklestirilen pestisitler ile ilgili genel bilgiler

asagida sunulmustur.

2.1. Cahismalarda Kullanilan Peptisitler

2.1.1. Tiram

Tiram (Sekil 2.1.A) en basit tiyuram distilfiir ve oksidize dimetilditiokarbamat
dimerdir. Tohum ve ekinlerde mantar hastaliklarini 6nlemek i¢in mantar ilaci,
ektoparazit Oldiiriicii olarak ve meyve agaglarimi ve siis bitkilerini tavsanlarin,
kemirgenlerin ve geyiklerin zarar goérmemesi i¢in bir hayvan kovucu olarak
kullanilir. Bu pestisit, yaprak delen ve monilya hastaliklarinda seftali i¢in, kara leke
hastaliginda armut ve elmalarda, cep hastaliginda erik igin ve kok bogazi

yanikliginda sekerpancari i¢in kullanilmaktadir.

Kimyasal Formiil: CgH12N2S4
Molar kiitle: 240,44 g/mol

2.1.2. Epoksikonazol

Epoksikonazol (Sekil 2.1.B), mahsulleri korumak igin gelistirilen azol
smifindan bir fungisit aktif maddesidir. Ozellikle, bu madde yararl bitkileri istila
eden mantar hiicrelerinin metabolizmasin1 inhibe eder ve bdylece miyelinin

bliylimesini onler. Epoxiconazole ayrica conidia iiretimini sinirlar.
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Kimyasal Formiil: C17H;3CIFN3O
Molar kiitle: 329,76 g/mol
Yogunluk: 1,37 g/cm?

Erime noktasi: 134 °C

2.1.3. Hekzakonazol

Hekzakonazol (Sekil 2.1.C), 6zellikle Ascomycetes ve Basidiomycetes olmak
lizere bircok mantarin kontroliinde kullanilan genis spektrumlu bir sistemik triazol
fungisittir. Bu etken madde ile gelistirilen formiillerle, kayisida monilya hastaligi,
elmada kara leke ve bag, giil ve kabakgillerde kiilleme hastalig1 ile miicadelede

kullanim alani bulur.

Kimyasal formiil: C14H17CI,N30O
Erime noktasi: 111°C (232°F; 384 K)

2.1.4. Tebukonazol

Tebukonazol (Sekil 2.1.D), bitki patojenik mantarlarini tedavi etmek ig¢in
tarrmsal olarak kullamlan bir triazol fungisitti. ABD Gida ve Ilag Idaresi bu
fungisitin insanlar i¢in giivenli oldugunu disiiniiyor olsa da, yine de bir risk
olusturabilir. Bu pestisit, erken yaprak yanigi hastaliginda domatesler i¢in, kiilleme
hastaliginda elmalar igin, monilya hastaliginda kayisilar igin, sar1 pas hastaliginda

hububatlar i¢in ve kara leke hastaliginda armutlar i¢in kullanilmaktadir.

Kimyasal Formiil: C15H2,CIN3O
Molar kiitle: 307,82 g/mol
Yogunluk: 1,25 g/cm?

19



2.1.5. Dietofenkarb

Dietofenkarb (Sekil 2.1.E), (3,4-dietoksifenil) karbamik asidin izopropil esteri
olan bir karbamat esteridir. Botrytis cinerea ve benzimidazole direngli hastalik
tiirlerine karsi gii¢lii etkinligi olan bir mantar ilacidir. Bir karbamat esteri, bir

aromatik eter ve bir karbanilat fungisitidir. Bir anilinden tiiretilir.

Kimyasal Formiil: C14H21NO4
Molar kiitle: 267,32 g/mol

S CH3 (@)
| D
N C
" N
NN N
HO
Cl
Cl Cl
E
H3C\/OD\ o CH,
T
) H
HsC

Sekil 2.1. Tez kapsaminda ¢alisilan pestisitlerin kimyasal yapilar1 A) THR, B) EPO, C)
HEX, D) TEB ve E) DIE.

Tez kapsaminda kullanmis oldugumuz cihazlar ve malzemeler asagida

sunulmustur.

» YPSK: Agilent 1100 (Santa - Clara, CA, A.B.D.)
» Agilent UV cihazi1 (Agilent Technologies cary 60 UV-Vis, A.B.D.)
» Hassas terazi (Shimadzu Libror AEG-220)
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Y

Vorteks (Isolab laborgerate GmbH, 622.01.001)
Ultrasonik su banyosu (Niive, Tirkiye), (Boeco, Ultraterm BWT-U,

Y

Almanya)

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

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

Steril ¢alisma kabini (Esco, Class II Biological Safety Cabinet, Singapur)
Santrifiij (Thermo-Scientific, A.B.D.), (Hettrich Rotina 90, Almanya)
Hassas terazi (AS 220.R2 Polonya)

Karbondioksit inkiibatorii (Heal Force HF240, Cin)

Sterilizator (Sanyo MAC-235EX, Japonya)

Derin Dondurucu (-20°C) ve (-80°C), (Scancool, Almanya)

Fluoresan Mikroskop (Leica, Almanya, komet testi yazilim programi-Comet
Assay V)

Inverted Mikroskop (Micros MCX 7600, Avusturya)

V V.V V V V VYV V V¥V

vV VvV

Hiicre sayim cihazi (Bio - Rad TC20, Singapur)

» Farkli hacimlerde deney tiipleri, balon jojeler ve sarf malzemeleri

Tez kapsaminda kullanmis oldugumuz sabit fazlar ve 0Ozellikleri Cizelge
2.1.‘de ve tez kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 2.2.°de

sunulmustur.

Cizelge 2.1. Calismalar kapsaminda kullandigimiz kolonlar ve 6zellikleri.

i¢ Cap Partikiil Cap

Kolon ismi E Erli]nr:]l; I?:(cr)%/rl;l]t)u B(C:ly;;u Ki?;/;sal Firma
Luna C18 150 46 5 Saf silika Phenomzrfg’fégorrance'
Thermo Hypersil C18 250 4.6 5 Saf silika (LiKr(\),YnEit%riirkiye)
Phenyl 112 250 46 5 Saf silika (sr.LSSSQaMAAI?TE.D.)
Inertsil C8 150 46 35 Saf silika GL Sciences

(Tokyo, Japonya)
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Cizelge 2.2. Calismalarda kullandigimiz 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 stilfoksit Merck-Millipore (Darmstadt, Almanya)
DNA (Buzag 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’in es zamanh miktar tayini icin gelistirilen YPSK

yonteminde;

2.2.1. Standart Madde Cozeltilerinin Hazirlanmisi

Tez calismalarinda kullanmis oldugumuz THR, EPO, HEX, TEB ve DIE es
zamanl olarak esit derisimlerde hazirlanmis ve hassas terazi yardimiyla 5 pestisitin
derisimi asetonitril ile ¢dziilme islemi yapilarak 1000 pug/mL olarak hazirlanmistir. 5
pestisit i¢in 5 ayr1 balon jojelere esit miktarda olacak sekilde ¢oziicii ekleyip,

¢oziinme islemini tamamlamak i¢in 10 dakika ultrasonik banyoda bekletilme islemi
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yapilmigtir. Daha sonrasinda hacimleri tamamlanan ¢o6zeltiler vorteks yardimiyla
tamamen karigtirma islemi yapildiktan sonra kalibrasyon numuneleri i¢in gerekli
olan seyreltme islemi yapilmistir ve enjeksiyon hacmi 10 ul.’ye ayarlanarak YPSK

sistemine verilmistir.

2.2.2. Geri Kazamim Calismalari i¢in Cozeltilerin Hazirlanisi

Icilebilir su, atik su, ¢esme suyu, elma, idrar, ticari olarak satilan serum ve
tarim ilact Orneklerindeki katki maddelerinin veya farkli maddelerin, pestisitlerin
analiz isleminde herhangi bir girisimin etkili olup olmadigini tespit etmek igin geri
kazanim ¢aligmalar1 uygulanmistir. Bu arastirmalar i¢in insan idrari, Ankara il
siirlar1 igerisinden toplanmis olan toprak, ¢esme suyu, atik su ve igme suyu
numuneleri, marketlerden alinan elmalar, %2 TEB iceren SWARM 2 DS kuru tohum
ilact ve %80 THR igeren massTHIRAM islanabilir toz zirai ilaglar1 kullanilmstir.
Zirai ila¢ numuneleri i¢in standart ekleme yontemiyle saf madde ilave edilmistir,
diger ornekler icin ise kor matriks ortamina analiz yapilacak maddelerin ilavesiyle

gerceklestirilmistir.

2.2.3. Toprak Numunelerin Hazirlanmasi

10 mL ‘lik agz1 kapakli olan dort tane santrifiij tliplerine ince toz sekline
getirilmis 2 g toprak numuneleri koyulmustur. Numunelerin iistiine, THR, EPO,
HEX, TEB ve DIE’nin 1000 pg/mL’lik stok ¢ozeltisinden toplamda hacimleri 150,
100, 50 ve 25 pg/mL’lik olmak iizere THR, EPO, HEX, TEB ve DIE ilave edilmistir
ve {lizerine asetonitril ile hacimleri tamamlama islemi yapilmistir. Numuneler 10
dakika ultrasonik banyo igerisinde karigtirildiktan sonra 15 dakika 5000 rpm’de
santrifiij islemi yapilmistir. Santrifiij tamamlandiktan sonra tstte kalmis olan berrak
cozelti tekrardan 15 dakika 5000 rpm’de santrifiij islemi yapilmistir. Berrak ¢ozelti
siringa ucu filtre yardimiyla siizilme islemi yapilmistir ve sonrasinda sisteme enjekte

edilmistir.
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2.2.4. Elma Numunelerin Hazirlanmasi

10 mL ‘lik agz1 kapakli olan dort tane santrifiij tiiplerine kabuklariyla
rendelenip sivi hale getirilmis olan elma Orneklerinden 3,2 mL elma suyu
koyulmustur. Elma suyunun istine, THR, EPO, HEX, TEB ve DIE’nin 1000
ug/mL’lik stok ¢ozeltisinden toplamda hacimleri 150, 100, 50 ve 25 pg/mL’lik
olmak iizere THR, EPO, HEX, TEB ve DIE ilave edilmistir ve iizerine asetonitril ile
hacimleri tamamlama islemi yapilmistir. Elma suyunun ¢6zeltiyle tamamen
karismasimni ve etkilesime girmesine ortam yaratmak i¢in 10 dakika ultrasonik
banyoda karistirma islemi yapilmistir ve sonrasinda 15 dakika 5000 rpm’de santrifiij
islemi yapilmistir. Berrak c¢ozelti siringa ucu filtre yardimiyla siiziilme islemi

yapilmistir ve sonrasinda sisteme enjekte edilmistir.

2.2.5. idrar Numunelerin Hazirlanmasi

10 mL ‘lik agz1 kapakli olan dort tane santrifiij tiiplerine 3,2 mL insan idrar1
koyulmustur. Insan idrar @stine, THR, EPO, HEX, TEB ve DiE’nin 1000 pg/mL lik
stok ¢ozeltisinden toplamda hacimleri 150, 100, 50 ve 25 pg/mL’lik olmak iizere
THR, EPO, HEX, TEB ve DIE ilave edilmistir sonrasinda iizerine asetonitril
ilavesiyle idrar proteinlerinin ¢oktiirme islemi yapilmistir. Idrar drneklerinin ¢dzelti
ile tamamen karigmasini ve etkilesime girmesine ortam yaratmak igin 10 dakika
ultrasonik banyoda karistirma islemi yapilmistir ve sonrasinda 15 dakika 5000
rpm’de santrifiij islemi yapilmistir. Berrak ¢ozelti siringa ucu filtre yardimiyla

stiziilme islemi yapilmistir ve sonrasinda sisteme enjekte edilmistir.

Serum, ¢esme suyu, kuyu suyu ve atik su numuneleri de idrar 6rneklerinde

kullanilan ayn1 prosediir ile hazirlanmistir.
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2.3. Tiram, Epoksikonazol, Hekzakonazol, Tebukonazol ve
Dietofenkarb’in DNA ile etkilesiminin incelenmesi icin gelistirilen

YPSK yonteminde;

[k olarak hassas terazide 10 mg DNA tartilip balon jojeye aktarilmistir ve daha
sonra 10 mL’ye saf su ile tamamlama yapilmistir. Vorteks karistirici ile homojen bir
karisim haline getirilen ¢ozelti bir gece +4°C’de bekletilmistir. DNA’ nin 260 nm’de

absorbansi 6l¢iilerek derisimi hesaplanmustir.

DNA-pestisit etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in spektrofotometrik titrasyon
yontemleri baz alinarak benzer prosediir uygulanmistir. Sabit derisimdeki pestisit
¢ozeltilerinin iizerine artan derisimlerde DNA ¢d6zeltisi eklenmistir ve bunlar YPSK
sistemine enjekte edilmistir. Her deney 5 defa tekrarlanmistir. Pestisitlerin
kromatogramlarmin alan degerlerindeki degismeler incelenmistir. Bu alan
degisimlerinden yola ¢ikarak, 1/[DNA]’ya karsi Ag¢/(A-Ag) elde edilen degerler
grafige gegcirilmis ve Benesi-Hildebrand denklemi kullanilarak baglanma sabitlerinin
hesaplanmasi yapilmistir (Ap=Maddenin pik alani, A= DNA-madde kompleksinin
pik alani)

2.4. Tiram, Epoksikonazol, Hekzakonazol, Tebukonazol ve
Dietofenkarb’in es zamanh miktar tayini ve pestisit-DNA

etkilesmesinin incelenmesi icin kullanilan YPSK ydéntemi;

2.4.1. Kromatografi

Kromatografi, karisimda bulunan her bir maddenin, hareketli ve sabit fazdan
olusan ve birbiriyle Kkarismayan iki fazli bir sistem igerisinde ayrilmasi,
saflagtirilmasi, teshis ve tayin ¢alismalaria verilmekte olan bir isimdir (Masoodi ve
ark., 2021).
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Rus botanik¢i bilim adami olan Mikhail Tswett, kromatografi yontemini ilk
bulan isimdir (Sekil 2.2.). Rus bilim adami bu yontemi bitki pigmentlerinin renkli
bilesenlerini ayirma amaciyla kullanmis ve kolonda renkli bant olusumlarini
gormiistiir. Olusan renkli bantlardan esinlenerek renk anlaminda olan ‘chroma’ ve
yazma anlaminda olan ‘graphein’ kelimelerini kullanarak kromatografi ismini

vermistir (High ve ark., 2020).

Hareketli faz karisimi ilavesi

Karisim halindeki
numune // \
\ \\.,
‘A q
.
Sabit
faz
Analitik
" Kolon -

Bilesenlerin

kolonda ayrllmm

Sekil 2.2. Kromatografik ayrimin sematik gosterimi (Sagar 2022).

Bugiin birbirinden farkli bir¢ok kromatografik teknigi olmasina ragmen giin
gectikge yeni kromatografik tekniklerin sayisinin arttigi goériilmektedir. Bundan
dolayr tek tip smiflandirma yontemiyle kromatografik yontemleri siniflandirmak
yetersizdir. Bir¢cok kromatografi kitaplarinda ya da ¢alismalarda kromatografik
yontemler farkli sekilde simiflandirilir. Smiflandirma yontemlerinde farkli kriterler
temel alinmistir ve bu kriteler asagida gosterilmistir(Bajkacz ve ark., 2020 ve Sadiq
ve ark., 2020).

> Iki fazin fiziksel hali
» Kromatografik ayrim yonteminin mekanizmasi

> Iki fazin polaritesi
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» Numunenin kromatografik ortama verilme sekli

» Kromatografik ortamin fiziksel hali

2.4.2. Dagilma Kromatografisi

Hareketli fazin sivi, sabit fazin kati yiizeydeki kolon dolgu maddelerinin
tizerlerine tutturulmus sekilde ince sivi film tabakasini igeren kromatografi tiiriine
dagilma kromatografisi denir. Maddelerin ayrimindaki ana temel esas, maddelerin
birbirleriyle karismayan iki sivi faz arasinda dagilmasina dayanmaktadir. Karisim
icersinde olan maddelerin sabit fazda az da olsa ¢6ziinme islemi gergeklesir. Dagilma
kromatografisi yonteminde, maddelerin sabit fazda c¢oziintirliikkleri fazla olmasi
istenir, hareketli fazda ise ¢oziiniirliikkleri daha az olmasi istenir. Aksi halde maddeler
tam olarak ayrilmaz ve hareketli faza duyulan ilginin neticesinde sabit fazdan
disartya atilmaktadirlar ve hatta hareketli faz ve sabit faz farkli polaritelerde
olduklarindan dolayr numune molekiillerinin ¢oziintirliiklerininde farkli olmasina

olanak saglamaktadir (Michalke ve ark., 2002).

2.4.3. Ters Faz Sivi Kromatografisi

TFSK, hareketli faz polaritelerinin sabit faz polaritelerine kiyasla daha polar
olan kromatografi tiirline denir. TFSK’nde kimyasal olarak baglanmig olan
fonksiyonel grup iceren sabit faz (ODS-18 karbon atomu zincir yapisindan olusmus
oktadesilsilan) yaygin olarak kullanilir ve ayrica fonksiyonel grup olarak daha kisa
zincirden olugan (C8, C2), siyano (CN) ve fenil bagh sabit fazlar da

kullanilabilmektedir.

TFSK’nde, hareketli fazin bileseni olan tampon ¢ozelti ciddi anlamda 6nem
tagimaktadir. Tampon ¢ozeltileri hazirlarken kullanmis oldugumuz su yeterince saf

olmas1 gerekmektedir ve hareketli faz, su ile karigabilen organik ¢oziiciilerden
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olusmaktadir. Hareketli faz bilesimlerinde kullanilabilen organik ¢oziiciilere 6rnek

olarak su, asetonitril veya metanol gibi ¢oziiciiler verilebilir.

TFSK siklikla apolar maddelerin ayrimi i¢in kullanilir. Uzun alkil zincir
yapisini igeren sabit fazlar (C18) daha apolar maddelerin ayrilmasi isleminde
kullanilmakta iken, kisa alkil zincir yapisini iceren sabit fazlar (C8, C2) ise polar
maddelerin ayrilmasi isleminde kullanilmaktadirlar. Yani polar yapiya sahip
maddeler uzun alkil zincir yapisim1 igeren Sabit faz icersinde daha az
tutunabiliyorken, apolar maddeler ise kisa alkil zincir yapisini igeren sabit faz
igerisinde daha az tutunabilmektedirler (Sutton ve ark., 1997; Lucy ve ark., 2003 ve

Jungbauer ve ark., 2009).

2.4.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK)

Modern s1vi kromatografisi sistemlerinde yaygin bir sekilde kullanilmakta olan
ve 2-10 pum tanecik boyutuna sahip dolgu maddelerini igeren kolonlarin
kullanilmasinda ideal siv1 akis hiz1 elde etmek i¢in, yiiksek atm’lik pompa basincina
ithtiya¢ duyulmaktadir. Yiiksek basin¢lardan dolayr gelisen YPSK i¢in olmasi
gereken donanimlar, diger kromatografi yontemleriyle karsilagtirma yapildiginda,
daha ince iscilik gerekli oldugu i¢in digerlerine gore pahali olmaktadir. Sekil 2.3.
yiiksek basarimli s1vi kromatografisinin 6nemli parcalarinin sematize edilmis halini

gostermektedir (Nie ve ark., 2019 ve Lozano ve ark., 2018).
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Sekil 2.3. YPSK cihazinin sematik gosterimi (1) Solvent rezervuarlari, (2) solvent gaz
giderici, (3) gradyan valfi, (4) mobil fazin iletimi i¢in karistirma kabi, (5) yiiksek basing
pompasi, (6) anahtarlama wvalfi “enjeksiyon konumunda”, (6) anahtarlama valfi “yiik
konumunda”, (7) numune enjeksiyon dongiisii, (8) 6n kolon (koruyucu kolon), (9) analitik
kolon, (10) dedektor, (11) veri toplama, (12) atik veya fraksiyon toplayici (wikipedia).

2.4.5. Hareketli Faz Hazneleri ve Coziicii Sistemleri

Modern YPSK aletinde, 200-1000 mL arasinda ¢oziicli koyulabilen ¢elikten
veya camdan yapilan hazneleri igermektedir. Siklikla dedektorlerde, haznelerde ve
kolonlarda gaz olusumu ortaya ¢ikarak kolon ya da sistemde bozucu etkiye sebebiyet
veren ¢Oziinmiis gazlarin (azot ve oksijen gibi) ortamdan uzaklastirilmasi igin bir
sistem vardir. Gaz giderme sistemi olarak, vakum pompasi diizenegi, damitma
diizenegi ve ¢Oziiciiyii 1sitip karistirabilen pargalardan olusabilir ve bunun yani sira
Sekil 2.2.de oldugu gibi az ¢6ziiniirliikte olan inert olan gazin kiigiik kabarciklariyla,
¢Oziinmils gazlarni siiriikkleyebilen basit ifleyici sistemlerde olabilmektedir. Bu
yontemlerde, ¢6ziicii iginde bulunan partikiil veya toz haldeki maddelerin enjeksiyon
ve pompa sistemine zarar vermesini dnlemek amaciyla ya da kolonun tikanmasini

onlemek amaciyla, toz veya partikiil maddelerini siizme isleminin yapilabilecegi bir

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

YPSK pompalama diizenegi i¢in olmasi gereken sartlar ciddi anlamda katidir

ve bu sartlar asagida listelenmistir (Horner ve ark., 2013):

Puls icermeyen basing ¢ikisinin olmasi,
Akis hizinm 0,1-10 mL dakika™ olmast,

400 atm’e kadar basing iiretmesi,

YV V VYV V

Bagil tekrarlanabilirligin en yiiksek % 0,5 orami ile akis kontroliiniin
olmasi,
» Korozyona dayanabilen pargalardan olusmasi (Teflon veya paslanmaz
celik).

2.4.7. Numune Enjeksiyon Sistemleri

Genellikle sivi kromatografisi yontemlerinde 6l¢iim sonuglarinin Kesinligini
belirleyen ana temel, Ornegin kolon dolgu maddesine gonderilmesinin tekrar
edilebilir olmasidir. Asir1 ornek yiiklemesi yapilan kolonlarda gdzlemlenen bant
genislemesi ise kesinlik faktoriinii etkileyebilmektedir. Bundan dolayi, numune
enjeksiyonun hacminin kiigiik olmasi tercih edilmektedir ve hatta sistemin basincini

diislirmeksizin numunenin sisteme girisinin saglanmasi gerekmektedir (Montes ve

ark., 2003).

2.4.8. Sivi Kromatografi Kolonlar:

SK yontemlerinde diizgiin i¢ ¢apli paslanmaz ¢elik borudan yapilan ya da kalin
cidarli cam borulardan yapilmig kolonlar az da olsa kullanilmaktadir. YPSK’de
genellikle kullanilan kolonlarin boyu 10 ile 30 cm arasindadir. Kolonlarin i¢ ¢aplari
ise 4 ilel0 mm arasindadir; siklikla kullanilmakta olan kolon dolgu maddelerinin

tanecik biyiikliikleri ise 5 ile 10 pm arasinda degismektedir. Su an en cok tercih
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edilen, i¢ ¢ap1 4,6 mm olan, 25 cm uzunlugunda ve 5 um tanecik biiytikliklerine
sahip dolgu maddesiyle doldurulan kolonlar kullanilmaktadirlar ve 40000 ile 60000

arasinda teorik plaka metre™ icermektedirler (Cruz ve ark., 2021).

2.4.9. Dedektorler

Elektromanyetik dalga formunda olan enerji akislarini Slgiilebilen niceliklere
ceviren ve kaydeden cihazlara dedektor denir. Sivi kromatografi ydnteminde
kullanilacak dedektor su 6zelliklere sahip olmalidir (Muhammad ve ark., 2021):

Yeteri derecede duyarli olmali

o Kararlilik ve tekrarlanabilirlilik agisindan uygun olmali

¢ Genis dogrusal caligma araligina sahip olmali

o Akis hizlarindan bagimli olmaksizin kii¢iik cevap zamanlar1 verebilmeli
e Bant genislemesini azaltabilmek i¢in en kii¢iik i¢ hacimde olmali

e Yiiksek giivenilirlilik ve kullanimi kolay olmalidir.

SK yontemlerinde kullanilabilen dedektorler genel olarak iki tipdedir (Opuni
ve ark., 2021).

¢ Yign ozelliginde olan dedektorler, dielektrik sabiti, hareketli fazin yogunlugu
ya da kirma indisi benzeri olan analit tarafindan degistirilebilen yigin
ozelliklerine cevap verebilen detektorlerden olugsmaktadir.

e Analit 6zelliginde olan dedektorler, floresans siddeti, analitin UV absorbansi ya
da difiizyon akimi benzeri olan hareketli fazin sahip olmadig 6zelliklere cevap

verebilen detektorlerden olugsmaktadir.

Analit ozelligine yani maddelere yonelik olan dedektorler hareketli faz
igerisindeki  maddelerin  6zelliklerinin ~ belirlenmesinde  kullanilir,  siklikla

kullanilanlar ise agsagidaki gibidir:
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Ayrim sonrast tepkime dedektorler
Fotometrik dedektorleri (Dizi diyot, Infrared, Floresans)
Elektrokimyasal dedektorleri

Kiitle spektrometreler

YV V. V V V

Radyoaktivite dedektorler

Yigin ozelligine yani ¢ozeltiye yonelik olan dedektorlerde ise numune
ozelliklerinin belirlenmesine olanak saglayan dedektor tipidir ve siiflandirilmalari

asagidaki gibidir:

» Refraktif indeks dedektorii
» Dielektrik sabiti dedektorii
> lletkenlik dedektorii
» Yogunluk dedektorii

Tez kapsaminda yapilan calismalar Foto diyot dizi dedektori kullanilarak

yapilmistir ve bundan dolay1 bu dedektor hakkinda detayl bilgilere yer verilmistir.

2.4.10. Foto Diyot Dizi Dedektor

Foto diyot dizi (FDD) dedektorler igerisinde polikromatik 1sinlar yer
almaktadir. Déteryum veya tungsten lambalar1 151n kaynagi olarak kullanilir. Isik
kaynagindan ¢ikan polikromatik 151 akis hiicresine ulastiktan sonra optik agin
tizerine dagilmaktadir. Sayica fazla diyottan olusan FDD {izerine gelmektedir. FDD
200-700 nm arasindaki dalga boylari araliklarini 0,1 saniye araliklar ile belirleyebilir.
Bundan dolayr analiz islemlerinde FDD kullanarak birden fazla dalga boylarinda
okuma gergeklestirilebilmektedir. FDD kullanarak cevap piklerinin safsizliklarini
veya pik girisimlerinin varligi gézlemlenebilmektedir (Andruch ve ark., 2012).
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2.5. Tiram, Epoksikonazol, Hekzakonazol, Tebukonazol ve Dietofenkarb

pestisitlerinin DNA hasarlarinin incelenmesi;

2.5.1. Hiicre kiiltiirii ile yapilan ¢alismalar

Tez kapsaminda komet testi ile DNA hasar1 arastirilmasi boliimiinde invitro
olarak 3T3 (fare fibroblast hiicresi) hiicrelerinin ¢ogaltilmasi ve hiicrelerin diizenli
tiremeleri saglanmistir. 3T3 hiicrelerinin besi yeri ortami olarak yiiksek glukoz iceren
DMEM (Dulbecco’nun modifiye edilmis kartal ortami) besi yerine %5 fetal sigir

serumu ve %1 penisilin-streptomisin ilavesiyle kullanilmistir.

Pasaj islemleri:

- Flasktaki DMEM besi yeri aspire edilmistir.

- 2 mL steril fosfat tamponlu tuzlu su (37 °C) ile yikama yapildiktan sonra,
fosfat tamponlu tuzlu su aspire edilmistir.

- 2 mL tripsin/EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) (37 °C) ilave edildikten
sonra 37 °C’de 4 dakika stire ile bekletilmistir.

- 2 mL TNS (Tripsin noétralizasyon ¢ozeltisi) eklenip daha sonra hafifce
calkalama islemi yapildi (tripsinin ¢alismasini durdurma amaciyla).

- Elde edilen 4 mL’lik hiicre suspansiyonunu pastor pipet yardimiyla 15 mL
tiipe aktarilmistir.

- 1000 rpm oda sicakliginda 7 dakika santrifiij edilmistir.

- Tipte tistte kalan kismi1 pastor pipet yardimiyla atilmistir.

- Pelletin iistiine yaklasik 2 mL besi yeri eklenmistir.

- Pastor pipet yardimiyla ¢ek ve birak seklinde karistirma islemi yapildi ve
daha sonra hiicre sayimi yapilmustir.

- Yeni pasaj i¢cin 5 mL besi yeri igerisinde 100,000 hiicre olacak sekilde

flaska konulmustur.
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Hiicrelerimizin diizenli iiremeleri saglandiktan sonra DNA hasarini aragtirmak

tizere komet testi uygulandi.

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

Komet testi alkali sartlar altinda yapilan (pH>13) komet testi ile DNA hasarlar1
olarak tek ve c¢ift zincir kirtlimlari, alkali isaretli bolgelerde oksidatif DNA baz
hasarlari, DNA-protein/DNA-ilag/DNA-DNA capraz gecislerini belirleyebilmektedir
ve DNA onarimu 6lgiilebilmektedir. Notral komet testi (pH: 7-10) kullanildiginda ise
alkali isaretli bolgeler ve tek zincir kiriklarini tayin edemez, yalnizca DNA’daki ¢ift
zincir kiriklarim gézlemleyebilmektedir. Bundan dolay: alkali komet testi hassas ve

DNA hasarin1 tayin etme imkanini daha fazla verir.

Prensibi: Hasarsiz DNA, c¢ekirdekteki matriks proteinler ile organize
yapidadir; ancak DNA molekiiliinde herhangi bir hasar ortaya ¢iktiginda organize
yapis1 bozulmaktadir. Hasar gormiis DNA sarmalindaki zincirler kompakt yapilarini
kaybedip, gevser ve agar icindeki bosluklara yayilmaktadir. Elektroforezde akim
uygulanmasiyla birlikte negatif yiikli DNA anot tarafina dogru harekete baslar.
Hasarsiz DNA biiyiik yapidadir ve uygulanan akim ile birlikte kuyruk birakmadan
go¢ etmektedir. Hasardan dolay1 pargalara ayrilan daha kii¢iik kisimlar ise geride
kalarak kuyruk olusturur. Bundan dolay1 DNA’daki kuyruk sayis1 hiicredeki hasarin
ne boyutta oldugunu gostermektedir.

2.5.1.1.1. Komet testinin uygulanisi

Komet testi 6 kuyucuklu plakalarda kuyucuk bagina 200,000/2mL olacak
sekilde uygulandi. Bir kontrol ve bir pozitif kontrol (50 uM H,0;) 2 kuyucuga
uygulandi. Test edilecek pestisitlerin 30 pg/mL’lik stok c¢ozeltileri steril DMSO
(Dimetil siilfoksit) kullanilarak hazirlandi. Daha sonra komet testinde kullanilmak

tizere 5, 10, 20 ve 30 pg/mL’lik derisimler hazirlandi. Coziicii olarak steril DMSO
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kullanildigr i¢in komet testi ile %0,1 DMSO ¢o6ziicii kontrol olarak kullanildi. (Tiram
test edilen 5 pg/mL derisimlerde olduk¢a fazla DNA hasarina neden oldugu, 10
ug/mL derisimde ghost hiicreler nedeniyle mikroskopta sayim yapilamadigi, 20 ve
30 pg/mL derisimlerde ise sitotoksik etkili oldugu goriildiigiinden; Tiram igin 0,1,
0,3, 1 ve 3 pg/mL’lik ¢ozeltiler hazirlanarak komet testi tekrar edilmistir).

Hiicreleri agara alma: Her bir lamda 10,000 ile 20,000 arasinda hiicre olacak
sekilde hesaplama yapilarak 50 pL hiicre siispansiyonuyla 37°C’de eritilmis 100 pL
%0,5 ’lik LMPA (diisiik erime noktali agaroz) , karistirma iglemi yapildiktan sonra
onceden %1°lik NMPA (normal erime noktali agaroz) ¢ozeltisine batirilip agar ile
kaplama yapilmis lamlara yayilma islemi yapildi ve iizerini lamel ile kapattiktan
sonra buzlu metal yiizey lizerinde 5 dakika bekletilip agarin kati hale gelmesi

saglanmistir.

Lysing: Lamlar dnceden hazir edilip buzdolabi i¢inde bekletilip soguk lising
¢ozeltisine daldirilarak minumum 1 saat buzdolabi iginde bekletilme islemi

yapilmistir.

Alkali uygulamas:1 ve elektroforez: Elektroforez tanki soguk elektroforez
¢ozeltisiyle birlikte uygun miktarda doldurulmustur (Bu tampon ¢ozelti, lamlarin
tizerini 0,5 ile 1 cm kadar gececek sekilde olmasi gerekmektedir). Lysing
¢ozeltisinden ¢ikarilan lamlar agar yayilan kisimlari st tarafa gelecek bigimde
elektroforez tankinin igerisine yerlestirilmistir. Lamlar, 20 dakika akim
uygulamaksizin ¢ozelti icerisinde bekletildi ve daha sonra, 25 V ve 300 mA akim

uygulanarak 20 dakika elektroforez uygulanmustir.

Notralizasyon: Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra elektroforez
tankindan c¢ikarillan lamlar ii¢ kez ndtralizasyon ¢ozeltisiyle yikanmistir. Hiicreleri
lamlara fiske etmek amaciyla alkol igerisine daldirilan lamlar okuma yapilincaya dek

nemli bir ortamda saklanmaistir.
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Boyama ve mikroskopta degerlendirme: Lamlarin iizerine 60 pL (20
ug/mL) etidium bromiir ¢ozeltisi ilave edilip ve minumum 10 dakika bekletilmistir
ve daha sonra mikroskop altinda okumasi yapilmistir. Her lam igerisinde 100 hiicre,

floresan mikroskobuyla degerlendirilmistir. Comet assay IV programi kullanilarak

hiicreler sayillmigtir.
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3. BULGULAR

YPSK yontemiyle, sec¢ilmis olan pestisitlerin es zamanli analizi i¢in ideal
kromatografik kosullarin belirlenmesinde, ilk olarak sabit fazin 6zellikleri;
fonksiyonel gruplari, silika tiirleri ve tanecik caplar1 degerlendirildi. Oncelikli olarak
hareketli faz organik diizenleyicisinin segilmesi, hareketli faz organik ¢oziicii
tiirliniin ve oraninin yaptig1 etki, dalga boyu, akis hiz1 ve sicaklik etkileri incelendi.
Bu incelemeler sonucunda Sistem Uygunluk Testi (SUT) parametreleri géz Oniine
alarak en uygun sabit faz ve deneysel kosullar se¢ilmis ve kromatografik analiz

gerceklesmistir.

3.1. Optimizasyon Cahismalar:

Iyi bir ayrim i¢in en uygun sabit fazin belirlenmesi amaciyla 4 farkli sabit faz
ile denemeler yapilmistir. Bu g¢alismalarda 1mL/dk akis hizi, 10 pL enjeksiyon
hacmi, mobil faz olarak metanol: amonyum asetat (77,5/22,5; h/h) karisimi ve kolon
sicakligi olarak 25 °C sabit tutulmustur. Sekil 3.1.’de goriilecegi gibi secilen tiim
pestisitlerin es zamanl analizi i¢in en uygun sabit faz LUNA C18 (150 x 4,6 mm,

Sum) bulunmustur.
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Sekil 3.1. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, Sum) (A), THERMO HYPERSIL C18 (250 mm x 4,6
mm, Sum) (B), PHENYL112 (250 mm x 4,6 mm, S5pm) (C) ve INERTSIL C8 (150 x 4,6
mm, Sum) (D) sabit fazlarin etkisini gdsteren kromatogramlar.

En uygun sabit fazin belirlenmesinden sonra yontem hassasiyeti goz Oniinde

bulundurularak en yiiksek pik alanlarinin elde edilmesi i¢in dalga boyu denemeleri

yapilmustir. 220, 250, 260 280 ve 300 nm’de pik alanlar1 degerlendirilmistir. Sekil

3.2.’de goriilecegi gibi mavi renk ile belirtilen 220 nm dalga boyunda hem tiim

pestisitlere ait kromatogramlar belirgin sekilde goriilirken hem de en yiiksek alan

degerleri elde edilmistir.
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Sekil 3.2. Farkli dalga boyu denemelerine ait kromatogramlar.

Analizler sonucu atik olarak ¢ikan organik ¢oziiciilerin ¢evreye oldukca zararl
etkilerinin yam1 sira maliyet acgisindan da dezavantajlar1  bulunmaktadir.
Optimizasyon ¢alismalarinda organik ¢6ziicli olarak asetonitril ve metanol sisteme
verilmistir. Sekil 3.3’de goriilecegi gibi mobil faz bileseni olarak asetotniril
kullanildiginda DIE ve EPO pestisitleri birbirlerine girisim yaptiklari i¢in istenilen

Olciide ayrim elde edilememistir.
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Sekil 3.3. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5um), kolon sicakligi: 25 °C, akis hizi: 1mL/ dk, 10
pL 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 yapilan ¢alismalara ait kromatogramlar.

Organik ¢0ziici olarak metanol kullanildigi zaman pestisitlere ait sistem

uygunluk parametreleri sonuglar1 Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. SUT parametrelerine gore organik ¢oziicii etkisi.

Organik ¢oziicii Pestisitler t, (dk) ks N Rs a
THR 2,32 0,62 3791
DIE 3,24 1,26 4213 5,207 2,023
Metanol 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

Onceden yapilan galigmalarda, amonyum asetat tampon c¢ozeltisi olarak
kullanilmistir. SK caligmalarinda maddelerin iyi sekilde iyonlagsmasini saglamak

amaciyla amonyum format, amonyum asetat ve formik asit gibi ugucu 6zellikleri
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tasiyan reaktiflerin kullanilmasi gerekmektedir. Optimum sartlarin belirlenmesi igin
tampon ¢ozeltilerinin analiz sonucuna etkilerini arastirmak amaciyla biitiin deneysel
parametreler sabitlenerek amonyum format tampon ¢ozeltisi kullanilarak da analizler
yapilmustir (Sekil 3.4.). Sistem uygunluk parametreleri degerlendirildiginde (Cizelge
3.2.)) her iki tampon c¢ozeltide yakin sonuglar sunsa da kimyasal Ozellikleri

diisiiniildiiglinde amonyum asetat tampon ¢ozeltisi ile ¢aligmalara devam edilmistir.
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Sekil 3.4. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5um), kolon sicakligi: 25 °C, akis hizi: 1mL/ dk, 10
pL enjeksiyon hacmi, 220 nm dalga boyu, metanol: SmM amonyum asetat (A), SmM
amonyum format (B) (pH: 6,3); (77,5/22,5; h/h) ile yapilmis calismalarin sonucunda

kaydedilen kromatogramlar.
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Cizelge 3.2. SUT parametrelerine gore tampon ¢ozeltilerinin tiirlerinin kiyaslanmasi.

Tampon ¢ozelti Pestisitler t, (dk) k> N R a
THR 2,32 0,62 3791 - -
DIE 3,24 1,26 4213 5,207 2,023

Amonyum asetat 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
THR 2,33 0,59 3690 - -
DIE 3,26 1,23 4172 5,232 2,072

Amonyum format 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 ¢ozeltisinin belirlenmesinin ardindan pestisitlerin analizleriyle ilgili

olarak tampon ¢6zeltisinin molaritesinin etkisi olup olmadigini arastirmak amaciyla,

kolon, akis hizi, kolon sicakligi ve mobil faz bilesimi parametreleri sabitlenmis ve

amonyum asetat tampon ¢ozeltisi derisimi artan miktarlarda (5-40 mM) kullanilarak

calistlmigtir. Sistem uygunluk parametreleri incelendiginde (Cizelge 3.3.) yiiksek

derisimlerde tuzlarin ¢c6kmesi ve kolona zarar vermesi ihtimalleri gz 6niine alinarak

amonyum asetat tampon ¢ozeltisinin molaritesi 5 mM olarak secilmistir.
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Sekil 3.5. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5um), kolon sicakligi: 25 °C, akis hizi: 1mL/dk, 10 pL
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 yapilmis ¢alismalarin sonucunda
kaydedilen kromatogramlar.
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Cizelge 3.3. SUT parametrelerine gore tampon ¢ozelti molaritesinin kiyaslanmasi.

Molarite Pestisitler t, (dk) k> N Rs a
THR 2,32 0,62 3791 - -
DIE 3,24 1,26 4213 5,207 2,023
5mM 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
THR 2,34 0,53 3812 - -
DIE 3,27 1,14 4316 5,262 2,136
10 mM 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
THR 2,32 0,58 3791 - -
DIE 3,23 1,20 4175 5,178 2,067
20 mM 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
THR 2,32 0,59 3771 - -
DIE 3,24 1,22 4327 5,232 2,055
40 mM 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 tekniginde, SUT parametrelerine gore iyi ayrim i¢in su yiizdesi ve organik
¢oziicii cok 6nemli birer parametrelerdir. Ideal metanol oranini bulabilmek amaciyla
hareketli fazin organik ¢oziicii yiizdesi %75, %77,5, %80, %85, %90 ve %95 olacak
sekilde calisilmistir. Yapilan g¢alismalarda LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5um)
kolonunda, 25 °C kolon sicakligi, 1 mL/dk akis hiziyla, 10 puL enjeksiyon hacmiyle,
220 nm dalga boyunda, 5 mM amonyum asetat c¢ozeltisi kullanilarak
gerceklestirilmistir (Sekil 3.6.). SUT parametreleri (Cizelge 3.4.) ve ilerleyen
caligmalarda farkli matrikslerden gelebilecek safsizliklar g6z Oniine alindigindan

hareketli faz igeriginde %77,5 metanol orani optimum olarak se¢ilmistir.
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Sekil 3.6. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, Sum), kolon sicakligi: 25 °C, akis hizi: 1mL/dk, 10 uL
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 yapilmig caligmalarin sonucunda kaydedilen kromatogramlar.
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Cizelge 3.4. SUT parametrelerine gore hareketli faz bilesimlerinin kiyaslanmasi.

Metanol:
Amonyum asetat Pestisitler ty (dK) k> N Rs a
(h:h)
THR 2,46 0,71 3905 - -
DIE 3,67 1,55 4359 6,374 2,19
75:25 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
THR 2,32 0,62 3791 - -
DIE 3,24 1,26 4213 5,207 2,023
77,5:22,5 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
THR 2,22 0,56 3678 - -
DIE 2,93 1,05 4087 4,257 1,884
80:20 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
THR 2,06 0,48 3467 - -
DIE 2,46 0,77 4022 2,697 1596
85:15 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
THR 1,95 0,40 3628 - -
DIE 2,16 0,56 4415 1,628 1,376
90:10 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
THR 1,87 0,33 6215 - -
DIE 1,97 0,41 4595 0,997 1,226
95:5 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 ¢oziicli, tampon ¢ozelti ve yiizdeleri belirlendikten sonra
tampon c¢ozeltisinin pH’inin analiz lizerinde yaptigi etkiyi gormek icin tampon
¢ozeltisinin pH’1 2,5, 4,0, 6,3 ve 8,0’e ayarlanmis ve incelenmistir (Sekil 3.7.).

Analiz sonuglar1 degerlendirildiginde (Cizelge 3.5.), asidik kosullarin pestisitlerin
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alikonmast uygun olmadigr goriilmiistiir. Bazik kosullar ise kolonun Omriinii

kisalttig1 i¢cin tampon ¢dzeltinin pH’s1 6,3 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.7. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5um), kolon sicakligi: 25 °C, akis hizi: 1mL/dk, 10 uL
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 yapilmig ¢alismalarin sonucunda
kaydedilen kromatogramlar.
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Cizelge 3.5. SUT parametrelerine gére tampon ¢6zelti pH’sinin kiyaslanmast.

pH Pestisitler t, (dK) k> N Rs a
THR 2,32 0,62 3791 - -
DIE 3,24 1,26 4213 5,207 2,023
6,3 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
THR 2,33 0,52 3887 - -
DIE 3,21 1,10 4496 5,147 2,097
8 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 se¢cim optimizasyonlarinin ardinda kolonun basing
degeri dikkate alinarak akis hizi1 denemeleri yapilmistir. Bu amagla, akis hiz1 0,6-1,2
mL/dk (Sekil 3.8.) arasinda degistirilerek SUT parametreleri hesaplanmistir (Cizelge
3.6.). Farkli matrikslerden gelebilecek safsizliklar ve 1,0 mL/dk akis hizindan yiiksek
akis hizlarinda artan basing kolonun kullanim 6mriinii kisaltacagi i¢in 1,0 mL/dk akis

hiz1 optimum olarak seg¢ilmistir.
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Sekil 3.8. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5um), kolon sicakligi: 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 pL enjeksiyon hacmi, 220 nm
dalga boyu, metanol: 5 mM amonyum asetat (77,5/22,5; h/h) (pH: 6,3) ile yapilmis
¢aligmalarin sonucunda kaydedilen kromatogramlar.
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Cizelge 3.6. SUT parametrelerine gore akis hizinin kiyaslanmasi.

Akis Hiza Pestisitler t, (dk) k> N R o
THR 3,88 0,64 4752 - -
DIE 5,34 1,25 4998 5,517 1,963
0,6 mL/dk EPO 7,12 2,01 5471 5,182 16
TEB 9,03 2,81 6548 4,568 14
HEX 10,52 3,44 7468 3,203 1,224
THR 2,89 0,63 4286 - -
DIE 3,97 1,24 4573 5,229 1,959
0,8 mL/dk EPO 5,30 1,99 5156 4,995 1,602
TEB 6,70 2,78 6129 4,388 1,397
HEX 7,80 341 7105 3,089 1,223
THR 2,32 0,62 3791 - -
DIE 3,24 1,26 4213 5,207 2,023
1 mL/dk 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
THR 2,11 0,65 3440 - -
DIE 2,91 1,27 3867 4,814 1,962
1,1 mL/dk EPO 3,90 2,04 4454 4,7 1,608
TEB 4,94 2,86 5181 4,118 14
HEX 577 3,50 6130 2,882 1,224
THR 1,93 0,63 3171 - -
DIE 2,65 1,25 3694 4,656 1,973
1,2 mL/dk EPO 3,55 2,01 4230 4,552 1,608
TEB 4,49 2,81 4865 3,98 14
HEX 5,24 3,44 5809 2,776 1,223

Optimizasyon c¢aligmalarinin son asamasinda optimum kolon sicakligin
belirlenmesi i¢in kolon sicakligr 25 °C, 35 °C ve 45 °C araliginda degistirilmistir
(Sekil 3.9.). Farkli sicakliklardaki analiz sonuglar1 karsilastirildiginda (Cizelge 3.7.)
sicaklik arttikga 5 pestisit i¢in toplam analiz siiresi sadece 1 dakika kadar kisalmigtir.
Ayrim giicli, segicilik ve kolon etkinlikleri arasinda fark olmadigi i¢in daha fazla

enerji harcamamak i¢in kolon sicaklig1 25 °C olarak se¢ilmistir.
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Sekil 3.9. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5um), 25 °C (A), 35 °C (B), 45 °C (C) kolon sicakligi,
1 mL/ dk, 10 pL enjeksiyon hacmi, 220 nm dalga boyu, metanol: 5 mM amonyum asetat
(77,5/22,5; hin) (pH: 6,3) ile yapilmis ¢alismalarin sonucunda kaydedilen kromatogramlar.

Cizelge 3.7. SUT parametrelerine gore kolon sicakliginin kiyaslanmasi.

Kolon sicakh@ Pestisitler t, (dk) k> N Rs a
THR 2,32 0,62 3791 - -
DIE 3,24 1,26 4213 5,207 2,023
25°C 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
THR 2,25 0,58 3525 - -
DIE 3,09 1,16 4030 4,81 2,013
35°C EPO 4,08 1,85 4503 4,509 1,595
TEB 511 2,57 5538 3,994 1,391
HEX 5,90 3,12 6580 2,774 1,213
THR 2,18 0,54 3611 - -
DIE 2,93 1,08 4061 4,573 1,982
45°C 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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Cizelge 3.8. Pestisitlerin es zamanli analizi i¢in Optimize edilmis kromatografik sartlar.

Parametreler Optimize Edilen Kosullar
Kolon tipi LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5um)
Hareketli faz bilesimi Metanol: Tampon- 5 mM Amonyum asetat (77,5/22,5; h/h)

pH 6,3
Sicaklik (°C) 25
Akis hizi (mL/dk) 1,0
Enjeksiyon hacmi (L) 10
Dalga boyu (nm) 220

Gelistirilen YPSK yonteminde optimize edilmis kosullar altinda hesaplanan
SUT parametreleri Cizelge 3.9.’de gosterilmistir. Teorik tabaka sayisi, ayrim giici,
secicilik  faktorii, alikonma zamanlar1 ve kapasite faktdrii parametrelerine

bakildiginda gelistirilen yontemin uygun oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 3.9. Pestisitlere ait sistem uygunluk testi parametreleri.

Pestisitler t, (dk) ks N Rs o
THR 2,32 0,62 3791 - -
DIE 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 Calismalari

Tez caligmalarimin bu asamasinda her bir pestisit artan derigimlerde
hazirlanarak (Sekil 3.10.) ve 5 tekrarli olacak sekilde optimum kosullarda
calistlmistir. Derisime karsilik tekrar edilen sonuglardan ¢ikan pik alanlarinin
ortalamasi grafige gecirilip tim maddeler i¢in ¢oziicii, elma suyu, toprak, igme suyu,

kuyu suyu, atik su, serum ve idrar numunelerinde kalibrasyon egrileri olusturulmus
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(Sekil 3.11.) ve her matriks i¢in validasyon parametreleri hesaplanarak Cizelge 3.10.,

3.11. ve 3.12." de sunulmustur.
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Sekil 3.10. Optimum kosullarda kalibrasyon kromatogramlari; A) ¢6ziicii, B) elma suyu, C)
toprak, D) igme Suyu, E) kuyu suyu, F) atik su, G) serum, H) idrar numuneleri.
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Sekil 3.11. Optimum kosullarda kalibrasyon egrileri; A) ¢oziicii, B) elma suyu, C) toprak, D)

igme Suyu, E) kuyu suyu, F) atik su, G) serum, H) idrar numuneleri.
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Sekil 3.11. Devam Optimum kosullarda kalibrasyon egrileri; A) ¢oziicii, B) elma suyu, C)

toprak, D) igme Suyu, E) kuyu suyu, F) atik su, G) serum, H) idrar numuneleri.
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toprak, D) igme Suyu, E) kuyu suyu, F) atik su, G) serum, H) idrar numuneleri.
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Cizelge 3.10. Kalibrasyon hesaplar1 sonucunda bulunan ¢dziicii, elma suyu ve toprak orneklerinde validasyon parametreleri.

Coziicii Elma suyu Toprak

Validasyon Parametresi

THR DIE EPO TEB | HEX THR DIiE EPO TEB HEX | THR DIiE EPO TEB HEX
Dogrusal aralik (ug/mL) 0,5-100 0,5-100 0,5-100
Egim 47,98 | 27,39 | 25,13 | 18,30 | 19,27 49,57 28,85 | 26,70 | 21,42 | 18,05 | 4250 | 27,22 | 25,08 | 14,73 | 19,53
Kesisim -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 katsayisi 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
Teshis sinir1

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
(ng/mL)
Tayin alt sinir1

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
(ng/mL)
Giin i¢i tekrar edilebilirlilik

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
(% BSS) *
Giinler arasi tekrar edilebilirlilik

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
(% BSS) *

*5 tekrarlt analiz sonuglaridir.
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Cizelge 3.11. Kalibrasyon hesaplar1 sonucunda bulunan igme suyu, kuyu suyu ve atik su 6rneklerinde validasyon parametreleri.

i¢me suyu Kuyu suyu Atik su

Validasyon Parametresi

THR DIE EPO TEB | HEX THR DIiE EPO TEB HEX | THR DIiE EPO TEB HEX
Dogrusal aralik (ug/mL) 0,5-100 0,5-100 0,5-100
Egim 49,29 23,00 | 26,04 | 19,48 | 18,73 43,86 25,70 | 27,75 | 19,74 | 18,18 | 4484 | 2330 | 26,93 | 21,40 | 19,70
Kesisim -13,62 -0,50 -5,29 -2,14 | -4,25 -30,59 2,43 -9,57 -1,65 | 20,42 | 2545 | 13,32 9,26 2,97 40,15
Korelasyon katsayisi 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
Teshis sinir1

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
(ng/mL)
Tayin alt sinir1

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
(ng/mL)
Giin ici tekrar edilebilirlik

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
(% BSS) *
Giinler arasi tekrar

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
edilebilirlik (% BSS) *

*5 tekrarlt analiz sonuglaridir.
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Cizelge 3.12. Kalibrasyon hesaplari sonucunda bulunan insan serumu ve insan idrar1 6rneklerinde validasyon parametreleri.

Serum idrar

Validasyon Parametresi
THR DIE EPO TEB HEX THR DIiE EPO TEB HEX

Dogrusal aralik (ug/mL) 0,5-100 0,5-100
Egim 43,48 27,03 23,04 20,81 18,66 46,71 29,68 27,69 19,55 16,97
Kesisim -0,64 17,24 14,61 -1,43 -2,35 -13,86 -4,35 -0,50 1,31 7,24
Korelasyon katsayisi 0,998 0,997 0,993 0,998 0,994 0,998 0,997 0,999 0,999 0,994
Teshis sinir1 (ug/mL) 0,03 0,07 0,12 0,12 0,08 0,01 0,08 0,07 0,12 0,12
Tayin alt sinir1 (ug/mL) 0,07 0,21 0,36 0,35 0,24 0,04 0,25 0,22 0,36 0,37
Giin ici tekrar edilebilirlik (% BSS) * 0,33 0,99 1,28 1,68 1,99 0,34 0,91 1,27 1,73 1,99
Giinler arasi tekrar edilebilirlik (% BSS) * 0,43 1,24 1,97 1,99 2,15 0,53 1,37 1,43 2,18 2,38

*5 tekrarlt analiz sonuglaridir.




Yontem optimizasyon ve validasyon g¢aligmalart yaptiktan sonra yontemin
dogrulugunu ve biyolojik matriks, su, toprak, elma ve ticari satilan tarim ilaci
orneklerindeki katki maddelerinin ya da farkli maddelerin, pestisitlerin analizlerinde
girisim etkilerini tespit etmek amaciyla geri kazanim yontemleri g¢alisilmistir.
Yapilan ¢alismalarda, THR ve TEB igeren ticari satilan tarim ilact numuneleri, elma
suyu, toprak, igme suyu, kuyu suyu, atik su, serum ve idrar numuneleri ile geri
kazanim ¢alismalar1 kér matriks ortamina analizi yapilacak maddelerin ilave edilmesi
ile yapilmistir (Sekil 3.12.). Geri kazanim c¢alismalarinin sonucunda Standart
maddelerin kalibrasyon denkleminde yerlerine yerlestirmek suretiyle % geri kazanim

cinsinden hesaplamalar yapilmistir (Cizelge 3.13-3.20.).

Sekil 3.12. Optimize edilen kosullarda THR igeren zirai ilag (A), TEB iceren zirai ilag
(B), elma suyu (C), toprak (D), icme suyu (E), kuyu suyu (F), atik su (G) serum (H)
ve idrar (I) numuneleri ile yapilan geri kazanim ¢aligmalarinin sonucunda kaydedilen
kromatogramlar.
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Cizelge 3.13. Ticari satilan tarim ilac1 igin geri kazanim c¢aligmalarinin sonuglari.

Parametre

THR TEB
Bilinen miktar (ug/mL) 20 20
Bulunan miktar (pg/mL) 18,23 19,92
BSS (%) 0,48 2,51
Bagil hata (BH) (%) 8,82 0,39
[lave edilen miktar (ug/mL) 5 10 20 30 5 10 20 30
Bulunan miktar (ug/mL) 5,25 9,54 19,09 29,77 4,76 9,87 18,71 29,17
Geri kazanim (%) 10455 9545 9544 9922 9526 98,70 9525 97,25
Geri kazanima ait BSS (%) * 1,09 1,06 0,69 0,64 0,96 1,27 1,01 0,18
Geri kazanima ait BH (%) -5,15 4,55 4,56 0,78 4,74 1,30 6,41 2,75

*5 tekrarli analiz sonuglaridir.
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Cizelge 3.14. Elma suyuyla yapilan geri kazanim ¢aligmalarinin sonuglari.

Elma suyu
Parametre

THR DIE EPO TEB HEX

Bilinen miktar (ng/mL) 20 20 20 20 20
Bulunan miktar (pg/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

Ilave edilen miktar (ug/mL) 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30

Bulunan miktar (pg/mL) 533 10,77 195 294 5,20 997 21,28 29,7 518 1042 2118 299 509 10,25 20,89 29,7 491 10,20 20,86 31,02

Geri kazanim (%) 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 98,21 102,0 104,3 103,33

Geri kazanima ait BSS (%)~ 0,24 041 0114 1,17 043 017 040 140 022 0419 015 153 069 026 022 051 067 037 033 059

Geri kazanima ait BH (%) -6,51 -7,75 2,30 1,70 -4,07 030 -641 09 -369 -427 -591 020 -19 -252 -446 090 1,79 -2,05 -430 -3,39

*5 tekrarli analiz sonuglaridir.
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Cizelge 3.15. Toprak ile yapilan geri kazanim ¢aligmalarinin sonuglari.

Toprak
Parametre
THR DIE EPO TEB HEX
Bilinen miktar (ng/mL) 20 20 20 20 20
Bulunan miktar (pg/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

Ilave edilen miktar

5 10 20 30 5 0 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30
(nhg/mL)

Bulunan miktar (pg/mL) 508 997 20,7 31,17 523 100 2026 306 499 104 209 30,71 524 103 205 314 503 102 20,7 304

Geri kazanim (%) 1015 99,7 1035 103,99 1045 100,2 101,3 1022 99,7 1044 104,8 102,36 104,7 103,3 1025 104,7 100,61 102,4 103,7 1015

Geri kazanima ait BSS (%)~ 0,39 0,27 045 0,12 056 030 049 043 08 033 029 022 1,3 067 091 037 171 081 048 037

Geri kazanima ait BH (%) -1,52 0,27 -3,59 -390 -452 -029 -131 -220 0,26 -444 -481 -236 -4,76 -333 -253 -479 -061 -241 -3,72 -155

*5 tekrarli analiz sonuglaridir.
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Cizelge 3.16. igme suyu ile yapilan geri kazanim galigmalarmin sonuglari.

Icme Suyu
Parametre _
THR DIE EPO TEB HEX
Bilinen miktar
20 20 20 20 20
(ng/mL)
Bulunan
miktar 18,50 19,35 19,82 20,86 18,85
(ng/mL)
BSS (%) " 0,35 0,55 1,05 0,91 1,18
BH (%) 7,50 3,25 0,9 -4,3 5,75
Tlave edilen
miktar 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30
(ng mL™)
Bulunan
miktar 5,29 10,06 196 3067 5,12 10,42 191 3041 512 10,3 19,8 29,7 4,95 10,14 20,14 294 494 1055 2157 294
(ng/mL)
Geri kazanim
o) 104,8 1006 984 1022 102,3 1042 955 101,3 1023 1029 993 989 99,05 101,42 100,72 98,30 98,76 104,7 1049 98,1
(]
Geri kazanima
) , 110 053 124 0,27 1,78 1,28 137 0,58 1,39 052 046 055 181 0,24 0,58 0,33 1,76 0,71 0,61 0,62
ait BSS (%)
Geri kazanima
-580 -0,64 158 -225 -239 -421 448 -137 -236 -296 064 1,01 0,95 -1,42 -0,72 1,70 124 -553 -7,85 1,85

ait BH (%)

*5 tekrarli analiz sonuglaridir.
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Cizelge 3.17. Kuyu suyuyla yapilan geri kazanim ¢aligmalarinin sonuglari.

Kuyu Suyu
Parametre
THR DIE EPO TEB HEX
Bilinen miktar (ng/mL) 20 20 20 20 20
Bulunan miktar (pg/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

Ilave edilen miktar

(nhg/mL)

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

Bulunan miktar (ug/mL) 4,98 10,49 19,3 30,69 5,00 10,55 2062 285 5,07 10,72 21,09 30,27 491 994 2021 3163 515 10,20 19,3 30,94

Geri kazanim (%) 99,6 1049 96,8 102,3 100,08 1055 103,11 952 101,44 104,55 104,7 100,8 98,2 99,4 101,07 1045 102,95 1019 96,68 103,1

Geri kazanima ait BSS (%)~ 0,76 0,89 0,11 012 075 089 133 040 073 093 179 019 098 1,08 1,62 016 082 1,12 063 071

Geri kazanima ait BH (%) 0,34 -492 3,19 -230 -008 -552 -311 474 -144 -7118 -543 -089 1,71 060 -1,07 -542 -295 -198 332 -314

*5 tekrarli analiz sonuglaridir.
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Cizelge 3.18. Atik su ile yapilan geri kazanim ¢aligsmalarinin sonuglari.

Atik Su
Parametre
THR DIE EPO TEB HEX
Bilinen miktar (ng/mL) 20 20 20 20 20
Bulunan miktar (pg/mL) 19,70 17,98 21,13 18,53 19,17
BSS (%) " 0,72 1,65 0,88 1,78 6,11
BH (%) 15 10,1 -5,65 7,35 4,15
Ilave edilen miktar
5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30
(hg/mL)
Bulunan miktar
513 945 188 298 4,99 10,23 199 3054 489 964 188 30,08 4,84 10,26 20,37 29,3 486 10,056 20,31 29,2
(ng/mL)
Geri kazanim (%) 102,6 95,7 959 99,37 99,8 102,33 99,7 101,79 97,7 96,40 955 100,28 96,8 102,63 101,8 97,65 97,13 100,48 101,56 97,37
GerikazammaaitBSS(%)* 126 09 o067 032 18 049 047 031 163 031 041 0,29 0,80 0,61 0,09 032 193 0,53 0,64 0,81
Geri kazanima ait BH (%) -2,67 552 554 063 020 -233 0,26 -1,79 226 360 582 -0,28 312 -263 -186 235 287 -048 -156 2,63

*5 tekrarli analiz sonuglaridir.
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Cizelge 3.19. Serum ile yapilan geri kazanim c¢alismalarinin sonuglari.

Serum
Parametre
THR DIE EPO TEB HEX
Bilinen miktar
20 20 20 20 20
(ng/mL)
Bulunan miktar
19,29 20,21 21,61 19,26 21,49
(ng/mL)
BSS (%) * 0,29 0,92 0,46 1,00 0,99
BH (%) 3,55 -1,05 -8,05 3,7 -7,45
Ilave edilen miktar
10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30
(ng/mL)
Bulunan miktar
(sg/mL) 484 10,31 2058 3144 519 10,36 199 292 524 996 2061 287 4,78 9,73 2018 288 49 1050 20,66 29,0
ng/m
Geri kazanim (%) 96,7 103,12 102,9 104,79 103,8 103,60 99,7 97,39 1048 99,63 1030 9569 955 97,31 1009 96,25 99,1 104,97 103,2 96,97
Geri kazanima ait BSS
)" 1,13 o073 011 020 038 08 054 043 145 077 009 045 119 159 068 026 035 087 012 054
0
Geri kazanima ait BH
329 -312 -290 -479 -382 -360 027 261 -48 037 -304 431 444 269 -091 375 09 -497 -328 3,03

(%)

*5 tekrarli analiz sonuglaridir.
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Cizelge 3.20. Idrar ile yapilan geri kazanim galigmalarmin sonuglari.

Idrar
Parametre
THR DIE EPO TEB HEX
Bilinen miktar (ng/mL) 20 20 20 20 20
Bulunan miktar (pg/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
Ilave edilen miktar
5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30 5 10 20 30
(hg/mL)
Bulunan miktar (ug/mL) 506 9,89 212 3099 531 944 201 296 49 943 190 29,3 5,14 1059 19,8 30,28 5,13 10,62 21,7 322

Geri kazanim (%)

101,2 98,92 104,8 103,31 104,5 958 1005 98,71 98,55 957 95,0

97,77 1028 104,55 99,3

100,92 1025 104,7 104,8 104,1

Geri kazamma ait BSS (%) ~

079 149 053 046 179 119 043 021 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 kazanima ait BH (%)

-126 108 -629 -331 -611 561 -055 129 145 574 491

2,23

-2,88

-5,95 0,66

-0,92

-2,54

-6,24

-8,56

7,44

*5 tekrarli analiz sonuglaridir.



Korelasyon katsayilarinin 1’e yakin olmasi, % geri kazanimlarin % 100 e yakin

olmas1 ve % BSS nin %2 civarinda olmas1 yontemin valide edildigini gostermistir.

3.3. Hizlandirilmis Bozundurma Cahsmalari

Kalibrasyon c¢alismalarindan sonra yontem segiciliginin ortaya ¢ikmasi
amaciyla hizlandirilmig bozundurma deneylerine gecilmistir. Bozundurma deneyleri
esnasinda pestisitler belirli kosullara tabi tutulmustur. Bu sartlar her biri 1, 3, 6 ve
24 saat olmak tizere; %0,3 ve %3’ lik H,O, ile oksidasyonu, 0,1 M ve 1 M NaOH
ile baz hidrolizi, 0,1 M ve 1 M HCI ile asit hidrolizi, 254 nm UV i1sik altinda
bekletilmesi ve etiiv icerisinde 100 °C’ de bekletilmesini kapsamaktadir. Sonuglar
bozundurulmamis pestisitler ile kiyaslanarak yiizde bozunmalar1 hesaplanmistir.
Calismalarin sonucu olarak olast bozunma iiriinleri 1 M NaOH sart1 altinda
bozuldugu igin pestisitlerin analizi miimkiin degildir. Ayrica 0.1 M HCI, 1 M HCI,
% 3 HyO; ve 0.1 M NaOH sartlar1 altinda ise sadece THR bozunmustur, THR
haricindeki diger pestisitlerin analizinin miimkiin oldugu gorilmiistiir. UV ve etiiv
sartlar1 altinda ise herhangi bir pestisit bozunmamig ve pestisitlerin analizinin

miimkiin oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.13. Hizlandirilmig bozundurma ¢aligmalarina ait sonuglar; 0.1 M HCI (A), 1 M HCI
(B), 0.1 M NaOH (C), 1 M NaOH (D), % 0.3 H202 (E), % 3 H202 (F), UV (G), Etiiv (H).
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3.4. Pestisitlerin DNA ile Etkilesimlerinin Incelenmesi

Bilindigi iizere tiim iilkelerde pestisitlerin kullanimi oldukg¢a yaygin bir hal
almis durumda ve yanlis pestisit kullanimlar1 sonucunda maalesef lilkemizde ve
diger iilkelerde 6lim vakalar1 ciddi oranda artmistir. Yanlis pestisit kullanilmasi,
pestisit kullanildiktan sonra yeterli siire beklemeden hasat yapilmasi ve bilingsiz
pestisit kullanimi1 sonucunda DNA’ya ciddi oranda hasar vermekte ve hatta 6liimler
goziikkmektedir, bu yiizden pestisit DNA etkilesimi giinlimiizde olduk¢a 6nemli bir
yer tutmaktadir. Pestisitler hem yenilen meyve ve sebzenin {izerinde kalint1 seklinde
kalabilecegi gibi hem de topraga karisip, topraktan da su vasitasiyla insan viicuduna
gecebilmektedir. Pestisitlerin analizinden sonra, pestisitlerin komet testi ile DNA’da
meydana getirdikleri hasarlar aragtirillmistir. DNA-pestisit kompleksine ait alikonma
zamant ve pik alanlarinin zamana gore herhangi bir degisimin olup olmadigim
belirlemek ig¢in fosfat tamponu ortaminda her bir pestisitin iizerlerine artan
derisimlerde DNA eklemesi yapilmistir. Ekleme sirasinda ve sonrasinda 2., 4., 6., 8.
ve 10. dakikalarda yapilan oOlgiimlerde pik alanlarinda herhangi bir degisim
gozlemlenmemistir. DNA-pestisit kompleksinin olusumu igin gerekli derigim
araliginin belirlenmesi i¢in toplam hacim sabit birakilarak pestisitlerin ve DNA’nin
birbirlerine gore derisimleri degistirilmis ve biitin durumlar i¢in uygun
kromatografik kosullar altinda 5 tekrarli olmak iizere sisteme enjekte edilmistir.
DNA-pestisit etkilesimlerinin incelenmesi i¢in kromatografik sartlar ise asagida
sunulmustur. Luna C18 (150 X 4,6 mm, 5 um) kolon, hareketli faz: 50 mM, pH 7

asetat tamponu (A) ve asetonitril (B) igermekte ve zamana bagli gradiyent eliisyon:

0-2 dk: %10 B

2-3dk: %20 B

3-5 dk: %20-%50 B

5-10 dk: %50-%90 B

10-15 dk: %90-%10 B

Akis hiz1 1,0 mL/dk, kolon sicaklig1 25 °C ve enjeksiyon hacmi 20 pL’dir.

70



Pestisitlerin DNA ile etkilesim derecesini gosteren baglanma sabiti (K) degeri,

Benesi-Hildebrand denklemi kullanilarak hesaplanmustir.

K=Baglanma/birlesme sabiti

Aj=Maddenin pik alani

A=DNA-madde kompleksinin pik alan1

€s=Maddenin absorpsiyon katsayisi
€n-c=DNA-madde kompleksinin absorpsiyon katsayisi

K degerinin hesaplama isleminin yapilmasi igin DNA-pestisit kompleksinin
artan DNA derisimine karsi pik alanlar1 dl¢tilmiistiir. 1 / [DNA] degerine karsi Ao/(
Ag -A) degerleri grafige gegcirilmistir. Cizilen dogrusal grafigin y eksenini kestigi
nokta €c/(€n.c-€c) degerini, egimi ise [E€c/(€n.c)]/K degerini vermektedir. Bu
hesaplamalardan elde edilen K degeri pestisitin DNA’ya baglanma sabitini

vermektedir. Bu esitlikte DNA derisimi molar olarak kullanilmaktadir.

DNA-DIE kompleksinin olusumunu saptamak amaciyla 30 pg/mL DIE
¢ozeltisi lizerine artan derisimlerde (20-60 pg/mL) DNA eklenmesi ile elde edilen
kromatogramlar Sekil 3.14. ‘de sunulmustur. Elde edilen kromatogramlarin
karsilastirllmas1  sonucunda, DIE iizerine DNA eklenmesiyle DIE’ye ait pik
alanlarinda herhangi bir degisiklik olmamistir. Bu durum DNA ve DIE arasinda

kompleks olusumunun olmadigini géstermektedir.
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Sekil 3.14. pH 7.4 fosfat tampon ¢ozeltisinde 30 pg/mL DIE iizerine artan derisimlerde
DNA ilave edilmesiyle olusan kromatogramlar.

DNA-EPO kompleksinin olusumunu belirlemek i¢in 30 pg/mL EPO ¢dozeltisi
lizerine artan derisimlerde (10-50 pg/mL) DNA ilave edilmesiyle olusan
kromatogramlar Sekil 3.15. ‘de sunulmustur. Elde edilen kromatogramlarin
karsilastirilmast sonucunda, EPO’nun alikonma zamani1 DNA ilavesi ile degisirken
artan DNA derisimlerinde pik alani hem azalmis hem de alikonma zamani
degismistir. Bu durum DNA ve EPO arasinda kompleks olusumunun oldugunu

gostermektedir.

mAU
S5 DNA

30 EPO
e

20

Dedektor Cevabi

0 biii e

3
é‘

Alikonma Zamani (dk)

Sekil 3.15. pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisinde 30 pg/mL EPO iizerine artan derisimlerde
DNA ilave edilmesiyle olusan kromatogramlar.

72



pH

7,4 fosfat tampon c¢ozeltilerinden elde edilen kromatogramlardan

yararlanarak, EPO’nun pik alanindaki degisimden 1/[DNA]’ya karsi Ao/(A-Ao)

degerleri grafige gecirildi (Sekil 3.16.) ve sonrasinda Benesi-Hildebrand esitligi

kullanilarak EPO’nun DNA’ya baglanma sabiti 5,66x10” olarak hesaplanmustir.

A-A

A

y=1,227x10*+5,66
R*=0,999

T T T T T T T
50000 100000 150000 200000 250000 300000 350000
1/DNA [M]

Sekil 3.16. pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisi icerisinde DNA-EPO etkilesimi i¢cin 1/[DNA]’ya
kars1 AO/(A-A0) grafigi.

DNA-HEX kompleksinin olusumunu belirlemek i¢in 30 pg/mL HEX ¢ozeltisi

lizerine artan derisimlerde (10-50 pg/mL) DNA ilave edilmesiyle olusan

kromatogramlar Sekil 3.17. ‘da sunulmustur. Elde edilen kromatogramlarin

karsilastirilmas1 sonucunda, HEX’in pik alani artan DNA derisimlerinde artmustir.

Bu durum DNA ve HEX arasinda kompleks olusumunun oldugunu gostermektedir.

mAU.

250+

200+

150+

Dedektdr Cevabi

100+

DNA

Sekil 3.17.

Alikonma zamani (dk)

pH 7.4 fosfat tampon ¢ozeltisinde 30 pg/mL HEX {izerine artan derisimlerde

DNA ilave edilmesiyle olusan kromatogramlar.
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pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltilerinden elde edilen kromatogramlardan
yararlanarak, HEX’in pik alanindaki degisimden 1/[DNA]’ya karsi Ao/(A-Ao)
degerleri grafige gecirildi (Sekil 3.18.) ve sonrasinda Benesi-Hildebrand esitligi
kullanilarak HEX’in DNA’ya baglanma sabiti 1,50x10* olarak hesaplanmustir.

y= 3,14 x 10° x +0,447
R’= 0,994

T T T T T T T
40000 60000 80000 100000 120000 140000 160000 180000
1/DNA [M]

Sekil 3.18. pH 7.4 fosfat tampon ¢ozeltisi icerisinde DNA-HEX etkilesimi i¢in 1/[DNA]’ya
kars1 AO/(A-A0) grafigi.

DNA-TEB kompleksinin olusumunu belirlemek i¢in 20 pg/mL TEB ¢dzeltisi
lizerine artan derisimlerde (2,5-20 pg/mL) DNA eklenmesi ile elde edilen
kromatogramlar Sekil 3.19. ‘de sunulmustur. Elde edilen kromatogramlarin
karsilastirilmasi sonucunda, TEB’in pik alan1 artan DNA derisimlerinde artmistir. Bu

durum DNA ve TEB arasinda kompleks olusumunun oldugunu géstermektedir.
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T
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Sekil 3.19. A) pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisinde 20 ug/mL TEB iizerine artan derisimlerde
DNA ilave edilmesiyle olusan kromatogramlar, B) DNA’ya ait kromatogramlarin yakindan
goriiniimii, C) TEB’e ait kromatogramlarin yakindan goriiniimii.

pH 7,4 fosfat tampon c¢ozeltilerinden elde edilen kromatogramlardan
yararlanarak, TEB’in pik alanindaki degisimden 1/[DNA]’ya karst Ao/(A-Ao)
degerleri grafige gecirildi (Sekil 3.20.) ve sonrasinda Benesi-Hildebrand esitligi
kullanilarak TEB’in DNA’ya baglanma sabiti 5,62x10" olarak hesaplanmustir.

3.5 4
n
3.0
y=2,02x10°x-0,11

251 R?=0,991
< 204
NS
< 154

1.0 4 u

0.5 y

-
0.0 T T T T T
0 300000 600000 900000 1200000 1500000 1800000

1/DNA [M]

Sekil 3.20. pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisi igerisinde DNA-TEB etkilesimi i¢in 1/[DNA]’ya
kars1 AO/(A-A0) grafigi.
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DNA-THR kompleksinin olusumunu belirlemek i¢in 5 pg/mL THR ¢dzeltisi
tizerine artan derisimlerde (2,5-30 pg/mL) DNA eklenmesi ile elde edilen
kromatogramlar Sekil 3.21. ‘de sunulmustur. Elde edilen kromatogramlarin
karsilastirilmasi sonucunda, THR ’nin pik alan1 artan DNA derisimlerinde azalmis ve
alikonma zamani degismistir. Bu durum DNA ve THR arasinda kompleks

olusumunun oldugunu gostermektedir.

THR A
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1000

800 -

Dedektor Cevabi

DNA

Alikonma Zamani (dk)
mAU
1400 THR B
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Dedektdr Cevabi

600 -

400+

200

e B S S L S S S T e S T S
6 6.5 & 75 8 85 9

Alikonma Zamani (dk)

Sekil 3.21. A) pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisinde 5 pg/mL THR {iizerine artan derisimlerde
DNA ilave edilmesiyle olusan kromatogramlar, B) THR’ye ait kromatogramlarin yakindan
gorinimi.

pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltilerinden elde edilen kromatogramlardan
yararlanarak, THR’nin pik alanindaki degisimden 1/[DNA]’ya karst Ao/(A-Ao)
degerleri grafige gecirildi (Sekil 3.22.) ve sonrasinda Benesi-Hildebrand esitligi
kullanilarak THRnin DNA’ya baglanma sabiti 1,10x10° olarak hesaplanmaistir.
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Sekil 3.22. pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisi igerisinde DNA-THR etkilesimi i¢gin 1/[DNA]’ya
kars1 AO/(A-A0) grafigi.

3.5. Pestisitlerin DNA Hasarmin Incelenmesi ve Komet Testi Sonuclar

Tiim 6rneklere ait dublike galisilan 2 lamdan toplam 100 adet hiicre sayilarak
Ortalama Kuyruk yogunlugu (Tail Intensity) degerleri standart hata ile Cizelge

3.21.’de sunulmustur.
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Cizelge 3.21. Ortalama kuyruk yogunlugu degerleri.

Ortalama Kuyruk Yogunlugu + Standart hata (SEM)
Coziicii Kontrol (%0,1 DMSO) 4,984319 + 0,8342
Kontrol 5,960952 + 0,6997
Pozitif kontrol (50 pM H,0,) 37,76435 £ 2,1253*
5 nug/mL 6,825532 +0,9243
10 pg/mL 7,53588 + 0,8884
. 20 pg/mL 6,666767 = 0,7889
DIE
30 pg/mL 7,503403 + 0,9955
5 pg/mL 7,924911 + 0,9309
10 pg/mL 7,931495 +1,0932
20 pg/mL 7,603637 +1,1856
EPO
30 ug/mL 10,023 + 1,1538*
5 pg/mL 6,889824 + 1,0467
10 pg/mL 9,434132 +1,2938
20 pg/mL 12,32297 +1,4739*
HEX
30 pg/mL 14,33909 + 1,6246*
5 pg/mL 7,758927 + 0,9668
10 pg/mL 9,605769 + 1,3985*
20 pg/mL 13,37552 + 1,5770*
TEB
30 pg/mL 20,10524 + 1,6835*
0.1 pg/mL 5,695415 + 0,7129
0.3 pg/mL 7,85767 + 1,057
1 ug/mL 9,046317 +1,2676
THR 3 pg/mL 18,62996 + 1,8849*
5 pg/mL 40,54712 + 2,0908*

* Kontrol ve ¢oziicli kontrol ile karsilagtirildiginda, p<0,05, tek yonlii Anova

Komet testi ile bulunan ortalama kuyruk yogunlugu degerlerine gore test edilen

pestisitlerin neden olduklart DNA hasarlar Sekil 3.23deki grafiklerde sunulmustur.

78



DIE

I T I T I

Ortalama Kuyruk Yogunlugu

O L N W H» U1 O N 0 ©
1

Solvan 5 ppm 10 ppm 20 ppm 30 ppm
kontrol

EPO

12 4 *

10 -

s
6 -
4
2
0 x x

Ortalama Kuyruk Yogunlugu

Solvan 5 ppm 10 ppm 20 ppm 30 ppm
kontrol

Sekil 3.23. Pestisitlerin neden olduklari DNA hasarlarina ait sonuglar.
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Sekil 3.23.Devam Pestisitlerin neden olduklart DNA hasarlarina ait sonuglar.
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Sekil 3.23.Devam Pestisitlerin neden olduklart DNA hasarlarina ait sonuglar.

Komet testinden elde edilecek sonuclarda DNA’daki kuyruk yogunlugunu,
kontrol ve test kimyasallar1 gruplarinda tek yonlii anova kullanilarak yapilmistir.
Post-hoc analizler (gruplar arasindaki fark) Fischer LSD (Fisher’s Least Significant
Difference test. En az énemli fark testi) testi ile yapildi. Istatiksel anlamlilik sinir1
p<0,05 olarak alindi. Her bir 6rnek i¢in dublike calisilarak tiim 100 sayima ait
degerler istatistiksel (SPSS Windows Release 20,0 kullanilarak) olarak

degerlendirilmistir.

3T3 hiicrelerine 5, 10, 20 ve 30 pg/mL derisimlerde uygulanan THR, DIE,
TEB, HEX ve EPO komet testi ile DNA hasarimi indiikleyip indiiklemedikleri
arastirilmistir. ilk calismamizdan elde edilen sonuglarda THR test edilen 5 pug/mL
derisimde oldukga fazla DNA hasarina neden olmustur, 10 pg/mL derisiminde ghost
hiicreler (DNA’min dagilip tamamen bulut seklinde gozlenmesi) nedeniyle
mikroskopta software ile sayim yapilamadigi, 20 ve 30 pg/mL derisimlerinde ise
sitotoksik etkili oldugu goriildiigiinden; THR i¢in 0,1, 0,3, 1 ve 3 pg/mL’lik

cozeltiler hazirlanarak komet testi tekrar edilmistir.
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Elde edilen verilere bakilarak, THR’nin 0,1 ve 0,3 pg/mL’de DNA hasarini
artirmadigi, 1 pg/mL derisimde DNA hasarimi artirdigi ama bu artis miktarinin
istatistiksel ac¢idan anlamli olmadigi (p>0,.05) bulundu. 3 ve 5 pg/mL’lik
derisimlerde ise THR DNA hasarini anlamli (p<0,05) olarak artirmaktadir. Hatta 5
pg/mL derisimde pozitif kontrol olarak kullanilan 50 pM H;0;’den daha fazla
kuyruk yogunlugu oldugu bulundu fakat istatistiksel olarak anlamsizdir (P>0,05).
DIE test edilen 5, 10, 20 ve pg/mL derisimlerde kuyruk yogunlugu degerlerini
artirmamis, kontrolle karsilastirildiginda DNA hasarini indiiklememistir. TEB 10, 20
ve 30 pg/mL derigsimlerinde DNA hasarin1 anlamli olarak artirmaktadir (p<0,05).
HEX 20 ve 30 pg/mL derisimlerinde DNA hasarini anlamli olarak artirmaktadir
(p<0,05). EPO ise test edilen 5, 10, 20 ve 30 pug/mL derisimlerinden sadece 30
ng/mL’de DNA hasarinin kontrole gore anlamli bir sekilde arttirdigi goriilmistiir
(p<0,05).
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4. TARTISMA

Bu ¢alismada mantarlara kars1 kullanilan pestisitlerden Tiram, Epoksikonazol,
Hekzakonazol, Tebukonazol ve Dietofenkarb’in ters faz s1vi kromatografisi yontemi
ile es zamanli analizleri igin gerekli parametreler belirlenmis ve belirlenen
parametreler kullanilarak es zamanl analizler yapildi. Bu analizler sonucunda farkl
kolon, farkli hareketli faz kompozisyonlari, degisik molaritelerde tampon c¢ozelti,

akis hiz1 ve sicaklik parametreleri kullanilarak en iyi sartlar saptanmistir.

Alisilagelmis kolonlar ile yeni nesil kolonlar kiyas edildiginde yeni nesil
kolonlar daha kisa siirede daha keskin pik sekilleri verir, hareketli faz pH
degisimlerinden sonra daha hizli kolon sartlanmasini saglar, ¢oziicii sarfiyatini
azaltip ¢evreye daha duyarlidirlar ve daha hassas tayinlere olanak saglarlar. Luna
C18 kolon, ligandlarin silika yiizeyine bagli oldugu bir oktadesil silan olup, biiyiik
metilen segiciligi sunan ¢ok hidrofobik duragan fazli bir C18 ters faz kolonudur.
Luna CI18 kolon fazinin polar olmayan u¢ kaplamasi, silanol etkilesimlerini
neredeyse ortadan kaldirir. Boylece, daha istikrarlt bir akig saglarlar, daha az giiriilti,
daha fazla kararli alikonma zaman1 ve daha fazla tekrar edilebilen sonuglar1 ortaya
cikarabilmektedirler. Bu sayede ayrim giicinde herhangi bir kayip olmaksizin

yiiksek hizli analizler gergeklestirilebilir.

Yaptigimiz ¢aligmalarda, daha once yapilmis olan ¢aligmalara gore analiz
stiresi oldukga kisalmistir. 5 farkl pestisitin 6,5 dakika gibi kisa bir siirede herhangi
bir girisim etkisi olmadan analiz edilebilmesi, gelistirilen yontemin istiinliigii olarak
one ¢ikmaktadir. Ayirim giicli bakimindan incelendiginde ise Onceden yapilan
caligmalara gore ¢ok daha 1yi bir ayrim yapildigini goérmekteyiz, segicilik agisindan
bakildiginda ise ¢ok iyi bir segicilik ile ¢alismamizi siirdiirdiigiimiiz gorilmiistiir ve
hatta ¢6ziicii sarfiyatini azalttigimizdan dolay1 yaptigimiz bu ¢alismamiz yesil kimya

alaninda da ciddi anlamda 6ne ¢ikmaktadir.
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Elde edilen veriler dogrultusunda, Tiram, Epoksikonazol, Hekzakonazol,
Tebukonazol ve Dietofenkarb’in ayni1 anda analizi i¢in kesin, duyarli, hizli, dogru ve
kolay analiz yontemi gelistirilmis ve gelistirilen yontem zirai ilag, insan biyolojik

ornekleri, elma, toprak ve farkli su numunelerine basariyla uygulanmistir.

Insan saghgmna dogrudan etkileri bulunan Tiram, Epoksikonazol,
Hekzakonazol, Tebukonazol ve Dietofenkarb’in DNA ile etkilesimlerinin ilk kez
kromatografik olarak incelenmesi ve DNA hasarmin arastirilmasi da bu tez
caligmasinin literatiire katkisidir. Yanlis pestisit kullanilmasi, pestisit kullanildiktan
sonra yeterli siire beklemeden hasat yapilmasi ve bilingsiz pestisit kullanimi
sonucunda DNA’ya ciddi oranda hasar vermekte ve hatta 6liimler géziikmektedir, bu
yiizden pestisit DNA etkilesimi giinlimiizde oldukca onemli bir yer tutmaktadir.
Literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde, DNA-madde etkilesimleri i¢in c¢ogunlukla
spektroskopik ve elektrokimyasal yontemler kullanilsa da gelistirilen kromatografik
yontemin sunmus oldugu dogal 6zgiillik ve duyarliligi, kromatografik yontemlerin

bu alanda kullanilabileceginin bir gdstergesidir.

Bu pestisitlerin DNA ile etkilesimleri ve DNA hasarlar1 incelendiginde,
Dietofenkarb’in DNA’ya afinitesinin en az oldugu, Tiram’in ise DNA’ya en yiiksek
oranda baglanan ve en fazla zarar veren pestisit oldugu bulunmustur. Epoksikonazol,
Hekzakonazol ve Tebukonazol ise DNA’ya 10* mertebesinde baglanmaktadir. Sonug
olarak, calisilan 5 pestisitin kimyasal yapilar1 da degerlendirildiginde, kiikiirt ve azot
tirevi igeren farkli bilesiklerin de DNA’ya karsi afinite ve hasarlarinin ytiksek

olabilecegi soylenebilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kromatografik yontemler, eczacilik, gida, tarim ve klinik caligmalarda
bilesiklerin diisiik derisimlerde analizlerinin yapilabilir olmasi, numunelerin kisa
siirede ve kolay hazirlanabilir olmasi, analiz siiresinin kisa olmasi, bilesiklerde
bulunan katki maddelerinin analiz sonucunu etkilememesi nedeni ile siklikla
kullanilmaktadir. Ayrica pahali ve az miktardaki pestisitlerin analizinde de ¢ok az
miktarda numunenin yeterli olmasi1 kromatografik yontemlerin 6nemli bir avantajidir.
Tiram, Epoksikonazol, Hekzakonazol, Tebukonazol ve Dietofenkarb pestisitlerinin
es zamanl olarak zirai ilag, ¢gesme suyu, atik su, kuyu suyu, elma, insan idrar ve
ticari olarak satilan serum numunelerinden miktar tayinine yonelik gergeklestirilen
ilk defa gelistirilen bu yontem ve bu pestisitlerin DNA ile baglanmasinin
kromatografik yontemlerle incelenmesi ayrica DNA hasarlarinin agiklanmasi tez

calismalarinin literatiire katkisidir.

5 farkli pestisitin 6,5 dakika gibi kisa bir siirede herhangi bir girisim olmadan
analiz edilmesi ayrica DNA-pestisit etkilesimlerini arastirmak ic¢in genellikle
spektroskopik ve elektrokimyasal yontemler kullaniliyor olsada, hassasiyetleri
sayesinde kromatografik yontemlerin de kullanilabilecegini gostermesi acisindan

Onemlidir.
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OZET

Baz Pestisitlerin Ayirma Yontemleri ile Analizi, Pestisit-DNA Etkilesimin Incelenmesi
ve DNA Hasarimin Arastirilmasi

Bu tezin amaci mantarlara karst kullanilan pestisitlerden Tiram, Epoksikonazol,
Hekzakonazol, Tebukonazol ve Dietofenkarb’in ters faz sivi kromatografisi teknigi ile ilk
kez es zamanli bir sekilde tayin edebilmektir. Bunun i¢in, bir ¢ok sabit faz deneyerek
maddelerin ayrimlart i¢in ideal olan sabit faz bulunmustur. Ayrica, akis hiz etkileri, farkl
derisimlerde tampon ¢ozeltileri, sicakliklarin etkileri, ¢esitli hareketli faz kompozisyonlart
gibi ¢alisma kosullar1 da optimize edilmistir. LUNA C18 (150 x 4,6 mm, 5um) kolon ve
metanol: tampon ¢ozelti (5 mM, amonyum asetat), 77,5:22,5 (h/h) hareketli faz
kompozisyonunu kullanarak ideal kromatografik ayrim yapilmistir. Analizler 220 nm dalga
boyunda, 1mL/dk akig hizinda ve 25 °C sicaklikta yapilmistir. Validasyon caligsmalari
neticesinde galigilan tiim pestisitler ¢6ziicii, elma suyu, toprak, icme suyu, kuyu suyu, atik su,
sentetik serum, idrar numunelerinde 0,5-100 pg/mL araligmnda (R*>0,990) dogrusallik
sergilemistir. Her matriksde elde edilen tayin alt sinirlar1 yontemin hassasiyetini gosterirken,
giin i¢i ve gilinler arasi tekrar edilebilirlik ¢aligmalari sonucunda %?2’den daha diisiik bulunan
bagil standart sapma degerleri de yontemin kesinligini gostermistir. Ayrica geri kazanim
caligmalar1 sonunda %93-107 arasinda degisen geri kazamim degerleri ydntemin
dogrulugunu gostermistir. Onerilen hizli ve duyarh ters faz sivi kromatografisi yontemi
Tiram, Epoksikonazol, Hekzakonazol, Tebukonazol ve Dietofenkarb’in es zamanli miktar
tayinleri igin olduk¢a basit numune hazirlama prosediirii ile ¢evre ve gida kalite kontrol
laboratuvarlarinda kolaylikla uygulama imkan1 sunmaktadir.

Tezin ikinci bolimiinde ise Tiram, Epoksikonazol, Hekzakonazol, Tebukonazol ve
Dietofenkarb’in DNA ile etkilesimlerinin kromatografik olarak incelenmesi ve DNA hasar1
arastirilmigtir.  Yanlis pestisit kullanilmasi, pestisit kullanildiktan sonra yeterli siire
beklemeden hasat yapilmasi ve bilingsiz pestisit kullanimi1 sonucunda DNA’ya ciddi oranda
hasar vermekte ve hatta Oliimler goziikmektedir, bu ylizden pestisit DNA etkilesimi
giiniimiizde olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu amagla, pestisitlerin derigimleri sabit
tutularak her birine artan derisimlerde DNA ilavesi yapilmis ve pestisitlere ait pik alan
degerleri incelenerek baglanma katsayilar1 hesaplanmigtir. Dietofenkarb ile DNA arasinda
herhangi bir etkilesim gozlenmezken, Epoksikonazol, Hekzakonazol ve Tebukonazol igin
baglanma katsayilar1 sirasiyla, 5,66x10%, 1,50x10* ve 5,62x10" olarak bulunmustur.
incelenen pestisitlerden Tiram, 1,10x10° baglanma katsayisi ile DNA’ya karst en yiiksek
afiniteyi sergilemistir. Bu pestisitlerin DNA hasarlar1 incelendigi zaman, Tiram 3 ve 5
ng/mL’lik derisimlerde DNA hasarini anlamli olarak artirmaktadir. Dietofenkarb test edilen
5,10, 20 ve
30 pug/mL derisimlerde kuyruk yogunlugu degerlerini artirmamis, kontrolle
karsilastirildiginda DNA hasarii indiiklememistir. Tebukonazol, 10, 20 ve 30 pg/mL
derisimlerde DNA hasarin1 anlamli olarak artirmaktadir. Hekzakonazol, 20 ve 30 pg/mL
derisimlerde DNA hasarmi anlamli olarak artirmaktadir. Son olarak, Epoksikonazol ise,
sadece 30 pg/mL’de DNA hasarini kontrole gore anlamli olarak artirmaktadir.

Anahtar Sozciikler: 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,
5um) 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 pg/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* 1.50x10* and 5.62x10%
respectively. Among the pesticides examined, Tiram exhibited the highest affinity for DNA
with a binding coefficient of 1.10x10°. When DNA damage of these pesticides is examined,
Tiram significantly increases DNA damage at 3 and 5 pg/mL concentrations. Dietofencarb
did not increase tail density values at the 5, 10, 20 and pg/mL concentrations tested and did
not induce DNA damage compared to control. Tebuconazole significantly increases DNA
damage at 10, 20 and 30 ug/mL concentrations. Hexaconazole significantly increases DNA
damage at 20 and 30 pg/mL concentrations. Finally, Epoxiconazole significantly increases
DNA damage at only 30 pg/mL compared to control.

Keywords: Dietofencarb, Epoxiconazole, Hexaconazole, HPLC, Pesticides, Tebuconazole,
Tiram.
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