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Insan saglig1 agisindan son derece ciddi riskler tasiyan pestisitlerin farkli gevre érneklerinde
yiiksek dogrulukta ve duyarlilikta tayin edilebilmeleri son yillarda biiyiik 6nem kazanmustir.
Pestisitlerin atiksu numunelerinde eser seviyelerde tayinleri, su aritim sistemlerinde bu
pestisitlerin aritilmalarina yonelik strateji  gelistirilmesi ve evsel kullanim suyuna
kontaminasyon riskinin dogru bir sekilde belirlenebilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu
amacla simdiye dek literatiirde bir¢ok farkli pestisit tiirleri i¢in farkli mikroekstraksiyon
teknikleri tizerine ¢alisilmis olup bu pestisitlerin var olan yontemlere kiyasla daha dogru ve
duyarli bir yontemle tayin edilebilmelerine yonelik yeni stratejiler gelistirilmeye devam
etmektedir. Bu caligma kapsaminda akillt sivi s1vi mikroekstraksiyon ve ikili dagitici sivi sivi

mikroekstraksiyon stratejileri kullanilarak Kklorflurenol ve prokimidon analitlerinin es
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OZET (devam ediyor)

zamanl olarak atiksu matrikslerinde yiiksek dogruluk ve duyarlilikta tayinlerinin yapilmasi
amaglanmistir. Bu kapsamda 6nderistirme yontemlerinin tiim degisken parametreleri optimize
edilerek optimum sartlar altinda her iki yontemin de analitik performans degerleri tespit
edilmistir. Akilli stv1 s1vi mikroekstraksiyon yonteminde klorflurenol ve prokimidon analitleri
icin gozlenebilme limitleri sirastyla 3.5 pg L™ ve 0.44 ug L™ olarak bulunmus olup &nderistirme
islemi yapilmayan dogrudan tayin yontemine kiyasla duyarlilikta sirasiyla 17 ve 159 kat
iyilestirme saglanmustir. ikili s1vi sivi mikroekstraksiyon yonteminde ise klorflurenol ve
prokimidon analitleri igin gdzlenebilme limitleri sirastyla 0.57 pg L ve 0.30 pg Llolarak

bulunmus olup bu yontemde ise sirasiyla duyarlilikta 105 ve 233 kat iyilestirme saglanmustir.

Sistem analitik performansi tespiti sonrasi yiizde geri kazanim caligmalar ile gelistirilen
analitik yontemlerin atiksu sistemlerine uygulanabilirligi test edilmistir. Gelistirilen ikili
dagitict sivi sivi mikroekstraksiyon yonteminin gercek numunelerde etkinligini test etmek
amaci ile tiniversite atiksuyu, baraj golii ve hastane atiksuyu 6rneklerinde standart ilave (spike)
calismalar1 yapilmis ve her iki analit igin geri kazanim degerleri %87.3-116.5 araliginda tespit
edilmistir. Diger gelistirilen akilli siv1 sivi mikroekstraksiyon yonteminde ise ileri biyolojik
atiksu aritma tesisi, hastane atiksuyu ve sulama kanali atiksuyu 6rneklerinde analit spike
caligmalar1 yapilmis ve her iki analit i¢in geri kazanim degerleri %86.3-115.4 arasinda tespit
edilmistir. Geri kazanim sonuglarinin %100’e yakin olmasi gelistirilen yontemlerin gergek

numunelere uygulanabilir oldugunu kanitlamistir.

Anahtar Kelimeler: Pestisitler, Klorflurenol, Prokimidon, Ikili dagitict sivi  sivi

mikroekstraksiyon, Akilli sivi sivi mikroekstraksiyon, GC-MS

Bilim Kodu: 615.01.00
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In recent years, the determination of pesticides which pose great risks to human health has
gained importance in different environmental samples. The determination of pesticides at trace
levels in wastewater systems is extremely important because it helps to develop effective
treatment strategies for the removal of contaminants from wastewater systems. For this purpose,
different microextraction strategies have been used in the literature and each strategy provides
new contributions towards high accuracy and sensitivity. Within the scope of this thesis, two
accurate and sensitive methods namely: switchable liquid-liquid microextraction and binary
liquid-liquid microextraction were used to preconcentrate clorflurenol and procyimidone from
wastewater matrices. All experimental parameters of the two analytical methods were
optimized and the analytical performance of each system was determined under the optimum

conditions obtained.
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ABSTRACT (continued)

After determination of the system’s analytical performance, applicability of the developed
methods was validated by recovery studies in wastewater matrices. The limits of detection
determined for clorflurenol and procymidone using switchable liquid-liquid microextraction
was 3.5 pg L't ve 0.44 pg L2 for clorflurenol and procymidone, respectively. The enhancements
in detection power recorded by this method for clorflurenol and procymidone were 17 and 59
folds, respectively. Similarly, the limits of detection determined using the binary dispersive
liquid-liquid microextraction was 0.57 pg L™ ve 0.30 pg L, respectively. The enhancements
in detection power recorded over the conventional GC-MS were 105 and 233 folds for
clorflurenol and procymidone, respectively. Spike studies were carried out to test the
effectiveness of the analytical method in real wastewater samples by determining percent
recoveries. Application of binary dispersive liquid-liquid microextraction to university
wastewater, dam lake and Hospital wastewater samples spiked with the two analytes yielded
percent recoveries in the range of 87.3-116.5%. Similarly, spiked recovery tests performed
municipal wastewater, hospital wastewater and irrigation canal water using the switchable
liquid-liquid microextraction method produced results in the range of 86.3-115.4%. The

closeness of the results to 100 validates both methods as accurate and applicable to real samples.

Keywords: Pesticides, Clorflurenol, Procymidone, Binary Dispersive Liquid-Liquid

Microextraction, Switchable Solvent Liquid-Liquid Microextraction, GC-MS
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 PESTISITLER

1.1.1 Pestisitlerin Tanimi

Amerika Cevre Koruma Dairesi (U.S. Environmental Protection Agency, EPA)’ne gore;
tarimsal liretimi olumsuz yonde etkileyen hasereler, kemiriciler, mantarlar ve yabani otlar gibi

zararlilara kars1 kullanilan fiziksel, kimyasal veya biyolojik ajanlara pestisit adi verilir [1].

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii’niin (FAO) tanimma goére pestisitler, bitki
zararlilarini; insan ya da hayvan hastaliklarini tagiyan organizmalari; gida, tarim iiriinleri, ahsap
ve ahsap iriinleri ya da hayvan yemlerinin iretim, islenme, depolanma, nakliye ya da
pazarlanmasinda zarara neden olan istenmeyen bitki ya da hayvan tiirlerini engellemek, yok

etmek ya da kontrol altina almak icin kullanilan, madde ya da madde karigimlaridir [2].

1.1.2 Pestisitlerin Uretimi ve Kullanimi

Tarih boyunca insanlar, gida kaynagi olarak kullandigi her tiirlii tirtinti mikroorganizmalardan
koruma ¢abasi igerisinde olmuslardir. Bu amagla simdiye dek, genelde pestisit olarak
adlandirilan bir ¢ok farkli kimyasal madde kullanmiglardir. Milattan énce (M.O.) 1500 yillarina
ait kayitlara gore o donemdeki insanlar bit, pire ve esek arilarina karsi pestisit kullanmiglardir.
Kaynaklara gore; kiikiirt ve arsenik tarihte kullanilan ilk pestisitlerdir. Kiikiirt, Cinliler
tarafindan M.O. 1000 yillarinda fumigant olarak, 1800°lii yillarda Avrupa’da ise fungisit olarak
kullanilmis olup giiniimiizde ise 6nemli bir pestisit olarak kullanilmaya devam edilmektedir.
16. yiizyilda, Japonlar balina yagi ve sirke karisimlarini, Cinliler arsenik i¢eren bilesikleri, 17.
yiizy1l sonlarinda, tiitiin yapraklarindan elde edilen sivilari, 19. yiizyilda ise bakir siilfat, kireg

gibi maddeler pestisit olarak kullanilmiglardir [3, 4].



1930’Iu yillardaki ilerlemelerle birlikte modern sentetik kimya biliminde birgok pestisit
gelistirilmistir. Organik insektisitlerin dnemli bir kismi, Almanya’da Schrader onciiliigiinde bir
grup kimyager tarafindan sentezlenmistir. Bu madelerin son derece toksik oldugu anlasilmis ve
bunlarin bir kism1 ayn1 zamanda |I. Diinya Savasinda nazilerin kontroliinde kimyasal savas
silaht olarak kullanilmistir. Sinir gazi olarak nitelendirilen ve etkin kimyasal silah olan Tabun
ve Sarinin sentezi sir olarak saklanmistir. Schrader 1944 yilinda, daha dayanikli bir bilesik olan
paration ve oksijen analogu paraoksonu sentezlemistir. II. Diinya savasindan sonra da organik
yapidaki petisitlerin tiretimi ve kullanim1 6nemli 6l¢iide artmistir. Pestisit kullaniminin artmasi
sonucu su, toprak, hava ve besin zincirinde kalinti kirliligi meydana gelerek tiretim ve kullanim

asamalarindaki hatalar ile akut ve kronik zehirlenmelerde artis oldugu gozlenmistir [1, 4, 5].

Pestisitlerin tarimsal alanda kullanilmasi, alinan mahsiil miktarinda ciddi bir artis meydana
getirmektedir. 1930’lu yillarin sonunda, gida olarak tiiketilmeyen pamuk ve tiitiin gibi
tirtinlerde diklorodifeniltrikloretan (DDT) kullanilmistir. Bunun devaminda diinyada insektisit,
herbisit ve fungusitlerin kullanimi1 artmistir. II. Diinya savasindan sonra bat1 iilkeleri gida
iretimini arttirmak amaciyla pestisitlerle miicadelede kullanilan tarim ilaglarinin
gelistirilmesine yonelik calismalar yapmistir. Bu ¢alismalar neticesinde, giiniimiizde kullanilan
pestisitler ile birlikte diger tarim ilaglarinin da ortaya ¢ikmasi saglamistir. Bu pestisitlerin
modern tarim yapilirken asir1 tiikketimi bazi olumsuz etkilerin gozle goriiliir sekilde artmasina
sebep olmustur. Yeryliziindeki flora ve fauna zarar goérmiis, yer alt1 sulari, yiizeysel sular ile

denizler de kirlenmistir [6].

Gilinlimiizde modern tarim uygulamasi esnasinda pestisitlerin yaygin kullanilmalar1 bazi
problemlere sebep olmustur [7]. Bunun nedenlerinden birisi; besin yoluyla aldigimiz gidalarda
hangi oranda olmas1 gerektigine dair yeterli bilgi bulunmamasidir. Mesela ¢iftlik hayvanlar
pestisit bulasmis bitkilerle beslendiginde pestisit kalintilar1 hayvanin viicudunda “gut”
bakterisine doniiserek yer almaktadir. Bu hayvanlarin etinin tiikketilmesi sonucu bu kimyasallar

insan viicudunda 6zellikle de ¢ocuklarda birikmekte ve hastaliklara neden olmaktadir [8].

1950 yillarinda Amerika’da gida maddesi olmayan bazi iiriinlerde DDT nin kullanilmasi,
toprag1 ve sular kirletmistir. Bu nedenle, pek ¢ok hayvan cesidinin (mesela Antartika’daki
penguenlerin) olumsuz yonde etkilenmesine sebep olmustur. Cok ¢esitli hayvan tiirleri pestisit
kirliligi sebebiyle diinyadan yok olma tehlikesi ile karsi karsiya kalmistir. Ayrica bazi

calismalara gore pestisitler, topraktaki bir takim mikroskobik tiir canlilar1 da etkilemektedir.



Bazi pestisitler ¢cok giiclii oldugu i¢in hedef organizmanin yani sira insan sagligini ve gevreyi

de olumsuz yonde etkilemektedir [9].

1.1.3 Pestisitler ve Cevre

Pestisitlerin puiskiirtiillerek uygulanmasi sirasinda bir kismi buharlagma ve dagilma nedeniyle
kaybolurken, diger bir kismi ise bitki tizerinde ve toprak yiizeyinde birikmektedir. Havaya
karisan pestisit riizgarlarla tasinabilmekte; yagmur, sis veya kar yagis1 gibi hava olaylariyla
tekrar yeryiiziine donebilmektedir. Boylelikle hedef olmayan diger organizma ve bitkilere
ulagan pestisit, bu tiirler tizerinde toksik etkiye sebep olabilmektedir [10].

Pestisitlere bakarken sadece zararlilar1 6ldiiren ya da kontrol eden kimyasal maddeler olarak
goriilmemelidir. Nasil ki bir saglik ilaci insanla birlikte ele aliniyorsa, bir pestisitte kullanim
alaninda hastaliklariyla, zararlariyla, bitkiyle, insanla, ¢evre ve ¢evredeki diger tiir canlilarla
birlikte degerlendirilmelidir. Talimatlara ve teknik kisi tarafindan verilen agiklamalara
uyulmadan kullanilan pestisitler, tiiketime sunulan iirlinler iizerinde ya da cevrede (su
kaynaklar1, toprak gibi) kalinti birakmakla birlikte iiretimi, formiilasyonu ve tatbikati
gerceklestirenler ile ilaglanmis iirlinleri yiyenler tarim ilaglarinin tehlikelerine maruz

kalabilmektedirler.

Yogun ve bilingsiz bir sekilde pestisit kullaniminin sonucunda gidalarda, toprak, su ve havada
kullanilan pestisitin kendisi ya da par¢alanma tiriinleri kalabilmektedir. Pestisit kalintilarinin
onemi ilk kez 1948 ve 1951 yillarinda insan viicudunda organik klorlu pestisitlerin kalintilarmin
bulunmasiyla anlagilmistir. Pestisitlerin bazilar1 toksikolojik agidan bir zarar olusturmazken,
bazilarinin kanserojen, sinir sistemini etkileyici ve hatta mutasyon olusturucu etkileri
saptanmistir. Pestisit kalintilarinin en 6nemli kaynag: gidalardir. Bu nedenle 1960 yilinda FAO
ve diinya saglik orgiiti (WHQO) ‘“Pestisit Kalintilar1 Kodeks Komitesi”ni kurmus ve bu
komitenin caligmalari sonucu konu ile ilgili tanimlamalar yapilarak, bilimsel arastirma
verilerine dayanilarak gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum kalinti degerleri
saptanmistir. Ulkemizde de tarimsal iiriinlerde kullanilan pestisitlerin gidalarda bulunmasi

miisaade edilebilir maksimum miktarlari {irin ve ilag bazinda belirlenmistir [3].



1.1.3.1 Sularda pestisit kalintisi

Diinya niifusunun biiyiik bir kism1 i¢in 6nemli igme suyu kaynaklarini olusturan yer alt1 sular1
ve ylizey sularinin kalitesi, su ortamina karisan pestisitler sebebiyle siirekli olarak diismektedir.
Pestisitler mahsullere piiskiirtiilerek uygulandiginda, sularda en yiiksek derisim seviyeleri,
baharda karlar tamamen eridiginde elde edilmistir. Pestisitlerin sucul ortama gegislerinin birgok
kaynagi vardir. Pestisitler hem alan kaynaklart hem de noktasal kaynaklardan gelebilmektedir.
Hatta hava yoluyla uzun mesafeler boyunca bile taginabilmektedir. Pestisitler sucul ¢evrede
bulunduklarinda gesitli proseslere maruz kalmaktadir. Fiziksel (birikme, seyrelme, tortu ve
difiizyon), kimyasal (hidroliz ve oksitlenme) ve biyokimyasal (biyolojik bozunma, biyolojik
taginma ve biyolojik birikme) olabilen bu prosesler, bu toksik maddelerin seviyelerinde 6nemli
bir artisa neden olmaktadir. Pestisitlerin sucul organizmalarda birikmesi geri doniisiimii
olmayan bir¢ok tehlikeye yol agabilmektedir. Son zamanlarda, insanlar herhangi bir kimyasal
bilesikler ve endiistriyel kirliliklerden daha ¢ok ve sik olarak pestisitlerle temas etmektedirler.
Bu yiizden pestisitlerin 6zelliklerinin bilinmesi oldukca énemli olmakla birlikte, ¢evrede bu
bilesiklerin nerelerde ve nasil biriktigi 6zellikle dogal su kaynaklari agisindan son derece
Kritiktir [11].

1.1.3.2 Pestisitlerin insan saghgi agisindan etkileri

Pestisitler diinya pazarimi doldurabilecek yeterli gida tiretiminin olabilmesi igin modern gida
iretiminde onemli bir yere sahiptirler. Artan diinya niifusu ile ortaya ¢ikan gida ihtiyacini

karsilayabilmek i¢in giiniimiizde yogun bir sekilde tikketilmektedirler [12].

20. yiizy1l ortalarinda diinyada organik pestisitlerin satisinda ve kullaniminda ciddi artig
gbzlenmistir. Bu artis sonucunda toksik kimyasallar hem ¢evreye hem de insan sagligi tizerinde
cok zararli etkilere neden olmustur. Ayrica uzun siireden beri kullanimi yasakli olmasina
ragmen DDT ve toksafen, kutuplarin yiiksek kisimlart gibi yeryiiziiniin iicra bolgelerinde bile
bulunabilmektedir. Bu durum da pestisitlerin global hava sirkiilasyonuyla tasindigini
gostermektedir [13].

Pestisitler viicuda alindiklarinda bir kismi enzimler etkisiyle bozunarak viicuttan atilmaktadir.
Diger bir kismu1 ise de viicutta birikim yaparak toksisite gostermektedirler [14]. Pestisitlerin

insan viicuduna niifuzu deri, solunum ve sindirim yollar1 ile ger¢eklesmektedir. Zehirlenme



olay1 akut (tek seferde yiliksek doz) ya da kronik (birikim sonucu uzun siirede) olabilmektedir.
Kronik zehirlenme sonucu akciger hastaliklari, beyinde hasar ve kanser gibi hastaliklar

gorilmektedir.

1.1.4 Pestisitlerin siniflandirilmasi

Dogal ve sentetik pestisitler herkes i¢in genel gruplar olarak kabul edilmektedir. Dogal
pestisitler insanlar i¢in daha az risk olustursa da, genis uygulama alan1 nedeniyle ¢ogunlukla
sentetik pestisitler tercih edilmektedir. Pestisitler genel olarak kimyasal, hedef organizmaya ve

etki bicimine gore siniflandirilabilmektedirler [15].

1.1.4.1 Kimyasal simiflandirma

Yapilarina gore pestisitler 4 ana baslikta toplanmistir organoklorin pestisitleri (OCP'ler),
organofosfat pestisitleri (OPP'ler), karbamatlar ve piretroidler [16]. OCP'ler esas olarak, tarim
arazilerinde zararlilarin ve hastaliklarin kontroliinde kullanilmaktadirlar. OCP'ler ¢ok kararli ve
dayanikli olduklarindan ¢evrede ¢cok uzun siire kalmaktadirlar. Bu sebeple, insanlar ve diger
organizmalar i¢in biiyiik risk olusturmaktadirlar [17]. OPP'ler ise genellikle fosforik asitten
tiretilmektedir ve bu nedenle fosfat fonksiyonel grubunu icermektedirler [18]. Pek ¢ok
organoklorlu pestisit 6rnegin DDT, toxaphene, aldrin birgok iilkede yasaklanmis ya da ¢ok siki

diizenlemeler altinda uygulanmaktadirlar [19].

1.1.4.2 Hedef organizmaya gore siniflandirma

Bazi hasere =zararlilar1 arasinda kemirgenler, mantarlar, bodcekler, otlar, nematodlar,
yumusakcalar ve bakteriler bulunmaktadir ve bunlar1 kontrol etmek i¢in kullanilan bdcek
ilaglar1, sirasiyla rodentisit, fungisit, insektisit, herbisit, nematisit, molluskisit ve bakterisit
olarak adlandiriimaktadirlar. Bu siniflandirmalar genistir ve her grupta farkli zararlilari

kapsamaktadirlar. [20].



1.1.4.3 Etki bicimine gore simiflandirma

Etki bicimine gore siniflandirma, pestisitlerin kimyasal sinifi ile ilgilidir. Baska bir deyisle, ayni
kimyasal sinifin pestisitleri, zararlilar1 benzer sekilde etkilemektedir. Genel olarak pestisitler,
konakgilar1 veya hasereleri dldiirerek ya da mekanizmalarinin normal islevini degistirerek
tedavi etmekte ya da korumaktadirlar. Ornegin piretroidler hedef organizmayi dldiiren pestisit
ornekleridir. Piretroidlerin etki sekli, konak¢1 organizmanin sinir zarlarina, genellikle boceklere
saldiran gii¢lii bir norotoksin veya néropondur [21]. Pestisitin uygun bir miktar1 sinir asiri
uyarilmasina yol agmaktadir. Sodyum ve potasyum iletkenligini degistirmekte, felg ve sonugta

oliimle neden olmaktadir [22].

Karbamatlar ve OPP'ler, konak¢1 organizmalara karsi aynmi etkiye sahiptir. Her iki pestisit
grubunun, karbamatlar i¢in karbamillenme ve OPP'ler i¢in fosforilasyon ile enzim kolinesterazi
inhibe ettigi bilinmektedir. Kolinesteraz, asetilkolinin (ndrotransmiter) asetik asit ve koline
hidrolizi i¢in bir katalizordiir. Enzimin inhibisyonu bu nedenle noéron iletimini bozan
asetilkolinin birikmesine yol agmaktadir. Bu, inhibisyonun geri dondiirilemez oldugu

durumlarda felg ve 6liim gibi sonuglara sebep olmaktadir [22].

OCP'ler sinir sistemine saldirarak piretroidlere benzer sekilde ¢calismakta ve hem periferik hem
de merkezi sinir sistemini etkiledigi bilinmektedir. OCP'ler, hiicre zarlarin elektrofizyolojik
ozelliklerini veya iyonik dengesini, 6zellikle sinir aksonlar1 tarafindan potasyum ve sodyum
degisimini degistirmektedir. Etkiler tersinirdir ve bu nedenle 6liim, pestisitin toksisite diizeyine
bagli olmaktadir [23]. Triflumizol, hem iyilestirici hem de koruyucu etki mekanizmalarina
sahip bir imidazol fungisittir ve paclobutrazol, hem bitki biiyiime diizenleyicisi hem de mantar

oldiiriicii olarak hareket eden bir triazol pestisittir [24, 25].

Herbisitlerin etki mekanizmalari

Herbisit siniflarmin birgogu, diger fizyolojik islemlerden ¢ok fotosentetik inhibitdr gorevi
goriir. Ticari olarak temin edilebilen fotosentetik inhibitorlerin hepsi, kinon baglayici proteine
baglanir ve bu nedenle fotosentetik elektron tasinmasini engeller [26]. Herbisit siniflarinin
bazilar1 ise hiicre boliinmesi i¢in spesifik olan bir molekiiler bolgeye saldirarak dogrudan hiicre
boliinmesini bozdugu bilinmektedir. Bu herbisitler, mikrotiibiillerin olusturuldugu protein olan
tubulini baglar. Hiicre boliinmesi ve hiicre duvar1 olusumu icin mikrotiipler gereklidir [27]. Ug

amino asit biyosentezi enzimi, 5-enolpiruvil-shikimate-3-fosfat sentez (EPSP sentez),



asetolaktat sentez (ALS) ve glutamin sentez (GS) herbisit etkisinin dnemli bolgelerini olusturur.
Bu etki alanlari, birka¢ herbisit sinifinin birincil etki alanini kesin olarak olusturur ve amino
asitlerin biyosentezini Onler. Bazi herbisit siniflar1 ise yesil dokunun hizli bir sekilde foto-
agartmaya (photobleaching) neden olur. Bitki dokusu kendisini asir1 siiperoksit radikalinden

koruyamadiginda, hizli lipid peroksidasyonu ve foto-agartma meydana gelir [28].

Fungisitlerin etki mekanizmalar

Proteinler canli organizmalardaki en 6nemli yap1 taslaridir. Hiicre iskeletini olusturmak,
hiicreler arasinda sinyal iletmek ve biyokimyasal reaksiyonlari katalize etmek gibi onemli
biyolojik fonksiyonlara sahiptirler [29]. Proteinler amino asitlerden yapilir. Bazi fungisitler,
etkilenen organizmalarin biyolojik islevlerini etkileyen amino asitlerin ve proteinlerin
biyosentezine miidahale eder. Ayrica fungisitler, bir organizmada sinyal iletimini kesebilir, bu
da gliserol ve proteinler gibi 6nemli kimyasallarin sentezini etkiler [30]. Farkl: etki bigimlerine
sahip bazi fungisitlerin mantar 6limiine yol acan mikrobiyal solunumun inhibe ettigi
bilinmektedir [31]. Bazi fungisitlerin hedef mantarlarda mitoz ve hiicre boliinmesini etkiledigi
bilinmektedir [32]. Baz1 fungisitler ise RNA polimeraz I sisteminin aktivitesini inhibe ederek

niikleik asit sentezini etkiler [31].

1.1.5 Incelenen Pestisitler ile Tlgili Genel Bilgiler

1.1.5.1 Klorflurenol

Klorflurenol etken maddesi, C14HoClO3kimyasal formiile, 260.67 g mol™* molekiil agirligima,
152 °C erime noktasia sahip ve suda ¢oziiniirliigii 21.8 mg L™ (20 °C) olan bir kimyasaldar.
Bitkilerin biiylimesini diizenlemede kullanilan klorflurenol herbisitinin kimyasal yapist Sekil
1.1°de gosterilmistir. Genellikle genis yaprakli yabani otlar, agaglar, calilar ve sarmasiklarin
biiyiimesini geciktirmek i¢in kullanilmaktadir. Otsu bitkilere, bitki Ortiisii ve/veya kokler
yoluyla niifuz etmekte ve bitkinin i¢inde serbestce hareket etmektedir. Klorflurenol viicuda
kirlenmis sulardan girebilmekte ve bu da bebeklerde ve g¢ocuklarda kronik etki riski
tasimaktadir [33].
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Sekil 1.1 Klorflurenol kimyasal yapisi.

1.1.5.2 Prokimidon

Prokimidon [N-(3,5-diklorafenil) — 1,2-dimetil-siklopropan dikarboksimid] etken maddesi,
C13H11CI,NO2 kimyasal formiile, 284.14 g mol? molekiil agirligina ve 136.2 °C erime
noktasina sahip, suda ¢oziiniirliigii 4.5 mg L (20 °C), karakteristik bir kokusu olan, beyaz
renkte ve toz veya kristal formunda kati1 bir kimyasaldir. Prokimidonun kimyasal yapisi Sekil
1.2°de gosterilmistir. Prokimidon, 6zellikle meyve yetistiriciliginde ve bahgecilikte ¢ok yaygin
olarak kullanilan bir dikarboksimid fungisittir [34, 35]. Yenilebilir mahsuller ve siis bitkilerinde
mantar biiylimesini frenlemek i¢in kullanilan mantar 6ldiriicii bir ilagtir. Solunum yoluyla
yiikksek dozda dogrudan maruz kalma durumunda kusma, bulanti ve goz tahrislerine yol

acabilmektedir [36].
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Sekil 1.2 Prokimidon kimyasal yapisi.

1.1.6 Pestisitlerin izin verilen sinirlari

Pestisitler, iyi tarimsal uygulamalara dayanan bitki dongiisiiniin veya hayvan yasaminin farkli
asamalarinda uygulanmaktadir. Iyi tarimsal uygulama, kullamlan pestisit miktarlarmni/
konsantrasyonlarini, kullanim sikligimi ve uygulandigi asamayi belirleyerek tiiketici

giivenligini saglamayi amaglamaktadir [37].



Hasat dncesi uygulanan pestisitler, haserelerin yiiksek gida kalitesine ve miktarina yol agan etkili
olgunlagsmaya izin verecek sekilde uzak tutulmasi amaciyla kullanilmaktadir. Hasat sonrasi
uygulamalar, uzun bir depolama siiresi i¢in ekili tirtinlerin biitiinliigiinii korumaya yoneliktir [38].
Piyasadaki tarimsal {riinlerdeki pestisit kalintilarinin kabul edilebilir seviyeleri, kamu
giivenliginin saglanmasi icin diizenleyici otoriteler tarafindan belirlenmektedir. Bu kabul
edilebilir seviyeler, sirasiyla EPA ve Avrupa Birligi tarafindan “tolerans” ve “maksimum kalintt

limitleri” (MKL) olarak adlandiriimaktadir [39].

Bu seviyeler risk degerlendirmeleri yapilarak veya pestisitlerin toksikoloji profilleri kullanilarak
belirlenmektedir. Pestisitlerin kabul edilebilir giinliik alim1 (ADI), kronik toksisiteyi l¢erken,
akut referans dozu, toksikoloji profili i¢in akut toksisiteyi 6lgmektedir [37].

Risk degerlendirmesi gercek veya beklenen kalinti rakamlarina dayanabilmekte ve maruziyet

tlirlerini, yas grubunu ve etki tiiriinii dikkate almaktadir [39].

Tiim pestisitlerin kanunla tescillenmesi ve ticari uygulamalarina izin verilmeden 6nce risk
degerlendirmesi yapilarak tolerans/MKL'nin ayarlanmasi1 gerekmektedir. Bir pestisit makul bir
risk tespit edildiginde onaylanmakta ve onaylanmis pestisitler, kullanim miktar1 ve siklig

hakkinda 6zel talimatlar yazan etiketlerle paketlenmektedir [40].

1.1.7 Tezin Amaci

Gelisen endiistri ile birlikte insan saglig1 agisindan son derece riskler tasiyan pestisitlerin farkl
cevre Orneklerindeki tayinleri son yillarda biiylik O6nem kazanmistir. Pestisitlerin atiksu
sistemlerinde eser seviyelerde tayinleri, belirtilen analitlerin atiksu sistemlerinde aritilmalarina
yonelik strateji gelistirilmesi bakimindan son derece 6nem tagimaktadir. Bu amagla farkl tiirde
pestisitlerin yliksek dogruluk ve duyarhilikta tayinlerine yonelik farklt mikroekstraksiyon
stratejileri gelistirilerek literatiire kazandirilmasi olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismanin
amaci, prokimidon ve klorflurenol analitlerinin eser seviyelerde tayinlerine yonelik ikili dagitict
stvi s1vi mikroekstraksiyon ve akilli sivi sivi mikroekstraksiyon stratejilerini igeren iki farkli
yontem kullanilarak GC-MS (Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi) sistemi ile yiiksek
dogruluk ve duyarlilikta yontemler gelistirilmesidir. Bu amagcla, gelistirilen iki farkli yontem
icin performans parametreleri belirlenmis olup yontemlerin uygulanabilirlikleri gercek

numuneler iizerinde ylizde geri kazanim calismalari ile test edilmistir.






BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 LITERATUR TARAMASI

2.1.1 Ekstraksiyon

Tayin edilecek analitin yabanct maddelerden uzaklastirilmast uygulanacak analitik yontemin
dogrulugunu ve hassasiyetini arttirmasi i¢in 6nem arz etmektedir. Ayrica ekstraksiyon
prosesinde temel amag, yliksek oranda onderistirme saglayarak analiti bulundugu ortamdan
almaktir [41]. Ekstraksiyon, yogun matriks (humunede analit disindaki hersey) igeren
orneklerde analitin dogru ve hassas bir sekilde tayin edilebilmesi i¢in bagvurulan bir yontemdir.
Ekstraksiyon ile tayini yapilmak istenen analit, yiiksek hacimli yogun matriks i¢eren ¢6zeltiden

diisiik hacimli bir organik ¢6ziiciiye alinmaktadir.

Literatiirde en sik kullanilan ekstraksiyon yontemleri sivi sivi ekstraksiyonu ve kati faz

ekstraksiyonu olarak iki grupta toplanabilmektedir.

2.1.1.1 Sivi-Sivi Ekstraksiyon

Sivi s1vi ekstraksiyon (SSE) yontemi, iki s1vi igeren bir ekstraksiyon yontemidir. Birbirleriyle
karismayan sivilar arasinda (genellikle sulu ¢ozeltiden organik ¢ozeltiye) analit(ler)in
hareketini igermektedir. Ornek ¢ozeltiye gore ekstraksiyon ¢dziiciisiinde daha iyi ¢oziiniirliik
sergileyen analitler i¢in yliksek bir ekstraksiyon verimliligi elde edilebilmektedir. Bu durum
esas olarak birbirine karigmayan iki s1v1 arasindaki polarite farkliliklarindan kaynaklanmaktadir
ve yogunluk farkina goére fazin konumu, st faz veya alt faz olarak degisiklik
gosterebilmektedir. Suyun polarlik indeksi (9.0) oldukg¢a yiiksektir ve bu nedenle polarite
indeksi 5.0 iistiinde olan metanol, etanol, asetonitril ve aseton gibi ¢oziiciilerle birlikte

karisabilmektedir [42]. Polarite indeksleri 5.0'dan disiik olan solventler genellikle su ile
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karismamaktadirlar. SSE i¢in yaygin olarak kullanilan bazi ¢oziiciilerin listesi Cizelge 2.1'de
verilmistir. Bu c¢oziiciilerin sudaki ¢o6ziiniirliigii, metanol ve asetonitril gibi orta polar

¢oziiciilerle karistirildiginda artirilabilmektedir [43].

SSE'de kullanilacak aparat tipine bagl olarak, ekstraksiyon solventlerinin yogunlugu, diisiik
yogunluklu solventler (<1.0 g mL™) icin bir iist faz1 ve yiiksek yogunluklu solventler icin alt
faz1 belirlemektedir (>1.0 g mL™). SSE'de yiiksek derecede ugucu ve diisik yogunluklu
¢oziiciilerin kullanilmasi, buharlasan kayiplarin ortaya ¢ikmasina neden olabilir ve buda hizli
bir analiz ve uygun bir aparat kullanilmasini gerektirmektedir. Ayirict huni, SSE igin iyi
kurulmusg bir aparattir ve hem diisiik hem de yiiksek yogunluklu ¢oziicti ekstraksiyonlari i¢in
uygundur. Bu, analitlerin ekstraksiyon ¢oziiciisii i¢ine kiitle transferini kolaylastirmak igin
kuvvetlice ¢alkalanan elle tutulan bir aparattir [44]. SSE'de organik fazdaki analit miktarinin
sulu fazdaki miktara orani bolme katsayis1 (BK) olarak adlandiriimaktadir. BK, iki sivi faz (Aorg
S Ag) arasindaki analitin bir denge ifadesidir [45]. SSE'deki ekstraksiyon etkinligini
belirlemek i¢in, organik fazda biriken analit fraksiyonu kullanilmaktadir. Organik faz
fraksiyonu (Qorg) dolayli olarak 1-gaq Olarak hesaplanmaktadir; burada gaq sulu fazdaki analit

fraksiyonudur [46].
SSE genellikle genis ekstraksiyon ¢6ziicii hacimlerinin kullanimimi igcermektedir, bdylece
SSE'den sonra ek olarak damitma ve buharlastirma gibi prosediirler daha saf veya daha

konsantre bir analit elde etmek i¢in gergeklestirilebilmektedir [47].

Cizelge 2.1 Polarite, yogunluk ve su ile karigmayan ¢oziiciiler [44].

Kimyasal Polarite Indeksi Sudaki Coziiniirliigii (%) Yogunlugu (g/cm®)
Toluen 2.4 0.051 0.87
Pentan 0.0 0.0004 0.626

Metil etil keton 4.7 24 0.8050
Metil-t-butil eter 2.5 4.8 0.7404
Hekzan 0.0 0.001 0.6548
Heptan 0.0 0.0003 0.6795
Etil eter 2.8 6.89 0.7134
Etil asetat 4.4 8.7 0.902
Diklorametan 3.1 1.6 1.3266
1,2-Dikloraetan 3.5 0.81 1.253
Sikloheksan 0.20 0.01 0.7781
Kloroform 4.1 0.815 1.564
Karbon tetrakloriir 1.6 0.08 1.5867
Biitanol 4.0 0.43 0.81
Benzen 2.7 0.18 0.8765
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2.1.1.2 Kat1 faz ekstraksiyon

Kat1 faz ekstraksiyonunda (KFE) ekstraktant fazi, sorbent olarak adlandirilmakta ve bir kati
tizerine sabitlenmis bir kat1 veya si1v1 olabilmektedir. KFE'de, numune sorbentten gegirilmekte
ve ilgili analit, sorpsiyon adi verilen fiziko-Kimyasal bir islem tarafindan tutulmaktadir.
Sorpsiyonun ilk sekli, adsorpsiyon olarak adlandirilan bir yiizey olgusudur ve Van der Waals
kuvvetleri veya dipol-dipol etkilesimleri tarafindan meydana gelmektedir [48]. Adsorpsiyon ayni
zamanda, diisiik sicakliklarda etkili adsorpsiyona neden olan tersi bir iligki ile sicakliga baghdir
[49]. KFE ile muamele edilen numuneler genelde sividir ve ayirma etkinligini arttirmak igin
filtrasyon ve ¢ozelti pH'imin ayarlanmasi gibi 6n-muamele islemleri gerektirebilmektedir.
Filtrasyon, sorbent gozeneklerin ttkanmasini 6nlemek amaciyla gereklidir ve analitin geri kazanimi
tizerinde oldukea etkilidir [50]. pH ayar1 ise, bir analitin iyonik veya molekiiler durumunu

belirlemekte olup etkin bir ekstraksiyon verimi igin ¢ogunlukla dnem arz etmektedir [51].

Numune 6n muamelesinden sonra, KFE adimlarmin kronolojik siralamasi kolon kosullanmast,
numunenin yiiklenmesi, kolonun yikanmasi ve analitin eliisyonundan olusmaktadir. Kolon
sartlandirmasi, kolonun temizlenmesi ve sorbentin aktive edilmesine hizmet eden 6énemli bir
adimdir. Sartlandirma i¢in kullanilan ¢o6ziiciiler, numune ¢ozeltisine benzer olmali veya bu
adimda ardisik olarak farkli ¢oziiciiler kullanilabilmektedir. Analitlerin kolondan disar1 sizmasini
onlemek i¢in, 6rnek yiikkleme, orta ve sabit bir akis hizinda gergeklestirilmelidir [52]. Miidahaleler
iceren karmasik 6rnekler i¢in, numune yiiklemeden sonra yikama, kolonda tutulan istenmeyen
bilesenleri ortadan kaldirabilmektedir. KFE'deki son asama eliisyon olup, eliisyonun tiirii ve
miktari analit geri kazanimi1 ve 6nderistirme faktdriinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Kayda deger

analit geri kazanimi ve etkin ekstraksiyonlar ile sonuglanan bir KFE prosediirii bu temel adimlara
baglidir [53].

KFE'deki bu temel adimlardan 6nce, uygun bir sorbentin se¢ilmesi zorunludur. Bilesim olarak
sorbentler genis olgiide silika ve aliimina gibi inorganik dolgu maddelerinden ya da poliamit gibi
polimerik dolgu maddelerinden olusmaktadirlar [50]. KFE sorbentleri genel olarak normal faz,
ters faz, afinite, iyon degistirici ve kisith erisimli sorbentler olarak siniflandirilmaktadirlar [54,

55]. Kisith erisimli ve iyon degistirici sorbentler, spesifik analitler i¢in tasarlanmustir [56, 57].
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2.1.2 Mikroekstraksiyon

SSE ve KFE, geleneksel ve genis kapsamli olarak kullanilan metotlardir, ancak uzun
ekstraksiyon siireleri, yiiksek miktarlarda toksik ¢oziiciilerin kullanimi, ¢oklu islem adimlari,
biiyiikk 6rnek miktarlar1 ve agia c¢ikan atiklar gibi dezavantajlar1 vardir. Bu dezavantajlar
dengelemek amaciyla mikroekstraksiyon yontemleri temel olarak SSE ve KFE'nin temel
prensiplerine dayanilarak gelistirilmistir [58]. Mikroekstraksiyonun diger avantajlar1 arasinda
hizli analiz, diisiik maliyet, diisiik 6rnek miktar1, yiiksek ekstraksiyon verimi ve yiiksek analit
geri kazanimi bulunmaktadir [59]. Mikroekstraksiyon yontemleri geleneksel ekstraksiyon
yontemlerinin temel prensipleri lizerinden gittiklerinden, kat1 faz mikroekstraksiyonu (KFME)
ve sivi faz mikroekstraksiyonu (SFME) olarak iki ana gruba ayrilabilmektedirler. Literatiirde
genel KFME ve SFME yontemlerini agiklayan birgok mikroekstraksiyon terimleri ve
kisaltmalar1 vardir. Bu mikroekstraksiyon yontemlerinin kisaltmalart genellikle ekstraksiyon

etkinligini arttirmak i¢in kullanilan yontemleri temsil etmektedir [60, 61].

2.1.2.1 Kat1 Faz Mikroekstraksiyon

Kat1 faz mikroekstraksiyonu ilk defa 1990 yilinda Pawliszyn ve arkadaslar tarafindan klorlu
organik bilesiklerin 6nderistirilmesi i¢in kullanilmistir [62]. Bu ¢aligmada kati sorbent olarak
silika optik fiberler kullanilmis olup daha sonralari fiberlerin sorbent olarak kullanildig:
ekstraksiyonlar KFME olarak adlandirilmistir [63, 64]. Ancak giiniimiizde farkli tiirdeki

analitlere 6zgii gesitli katt malzemeler sorbent olarak kullanilabilmektedir.

Ornek ¢ozeltideki analit ile kati sorbentin etkilesimine dayanan KFME yontemi, karistirma
tiiriine gore dinamik veya statik olarak adlandirilabilmektedir. Statik yontem, iist bosluk kati
faz mikroekstraksiyonudur (UBKFME) ve ugucu analitlerin numunenin iist boslugunda asil1 bir
sorbent materyaline tutunmasini icermektedir. UBKFME bir denge yontemidir. Pestisitler ve
endokrin bozucu bilesikler de dahil olmak {izere bir¢ok ugucu bilesigin tayininde
kullanilabilmektedir [65, 66]. Dinamik yontem ise, dogrudan kat1 kat1 mikroekstraksiyonudur
(DKKME) ve adindan da anlasilacagi gibi, sorbent malzeme, siirekli olarak karistirilan numune
¢ozeltisine dogrudan yerlestirilmektedir. DKKME'de ekstrakte edilen analitin miktari,
karistirma stiresine baglidir ve dogrudan numune ¢ozeltisinden sorbent materyale tutunan
ucucu olmayan analitler i¢in uygulanabilmektedir. DKKME ayrica pestisit analizi i¢in yaygin

olarak kullanilmaktadir [67]. Bunlardan baska, membran koruma ekstraksiyonu, 6rnek
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matriksten sorbent materyaline secici bir zardan niifuz eden analitlere dayanan tgiinci bir
calisma yontemidir. Membran, kirliliklerin kaplanmig fibere ulagmasini engelleyen bir filtre

gorevi gormektedir [68].

Bu yontemlere ek olarak ince film mikroekstraksiyonu (IFME) da literatiirde sunulan
yontemlerdendir. IFME y&ntemi, analitlerin etkili bir sekilde toplanmasi igin genis yiizey
alanina sahip olan diiz filmleri kullanmaktadir ve bu da onu daha hassas bir yontem haline
getirmektedir. IFME, ilk defa Mirnaghi ve arkadaslar tarafindan bildirilmis olan drnek analizi

i¢in tam otomatiklestirilmis bir yontemdir [69].

2.1.2.2 Tek Damla Mikroekstraksiyon

KFME'nin basarili  bir sekilde tanitilmasindan ve uygulanmasindan sonra, ¢esitli
modifikasyonlar yapilmis olup ilerleyen siiregte fiberler disindaki diger malzemeler sorbent
olarak kullanilmaya baglanmistir. Tek damla mikroekstraksiyon (TDME), KFME'den birkag y1l
sonra Liu ve Dasgupta tarafindan amonyak ve kiikiirt oksit i¢in 6rnekleme yontemi olarak
sunulmustur [70]. Ancak bu yontem daha sonralari yaymlanan Jeannot ve Cantwell'in
calismalari [71] ile dikkat cekmeye baslamis olup pek ¢ok arastirmaci bu yontemi gelistirmeye
yonelik ¢aba harcamistir. He ve Lee tarafindan yapilan ¢alismada teflon ¢ubugun yerine 2.0
pL'nin altinda mikrodamlalar olusturulabilmesini miimkiin kilan bir mikro-siringa kullanilarak
onderigtirme faktorii ve ekstraksiyon hizi yiiksek oranda arttirilabilmistir [72]. TDME'nin en
zay1f noktasi ekstraksiyon iglemi sirasinda mikrodamlanin mikro-siringa ucunda tutulmasini
saglamaktir. Bu durum 6rnegin karistirtlmasinin ve 1sitilmasinin gerektigi durumlarda daha da
giic hale gelmektedir. Bu zorluga ragmen TDME, diisiik hacimde organik ¢oziicli tiiketimi
nedeniyle oldukga yesil bir yontemdir ve ayrica yiiksek onderistirme ile sonuglanmaktadir [73].
TDME, gaz ve sivi numunelere kolayca uygulanabilmektedir ancak kati numunelerde serbest

ucucu analitleri tepe bosluguna ulastirmak i¢in kati numunenin 1sitilmasi gerekmektedir.

Gergeklestirilen iki ana tip TDME analizi vardir ve bunlar dogrudan daldirmali tek damla
mikroekstraksiyon (DDTDME) ve tepe bosluklu tek damla mikroekstraksiyon (TBTDME)
yontemleridir. DDTDME yo6nteminde mikrodamla ucucu olmayan analitleri toplamak iizere
stirekli olarak karistirilan bir numune ¢ozeltisinin igerisine daldirilirken, TBTDME yonteminde
ise mikrodamla ugucu ve yari ugucu analitleri toplamak {izere tepe boslugunda tutulmaktadir

[74]. DDTDME ve TBTDME yontemlerinden elde edilen ekstraksiyon verimliligi, damla
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boyutu, numune miktari, karisim orani, sicaklik ve ekstraksiyon siiresi gibi deneysel
parametreler ilizerinde optimizasyon g¢alismalar1 yapilarak artirilabilmektedir [75]. Daha 6nce
bahsedildigi gibi, kati numunelerde serbest ugucu analitin alinmasi igin hafifge
1sitilabilmektedir (60-150 °C), ancak bunun etkili olmasi i¢in katt numunenin yiizey alanini ve

homojenligini arttirmak i¢in ¢ok ince parcaciklar halinde 6giitiilmesi gerekmektedir [76].

TDME'de mikrodamlanin korunmasindaki zorluklarin iistesinden gelmek igin gesitli ¢alismalar
yapilmistir. Mikrodamlalar, viskozitesi diisiik olan organik c¢oziiciiler kullanilarak
olusturuldugunda kolayca kaybolabilmektedir. Bu nedenle mikrodamla biitiinliigiiniin
korunmasii saglamak ig¢in viskozitesi yiiksek coziiciiler ile ¢alisilmalidir. Yeni nesil yesil
¢oziiciilerden olan iyonik sivilar (iS'ler), yiiksek viskoziteleri ve etkin ekstraksiyon i¢in biiyiik
damla olusturma kapasiteleri nedeniyle TDME'ye uygundurlar [77]. Ancak bununla birlikte
IS'lerin diisiik uguculuklari, enjektdr ve kolonun hizli kirlenmesine/ tikanmasina yol agarak GC
sistemine zarar vermektedir. [78]. Bu durumun iistesinden gelmek i¢in iyonik mikrodamla giris
tinitesinde askiya alinarak sadece ugucu analitlerin GC sistemine girmesi saglanabilmektedir
[79]. Manyetik iyonik sivilar (MiS'ler) kullanilmasi ile de mikrodamla dis manyetik etki altinda
kolayca kontrol edilebilmektedir [80].

Mikrodamla stabilitesi, siringa ucunun teflon kiliflar veya teflon tiipler ile modifiye edilmesi
ile kolayca artirilabilmektedir [81, 82]. 1999 yilinda Pedersen-Bjergaard ve Rasmussen, oyuk
fiber s1v1 faz mikro ekstraksiyon olarak adlandirilan sabitlenmis ¢oziicii damlali bir gézenekli
fiber kullanilarak TDME'yi modifiye etmistir [83]. Bu yontemin ana bilesenleri; dondr faz
olarak analitleri iceren sulu numuneden, gézenekleri igerisinde organik ¢oziicliyii tutan bir
fiberden ve fiber igerisine hapsolmus bir organik ¢6ziiciiden olugsmaktadir [84, 85]. Literatiirde,
farkli matrikslerdeki pestisitlerin, alkilfenollerin ve diger kirleticilerin belirlenmesi igin

TDME'yi kullanan birgok ¢alisma bulunmaktadir [86-88].

2.1.2.3 Yiizen Kat1 Organik Damla Mikroekstraksiyonu

2007 yilinda Khalili Zanjani ve arkadaslar1 yiizen kati organik damla mikroekstraksiyonu
(YKODME) yontemini PAH tayini yapmak {lizere 6rnek matriksinin ekstraksiyon ¢oziiciisiine
gecisini onlemek amaciyla kullanilmiglardir [89]. YKODME yontemi, numune ¢6zeltisinden
ayrilan ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin hizli bir sekilde dondurulmasini ve ardindan farkl bir tiipe

alinarak eridikten sonra analiz edilmesini icermektedir. Soguk bir donma banyosu katilasmay1
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saglamakta ve oda sicakligina yakin, yani 10-30 °C sicaklik araliginda erime meydana
gelebilmektedir. Katilagtirtlmis ekstraktin kolay toplanmasi i¢in kullanilan ¢dziicli, numune
¢ozeltisinden daha diisiik bir yogunluga sahip olmalidir. Boylece ekstraktant iist faz olarak
yerlesmektedir. YKODME i¢in uygun ¢6ziicti 6rnekleri arasinda 1-undekanol, 1-dodekanol, n-
heksadekan, 1-klorooktadekan, 1-bromoheksadekan ve 2-dodekanol bulunmaktadir [90].
YKODME'nin optimizasyonu, yontemin spesifik yapist nedeniyle cok dnemlidir ve bunun ilgili
analit(ler) igin yiiksek ekstraksiyon verimliligi elde etmek igin gerceklestirilmesi
gerckmektedir. Yukarida belirtildigi gibi, bu yontem, spesifik ¢oziiciiler gerektirmekte ve her
analit veya analit seti i¢in uygun bir ¢dziicliniin se¢ilmesi 6n deristirme faktoriinii 5nemli 6l¢iide
etkilemektedir. Analitin ekstraksiyon ¢oziiciisiine gegisini hizlandirmak i¢in numuneye 1sitma
uygulanabilmektedir, ancak termal olarak kararsiz bilesikleri olumsuz etkilememek ve
ekstraktanti kaybetmemek i¢in numune ¢6zeltisinin asir1 1sitilmamasina dikkat edilmelidir [91].
YKODME yonteminde, fazlarin daha verimli bir sekilde ayrilmasi i¢in numune ¢dzeltisine tuz
ilavesi yapilabilmektedir [92]. Ayrica kullanilan ¢oziiciilerin viskozitesi, diisiik karbon sayili
alkollerle seyreltilerek ilgili enstriimental yontemle uyumlu hale getirilebilmektedir [90, 93].
Sulu matrikslerde pestisit ve endokrin bozucu bilesiklerin tayinleri i¢in YKODME y6ntemi
kullanilmigtir [94-96].

2.1.2.4 Dagitic1 Siv1 Sivi Mikroekstraksiyon

2006 yilinda Rezaee ve ark., dagitict sivi sivi mikroekstraksiyon (DSSME) olarak
adlandirdiklari basit, hizli, yesil ve etkili bir ekstraksiyon yontemi raporlamislardir. Bu yontem
oldukg¢a basittir, ¢iinkii sadece bir siringa ve ekstraksiyon fazi olarak organik ¢oziicii
gerektirmektedir. Diisiik hacimde organik ¢oziicii tilketimi gerektirir ve ekstraksiyon adimlari
oldukca kisa zamanda tamamlanabilmektedir. DSSME, ¢ok yiiksek verim saglayan ve ¢esitli
orneklere kolayca uygulanabilen ¢ok etkili bir yontemdir [97]. Rezaee ve arkadaglari tarafindan
bildirilen DSSME yontemi, sulu numune ortaminda ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
(tetrakloroetilen) yiizey alanini arttirmak i¢in bir dagitic1 ¢oziiciiniin (aseton) kullanilmasindan
dolay1 diger ekstraksiyon yontemlerinden farklidir [98]. Bu artan yiizey alani, analitlerin kiitle
transferini arttirmak i¢in uzun karistirma siireleri gerektiren diger SSE yontemlerine kiyasla,
DSSME'in yiiksek ekstraksiyon etkinligini hesaba katmaktadir. Dagitic1 ¢oziicii, DSSME'de
¢ok onemli bir rol oynamakta ve bu amagla kullanilacak ¢oziicii, hem ekstraksiyon ¢oziiciisii
hem de numune ¢ozeltisiyle karisabilir olmalidir [49]. Orta araliktaki polarite degerlerine (=5.0)

sahip olan etanol, metanol, asetonitril ve aseton gibi organik ¢oziiciiler, cogu ekstraksiyon
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¢Ozliclisii ve numune ¢ozeltisi i¢cin genellikle bu gereksinimi karsilamaktadir. Etkili bir
dispersiyon elde etmek icin, dagitici ¢oziicliniin mililitre hacimleri, ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
mikrolitre hacimleriyle karistirilmakta ve hizli bir sekilde numune ¢06zeltisine enjekte

edilmektedir [99].

Her bir analit i¢in ekstraksiyon verimliligini en iist diizeye ¢ikarmak i¢in kapsamli bir
optimizasyon caligmasi yapilmalidir ve c¢alismaya ekstraksiyon solventinin se¢imi ile
baslanmasi en uygun yoldur. Bunun i¢in ¢ogunlukla yiiksek yogunluklu organik ¢oziiciiler
kullanilmistir. Bu durumda numune ¢ozeltisinden daha yiiksek yogunluga sahip ekstraksiyon
¢oziiciisii, numune c¢ozeltisinin altinda ayr1 bir faz olarak toplanmaktadir. Boylelikle
buharlagsmadan kaynaklanan ¢o6ziicii kayiplart da onlenmektedir [100]. Bu optimizasyon
adimlarin1 dagitict ¢oziiclinlin tiirii ve miktari, tuz etkisi ve ¢ozelti pH’1 takip etmektedir [90].
Bunlara ek olarak, eger ekstraksiyon verimi ilizerinde dnemli bir etkisi oldugu saptanirsa
karistirma tiirii ve siiresi de optimizasyon adimlaria dahil edilmelidir. Vorteks destekli ve
ultrasonikasyon destekli DSSME yontemi literatiirde en sik caligilan yontemlerdendir [101,
102].

DSSME yontemi kullanilarak gergeklestirilen ¢oklu analit tayinlerinde, segilen ekstraksiyon
¢oziiciisiinlin tiim analitler i¢in optimum sonuglar vermemesi muhtemeldir. Bu durumda
analitlerin gogunlugunun davranigina bakilarak optimizasyon yapilmalidir. Tek ekstraksiyon
¢oziiclisii kullanilmasinin getirdigi dezavantajin elimine edilmesine yonelik Maham ve
arkadasglar1 elma suyundan patulin ekstraksiyonu igin ikili dagitict sivi s1vi mikroekstraksiyon
(IDSSME) yéntemini sunmuslardir [103]. IDSSME, iki ekstaksiyon ¢oziiciisiinii bir dagitict
¢oziicli ile birlestirmekte ve bu icli karisimin sulu o6rnek c¢ozeltisine enjeksiyonunu
igermektedir. Iki ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin suyla karismaz olmasi zorunlu degildir, fakat
birbiriyle karisabilir olmas1 gerekmektedir. Ayrica dispersiyon ¢oziiciisii, li¢ ¢Oziicii sisteminin
timi ile karigabilir olmalidir. Kiarostami ve arkadaglari tarafindan yapilan bir caligmada,
idrarda tramadol tayini igin kullanmilan IDSSME yéntemi, tekli ekstraksiyon ¢éziiciisiiniin
kullanildig1 yontemlerden daha disiik tayin limitlerine ulasilmasini saglamistir [104]. DSSME
literatlirde yaygin olarak kullanilan bir ekstraksiyon metodudur ve simdiye dek ¢esitli 6rnek
matrikslerden pestisitlerin, endokrin bozucu bilesiklerin ve diger bir¢ok analitin

belirlenmesinde kullanimini igeren birgok analitik yontem gelistirilmistir [105-109].
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2.1.3 Kromatografi

Kromatografi bir sabit faz lizerinden yiiriitiilen hareketli faz yardimiyla analitlerin ayrilmasini
ve saflastirilmasini saglayan bir yontemdir. Burada sabit faz s1vi, kati1 ya da jelden hareketli faz
(mobil faz) ise gaz veya sividan olugmaktadir [23]. Kromatografik ayrilmadan sonra nitel ve
nicel analiz i¢in ayirma sistemine uygun bir dedektor baglidir [110]. Kromatografi ¢ok genis
bir konudur ve bu nedenle birkag¢ siniflandirma yapilabilmektedir. Siniflandirma grubu, iki faz
arasinda ayrilma, sabit faz {izerine adsorpsiyon, sabit faz ile analitik iyonlar arasindaki iyon
degisimi ve sabit fazin afinitesini veya 6zgiilliiglinii iceren ayirma ilkesine dayanmaktadir
[111]. Kagit kromatografisi ve ince tabakadan olusan diizlemsel kromatografi (TLC) ve kolon
kromatografisi, sabit fazin boyutuna gore iki siniflandirma grubudur. Mobil faz tiiriine gore
siiflandirma literatiirde en sik kullanilan siniflandirma yontemi olup siv1 kromatografi (LC),
gaz sivi kromatografisi (GSC), gaz kati kromatografisi (GSC) ve siiperkritik sivi
kromatografisinden (SFC) olusmaktadir [112].

2.1.3.1 Gaz Kromatografisi

Bir gaz kromatografisi (GC) sisteminin bilesenleri, sivi kromatografi (LC) sistemine benzerdir,
ancak gaz akisini saglamak i¢in pompalarin yerine gaz valfleri kullanilmaktadir. Analit(ler)’in
buhar fazina gegisi ve kolonlar1 1sitmak igin firin kullanilmaktadir. Bu nedenle GC buhar
basinc yiiksek (diisiik kaynama noktasi) olan analitler i¢in uygundur [97]. GC'de tasiyici gaz
olarak azot ve helyum gibi yiiksek saflikta olan inert gazlar i¢in kullanilmaktadir [113]. Bununla
birlikte, GC'nin enjektor iinitesi, manuel veya otomatik olarak kontrol edilebilen bir siringa
enjektorli veya vanasi olabilmektedir [114]. Enjeksiyonlar boliinmiis veya boliinemez modda
yapilabilmektedir. Boliinmiis mod, ayrik valfit kapatarak tiim numuneyi kolona iletirken,

boliinmiis modda enjekte edilen numunenin sadece bir kism1 kolona gonderilmektedir [115].

GC'deki iki temel kolon tipi bulunmaktadir. Bunlar; agik boru sekilli siitunlar ve dolgulu
kolonlardir. Birincisi, sabit faz ile kaplanmais i¢ kolon ylizey duvarina sahipken, ikincisi sabit
faz ince filmlerle doldurulmus bir inert graniiler destege sahiptir [116]. GC firini, genellikle
kolon tizerinde hasar gorebilecek firin duvarlariyla dogrudan temasi 6nlemek icin askida tutulan
stitunu barindirmaktadir. Bilesiklerin kaynama noktalarma gore birbirinden ayrilmalarina
uygun bir firin sicaklik programi gelistirilmesi gerekmektedir. Sicaklik programi ayarlanirken

hizli bir sicaklik rampasi (>30 © C/min) daha keskin pikler elde etmek ve ikinci analitin hizli
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eliisyonu ile analit pikleri arasindaki mesafeyi kisaltmak i¢in tercih edilirken, yavas sicaklik
rampast (<10 °C/min) ise ¢akisan pikleri ayirmak i¢in kullanilmaktadir [117].

GC'de, ayrilan analitlerin Kalitatif ve kantitatif tayinleri i¢in farkli prensiplerde c¢alisan
dedektorler kullanilabilmektedir. Alev iyonizasyon dedektorii (FID) GC'de ¢ok yaygin
kullanilan bir dedektordiir. Bu sistemde, eliisyon yapan bilesiklerin temizlendigi alevi
olusturmak icin genellikle hidrojen gazi ve hava yaygin olarak kullanilmaktadir. Iki elektrot
arasinda potansiyel uygulanmasi, iyonlarin go¢ etmesine ve analit konsantrasyonu ile dogru

orantili kaydedilebilir akim tiretmesine neden olmaktadir [118].

Elektron yakalama detektorii (ECD), elektronegatif bilesikler (¢ogunlukla halojen iceren
bilesikler) icin segici bir dedektordiir ve serbest elektronlarin yakalanmasi prensibine gore
calismaktadir. Yiiksek enerjili radyoaktif beta parcacik kaynaklari analitlerin yoklugunda
serbest akan elektronlarin sabit bir akimini iiretmek igin tasiyici gazt bombardiman etmekte ve
bu elektron akimina goére ayrilan nitro, halojen ve fosfor grubu bilesikler, indirgenmis bir akimi

kaydetmek i¢in elektronlar1 yakalamaktadir [119].

Termal iletkenlik dedektorti (TCD), evrensel bir dedektordiir ve termal iletkenlikteki azalma
prensibine dayanaktadir. TCD’nin kurulumu, paralel tiiplerde bulunan iki 1sitma bobini ve ilave
gaz1 icermektedir. Tiiplerden biri bir referans tiipii olarak islev gérmekte ve analitlerin
yoklugunda paralel borular ayni iletkenligi sergilemektedirler, ancak eliisyonu yapilan
bilesikler iletkenligi referans tiipline gore azaltmaktadirlar ve bu diisiis konsantrasyon ile
orantilidir. Hidrojen veya helyum ¢ok yiiksek 1s1 iletkenligine sahiptir ve bu nedenle tasiyict
gaz olarak kullanilmaktadirlar, ¢iinkii diger bilesiklerin varlig: iletkenlikte ani bir azalmaya
neden olmaktadir [120]. Diger yaygin GC dedektorleri arasinda alev fotometrik dedektor
(FPD), azot fosfor dedektorii (NPD), fotoiyonizasyon dedektorii (PID) ve atomik emisyon
dedektorii (AED) yer almaktadir. Tiim dedektor yanitlari, dedektor transdiiktorleri tarafindan

olgtilebilir sinyallere doniistiirilmektedir [121].

2.1.3.2 Gaz Kromatografi Kiitle Spektrometresi

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) ugucu organik bilesiklerin belirlenmesi i¢in
cok hassas, dogru ve duyarl bir analitik yontemdir. Uygun bir kolonun se¢imi ve uygun bir

sicaklik programinin gelistirilmest, iyi ayrilmis piklere neden olmaktadir. Onceki boliimde sozii
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edilen dedektorler, duyarlilik, segicilik ve dinamik araliga gore farkli avantaj ve dezavantajlara
sahiptir, ancak GC-MS sisteminin kiitle spektrumundan gelen genel bir tistiinliigi vardir. Kiitle
spektrometresi, iyon kaynagi, kiitle analizorii ve bir dedektor igeren ii¢ temel par¢adan
olusmaktadir [122].

GC-MS'deki en yaygin iyon kaynagi, 70 eV'lik bir enerjide ¢alisan elektron iyonizasyonudur
(EI). El, bilesiklerin tekrarlanabilir par¢alanmalarina sebebiyet vermektedir. Bu tekrarlanabilir
parcalanmalar sayesinde Ulusal Bilim ve Teknoloji Enstitiisii (NIST) tarafindan bilim adamlar1
icin ¢ok yararli olan ve c¢ok sayida kimyasali igeren kiitle spektrumu kiitiiphanesi
olusturulmustur. Bununla birlikte EI, molekiiler iyondan tamamen farkli olan major fragmanlari
tireten ve NIST kiitiiphanesinde bulunmayan bilesiklerin tanimlanmasini da saglayan sert bir
iyonizasyon teknigidir [123]. Kimyasal iyonlasma ve atmosferik basingl kimyasal iyonlagma,
cok az parcalanmaya neden olan ve bilesiklerin yapisal bilgilerinin elde edilmesinde ¢ok yararli
olan yumusak iyonizasyon modlaridir [124]. Bir dizi elektrot, par¢alanmis iyonlar1 kiitle analiz
cihazina odaklamakta ve hareket ettirmektedir. Iyonlar kiitle/yiik (m/z) oranlarmna gore
ayrilmaktadirlar. En genel kiitle analizorleri, kuadrupol ve iyon tuzagidir, ancak ayni zamanda
bazi cihazlar ugus zamanl ve orbitrap kiitle analizorleri ile donatilmistir [125]. Elektron

cogaltic, kiitle spektrometresinde en yaygin dedektordiir.

Kiitle analizoriinden gelen iyonlar elektron ¢arpanina bitigik bir katoda ¢arparak elektron(lar)in
serbest kalmasini saglayarak elektron carpaninda bir dizi sinyale ¢arpmakta ve boylelikle
arttirilmig bir sinyal elde edilmektedir [126]. GC-MS'de veri edinimi iki temel modda
gerceklestirilebilmektedir; araligini belirten bir tarama modu veya m/z iyonlarini izleyen
se¢ilmis m/z oranlari ile iyon izleme modu (SIM). Tarama modu, yiiksek tarama hizinda gok
fazla veri toplamakta ve bu nedenle baz1 analitik sinyalleri kagirabilmektedir ancak SIM modu,
algilama giiciinde yaklasik 10-100 kat artisa neden olan birim zaman basina daha fazla sinyal
biriktirmektedir [127]. GC-MS'de SIM mod analizi, karmasik bir 6rnek matriksinde bir analitin

segici ve spesifik olarak belirlenmesini saglamaktadir.

GC-MS, s1vi kromatografiye ve farkli dedektorlere sahip diger GC sistemlerine kiyasla, ugucu
ve bazi yar1 ucucu bilesiklerin belirlenmesinde ¢esitli avantajlara sahiptir. GC-MS'nin bazi
avantajlart arasinda hizli analiz, mobil fazin basitligi, karmagik bir matriksin bilesenlerini
ayirma becerisi, cogu bilesik i¢in yiliksek duyarlilik ve molekiil yapisini belirleme becerisi yer

almaktadir [128]. GC-MS sisteminde iki ya da daha fazla kiitle analizoriiniin kullanildigi
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sistemlere tandem kiitle spektrometresi ya da kiitle/kiitle spektrometresi (MS/MS) adi
verilmektedir. Birinci MS, iyon fragmanlarinin m/z oranlarina gore diizenli bir sekilde
ayrilmasinin roliinii yerine getirirken, MS/MS kisminda bilesik(ler)in ana iyonu, iki MS
arasinda bulunan bir ¢arpisma odasina odaklanmaktadir. Burada ana iyon, zayif baglarin
pargalanmasi ile fragmanlarina ayrilmaktadir. Boylece, elde edilen kiitle spektrumu verileri
sadece ana iyonu temsil etmektedir [129]. MS/MS, istenmeyen iyonlari ortadan kaldirarak daha
temiz spektrum alinmasini saglamakta ve bilesiklerin spesifik yapisal bilgilerini vermektedir.
MS/MS, analitin tespiti ve 6l¢timii igin kromatografik ayirma gerektirmeyen ¢ok hassas bir
tekniktir ve dogal tirlinler, gidalar, ¢evre, adli tip ve daha bircok alanda karmagik ornekler ile

calisildiginda oldukga yararhidir [126].

2.1.4 Validasyon

Bir yontemin validasyonunun yapilmasi i¢in kullanilan parametreler; gézlenebilme limiti (GL),
tayin limiti (TL), calisma araligi, kesinlik (%RSD), dogruluk, geri kazanim, saglamlik,
tutarhilik, dogrusallik ve stabilitedir [130]. En sik kullanilan yontem dogrulama parametreleri

asagida ayrintilari ile sunulmustur.

2.1.4.1 Gozlenebilme Limiti (GL) ve Tayin Limiti (TL)

Bir cihaz tarafindan en diisiikk miktarda tespit edilebilen analit, gozlenebilme limiti olarak
adlandirilmaktadir. Bir yanit almasina ragmen, hata oraninin yiiksek olmasi nedeniyle tam bir
deger olarak nitelendirilecek kadar yiiksek degildir. Bir analizin kor denemeleri onemli
sonuglar verdigi zaman gozlenebilme limitini hesaplamak i¢in de kullanilabilmektedir. Tayin
limiti, gézlenebilme limitinin yaklagik 3 katidir ve cihaz tarafindan tam ve dogru bir sekilde
Olctilebildiginden tespit edilebilen en diisiik konsantrasyonu temsil etmektedir. Gozlenebilme

ve tayin limitleri matematiksel olarak asagidaki ifadelerden hesaplanabilmektedirler;

GL = 3xSD/m

TL = 10xSD/m

SD: En diisiik konsantrasyonun ya da kor denemenin alt1 ila on tekrarli 6l¢limiiniin yapilmasiyla
hesaplanan standart sapma

m: dogrusal kalibrasyon grafiginin egimi [49].
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2.1.4.2 Calisma Arahig

Calisma araligi, dogrusallig1r gosteren en diisilk ve en yiiksek konsantrasyonlar arasindaki
bolgeyi temsil etmektedir. Calisma araligindaki konsantrasyonlar, en diisiik konsantrasyondan
baslayarak en yiiksek konsantrasyona kadar dogrusal olarak orantili bir sekilde artig
gostermekte ve bu bolgeden sonra dogrusalliktan sapma gdzlemlenmektedir. Bu sapma,
dedektoriin yiliksek konsantrasyonlar1 orantili bir sekilde ayirt edememesi sonucunda ortaya

¢ikmaktadir [130].

2.1.4.3 Dogruluk, Kesinlik ve Geri Kazanim

Kesinlik deneysel sonuglarin birbirlerine yakinligini ifade eder ve standart sapmanin ortalama
degerine orami olan tekrarli Olgiimlerin yiizde bagil standart sapmasi (RSD) ile temsil
edilmektedir. %210'dan az olan %RSD degerlerinin iyi bir hassasiyet gosterdigi
diisiiniilebilmektedir. Dogruluk, sertifikali bir referans materyali analiz ederek belirlenmekte,
deney sonuglarinin sertifikali degere yakinligina dayanarak degerlendirilmektedir. Sekil 2.1°de
verilen dogruluk ve kesinligin sematik gosteriminde dogru deger dogruluga olan yakinlik yani
dartin orta noktasi; kesinlik ise noktalarin yani sonuglarin birbirine yakinligidir. A durumunda
diisiik dogruluk, diisiik kesinlik gosterilmistir. Burada elde edilen sonuglarin ne dogruluga, ne
de kesinligi iyidir. B durumu en tehlikeli durum olmakla birlikte yliksek kesinlik ve diisiik
dogruluga sahiptir ve yanilticilifi ¢cok yiiksektir. C dartinda kesinlik kotii dogruluk iyidir ve D
dartinda hem dogruluk hem de kesinlik yiiksektir. D dart1 elde edilemek istenen en ideal
sonugtur [131].
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Sekil 2.1 Dogruluk ve kesinligin sematik anlatim1 [131].
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BOLUM 3

GEREC VE YONTEM

3.1 DENEYSEL CALISMALAR

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda ikili dagitic stvi stvi mikroekstraksiyon (IDSME) ve akilli sivi
stvi mikroekstraksiyon (ASSME) stratejileri kullanilarak tez kapsaminda belirtilen klorflurenol
ve prokimidon analitlerinin es zamanli olarak atiksu matrikslerinde yiiksek dogruluk ve
duyarlilikta tayinleri yapilmistir. Bu kapsamda sistemin tiim degisken parametreleri optimize
edilerek optimum sartlar altinda sistemin analitik performansinin tespit edilmeye ¢alisilmistir.
Sistemin analitik performansi tespiti sonras1 geri kazanim caligmalar1 ile gelistirilen analitik

yontemlerin atiksu sistemlerine uygulanabilirligi test edilmistir.

3.1.1 Kullanilan Ekipmanlar

3.1.1.1 GC-MS Donanimi

e Gaz Kromatografisi (GC): Hewlett Packard HP 6890 (Sekil 3.1°de gosterilmistir.)
o Kiitle Sec¢ici Dedektor (MS): Hewlett Packard 5973

eEnjeksiyon Sistemi: Hewlett Packard HP 6890

¢GC Otomatik Ornekleyici Kontrolii: Hewlett Packard G1512A

ePompa: Hewlett Packard HP G1099-80024

eMSD ChemStation Programi
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Sekil 3.1 GC-MS cihazi.

3.1.1.2 Kullanilan Diger Ekipmanlar

eMikro pipet: PhysioCare Concept - Eppendorf Research Plus (100-1000 pL; 0.50-5 mL)
eHassas terazi: Sartorius Analytic A 120 S

epH metre: Hanna HI 2211

e\/orteks: Isolab M10101002

e Santrifiij: Hettich EBA20

e Derin dondurucu: Ugur Derin Dondurucu UCF 1600 L

eMikrovialler: Agilent

e Cam malzemeler: Balon joje, beher, erlen, meziir

3.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Klorflurenol ve prokimidon analitleri Dr. Ehrenstorfer (Augsberg, Germany) firmasindan temin
edilmistir. Saf su Y1ldiz Teknik Universitesi Analitik Kimya Laboratuvarindan ELGA LC 134
Reference System cihazi ile elde edilmistir. Bunlara ek olarak deneylerde kullanilan

kimyasallar Cizelge 3.1 de verilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan solvent ve kimyasallar.

Etil Asetat: Merck
Kloroform: Merck
Sodyum Kloriir: Merck

Metanol (>%99): Merck
Asetonitril (>%99): Merck
[zopropil Alkol: Merck

1,2-Diklorometan: Merck

Potasyum Nitrat: Merck

Dikloraetan: Merck

Potasyum Kloriir: Merck

Etanol: Merck

Baryum Kloriir: Merck

Aseton: Merck

N, N-Dimetilbenzilamin
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3.1.3 Numuneler

3.1.3.1 IDSSME Yonteminde Kullanmilan Numuneler

Atiksu numuneleri bir {iniversitemizin kampiisiindeki atiksu giderinden alinirken, g6l suyu
numuneleri iilkemizde yer alan bir barajdan temin edilmistir. Diger atiksu numunesi ise Istanbul
ilinde bulunan hastane atiksuyundan alinmistir ve tim numuneler -4 °C’de saklanmustir. Atiksu
numuneleri analizden 6nce 125 mm filtre kagidi ve sonrasinda ise RC 0.45 um siringa filtresi

kullanilarak stiziilmiistiir.

3.1.3.2 ASSME Yonteminde Kullanilan Numuneler

Atik su numuneleri Ileri Biyolojik Atiksu Aritma Tesisi’den temin edilmistir. Diger atiksu
numuneleri istanbul ilinde bulunan hastane atiksuyundan almmustir ve tiim numuneler -4 °C’de
saklanmigtir. Bir diger numune ise Antalya’da bulunan sulama kanalindan temin edilmistir.
Atiksu numuneleri analizden 6nce 125 mm filtre kagidi ve sonrasinda ise RC 0.45 pm siringa

filtresi kullanilarak siiziilmiistiir.

3.1.4 Deneysel Prosediirler

3.1.4.1 ikili Dagitic1 Sivi Sivi Mikroekstraksiyon

2.5 mL dagitic1 ¢oziicli (etanol) tizerine ikili ekstraksiyon ¢oziicii olarak belirlenen 100 pL
hacminde 1,2-dikloroetan ve 100 pL hacminde diklorometan ilave edilmistir. Bu ti¢lii ¢oziicii
karisiminin 8.0 mL numune/standart ¢o6zeltisine enjekte edilmesinden sonra ekstraksiyon
verimini arttirmak i¢in 15 s vorteksleme islemi gerceklestirilmistir. Coziiciilerin santrifiij
tiipliniin altinda kolay toplanmasini artirmak i¢in 120 s siiresince ve 6000 rpm’de santrifiijleme
yapilmistir. Santrifiij isleminin ardindan tabanda olusan alt fazlar otomatik pipet yardimiyla
vial icerisine (=50 pL) alinarak GC-MS cihazina verilmistir. IDSSME ydntemi sematik olarak
Sekil 3.2"de gosterilmistir.
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—
Ekstraksiyon (1 ve 2) ve
Dagitict Coziicii Karisimu
Dagitici Numuneye Enjekte Edilir.
Coziicii
2. Ekstraksiyon Analit(ler)
Coziiciisii

1. Ekstraksiyon
Coziiclisti

-
Bulutlu Cozelti Vorteks
————— —

Santrifii] ve Faz ‘

Numune

Ayrimi

Almnan Alt Faz GC-MS Alt Faz Vial

Sistemine Gonderilir. Igerisine Alinr.
o] ————
e ¥l

Kromatogram GC-MS

Sekil 3.2 IDSSME y6nteminin sematik gosterimi.

3.1.4.2 Akilli Sivi Sivi Mikroekstraksiyon

Akill Coziicii Sentezi

Akalli ¢6ziicii sentezi i¢in erlenmeyer igerisine 1:1 (v/v) oraninda su ve N, N-Dimetilbenzilamin
ilave edilmistir. ki ayr1 faz gézlemlenmis ve protonlanmanin saglanmast igin periyodik olarak
kuru buz (kat1 CO») (yaklasik 15 g) eklenerek siirekli olarak manyetik karistirma uygulanmaistir.
Aminin protonasyonu ile sisli CO. gazlar1 salinmaya baslamig olup bu salinimi &nlemek
amaciyla sise delikli parafilm ile kaplanmistir. Kuru buz ilavesi tek bir ¢oziicii fazi
gozlemlenene kadar siirdiiriilmistiir. Sentezin tamamlandigindan emin olmak amaciyla ¢6zelti
manyetik karistirict tizerinden alinarak hareketsiz bir zeminde 30 dakika bekletilmistir. Faz
ayrimi gozlemlenmedigi durumda reaksiyon tamamlanmistir. Sentezlenen akilli (switchable)
¢oziicli polipropilen plastik bir tiip igerisinde 4.0 °C'de saklanmustir. Akilli ¢oziicii sentezi Sekil

3.3 de Ozetlenmistir.
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AKkilh Coziicii Sentezi

+ Kuru Buz (K:m C0o,)
N.N-dimetilbenzilamin
‘ Alalh gozici
- Kuru Buz (Kat1 CO, )
Saf Su

+ CO; L |
Reaksiyon: p,0 ———— H,co, SR + Hyco, .:’EN—TE| + HCOs
R

_CO, R,

Rl: —C.Hi, Rj:

Sekil 3.3 Akilli ¢oziicii sentezi.

Prosediir

Akilli ¢oziicii buzdolabindan ¢ikarilarak ekstraksiyon i¢in kullanilmadan 6nce oda sicakligina
gelmesi beklenmistir. Daha sonra 2.0 mL akilli ¢dziicii bir otomatik pipet yardimiyla alinarak
numune/standart ¢ozeltisini (8.0 mL) i¢eren 15 mL'lik bir santrifiij tiipiine ilave edilmistir. Elde
edilen karigtmin homojen olmast i¢in karigim maksimum hizda vorteksleme islemi yapilmistir.
Ardindan protonlanmanin geri ¢evrilmesi amaciyla, karigima 0.5 M sodyum hidroksit (1.5 mL)
ilave edilmis ve yeniden 30 saniye boyunca vorteksleme islemi yapilmistir. Sulu fazdan aminin
ayrilmasi, 6000 rpm'de 120 s santrifiijleme ile hizlandirilmigtir. GC-MS sistemine gonderilmek
lizere Uist amin fazindan uygun miktar temiz bir vial igerisine alinmigtir. ASSME yontemi

sematik olarak Sekil 3.4 te gosterilmistir.
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Akalh Céziicii Eklenir. Vorteks NaOH Eklenir. Vorteks

‘Analit(ler)
Ornek

Ayrim

Alman Ust Faz (5’0711\_’?3 Ust Faz Vial
) Sistemine Gonderilir. . ) f¢erisine Alinr.
-+ Em <

GC-MS

Santrifiij ve Faz |

Kromatogram

Sekil 3.4 ASSME yonteminin sematik gdsterimi.
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BOLUM 4

SONUC VE TARTISMA

4.1 GC-MS TAYINIi

4.1.1 Klorflurenol ve Prokimidon Analitlerinin GC-MS ile Eszamanh Tayinleri

Klorflurenol ve prokimidon analitlerinin GC-MS sisteminde eser seviyelerde tayin edilmelerine
yonelik farkli sicaklik programlart denenmis, simetrik ve keskin sinyallerin elde edildigi
sicaklik gradyanti programi optimum olarak kabul edilmistir. Sistem parametrelerinin
optimizasyonu sonrasi yoOntemlerin analitik performanslart belirlenmeye c¢aligiimustir.
Gozlenebilme limiti (GL) ve tayin limiti (TL) hesaplamalari i¢in belirli konsantrasyonlarda
standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve bu standart ¢ozeltiler hazirlanirken etken madde klorflurenol
ve prokimidon karisimi asetonitril igerisinde ¢ozlilmiistiir. Hazirlanan standart ¢ozeltiler, GC-
MS sisteminde optimum sartlarda analiz edilmistir. GC-MS sisteminde klorflurenol ve
prokimidon analitlerinin tayinine yonelik tespit edilen optimum parametreler Cizelge 4.1°de
goriilmektedir. Optimizasyon calismalar1 10 mg L derisimindeki standart karisim ¢ozeltisi ile
gerceklestirilmistir. Bu standart karisim ¢ozeltisine ait toplam iyon kromatogrami Sekil 4.1°de
verilmistir. Kullanilan sicaklik programi, analitlerin keskin pikler ile kromatografik olarak 1y1

ayrilmasini ve kolay taninmasini saglamaktadir.
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Cizelge 4.1 Klorflurenol ve prokimidon analitlerinin GC-MS sisteminde tayinlerine yonelik

optimum sistem parametreleri.

Parametre Deger
Igne boyutu 10 uL
Enjeksiyon hacmi 1.0 uL
On 1sitict 250 °C
Basing 13.11 psi
Toplam akis hiz1 64.1 mL dakika™

Enjeksiyon modu

Splitless

Temizleme (purge) akis hizi

60 mL dakika®

Kolon Parametreleri

Mod Sabit akis
Akis hiz1 1.4 ml dakika™
Basing 13.11 psi
Ortalama hiz 44 cms?t
Firin Parametreleri
Zaman Sicakhk
0 70 °C
0-3 dakika 180 °C (50 °C dakika™)
3- 7 dakika 280 °C (40 °C dakika?)
FErdared ——
1400000
1200000
1000000
. Klorflurenol
500000
400000
200000 )
Tirne-> .50 4.00 450 5.00 5.50 6.00

Sekil 4.1 10 mg L™lik karisik standart ¢ozeltide klorflurenol ve prokimidon i¢in toplam iyon

kromatogrami.
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Her bir analitin piklerinin tespiti i¢in, Kiitle Spektrometrisi Kaynak Kiitliphanesi (KSKK)
kullanilarak en yiiksek piki veren, bes iyon (m/z) tespit edilmis olup Sekil 4.2 ve 4.3’te

klorflurenol ve prokimidon igin elde edilen kiitle spektrumlar1 sirasiyla gosterilmistir.

Analiz sonucu elde edilen kromatogramda goriilen sonuglar iki ayr1 pestisite aittir. Her bir
pestisitin alikonma zamanini (retention time, RT) belirleyebilmek i¢in KSKK’den ve ekstrakte
edilmis iyon kromatogramlarindan yararlanilmistir. Burada pestisitlere ait bilgilere gore;
Klorflurenol (m/z: 215, 180, 152, 216, 214), prokimidon (m/z: 283, 96, 285, 67,68) analitlerinin
en yiiksek siddetteki iyonlari sisteme sirasiyla girilmistir. Ekstrakte edilmis iyon kromatogrami
sayesinde Sekil 4.4 ve 4.5°de gosterildigi {lizere her bir pestisitin alikonma zamanlari
bulunmustur. Kullanilan GC-MS cihazinda RT; klorflurenol i¢in 4.72 dakika, prokimidon igin
5.0 dakika olarak belirlenmistir.

1004
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Sekil 4.2 Klorflurenol i¢in KSKK’de verilen spektrumda belirlenen iyonlari.
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Sekil 4.3 Prokimidon i¢in KSKK’de verilen spektrumda belirlenen iyonlari.

Whundance lon 152,00 [151.70 to 152.70): 20 ppm 2.0%data ms

200000 JL

M e — S — —
Time-> 420 43 440 450 460 470 48 490 500 510 520
Abuqﬁgq%% lon 215.00 (214,70 to 215.70): 20 ppr 2.0%data ms

] — r —— T T — . e ..—/.L — — T T T T T —

Time-s 420 430 440 450 480 450 4o 450 500 510 550
Wbundance lon 216.00 [215.70 to 216.70): 20 ppm 2.0%data ms

100000 ’—/k
Time-> 40 sk 440 450 a5 4 s b 500 510 5
Abundance lon 217.00 [216.70 to 217.70): 20 ppm 2.0%data ms

20000 JL

. [ ] T T L L | T T I
Time-> 420 43 440 450 460 470 480 490 500 510 520

Sekil 4.4 Klorflurenolun 152, 215, 216 ve 217 m/z oranina sahip iyonlarina ait ekstrakte edilmis

iyon kromatogrami.
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Wwhundance lon B7.00 [B6.70 to 67.70]: 20 ppm 1.D%data.ms
200000
~——Fyy Y-V 7T T T T T T T T
Time--> ah a5 afn 485 a5 145 500 505 510 515 5k 505 550 5 ks
Whundance lon BB.00 [B7.70 to B3.70): 20 ppra 1.0%data.ms
100000
1 e —_—
Time--> 4.0 475 4.80 485 440 495 5.00 5.05 510 515 5.20 5.25 5.30 5.35
Whundance :
A lon 96.00 [35.70 to 96.70): 20 ppra 1.0%data.ms
e o W A e e e e I e e e A S B B A e e
Time--> 4.0 475 4.80 485 440 495 5.00 5.05 510 515 5.20 5.25 5.30 5.35
b
EilH
Time--> 4.%0 4.%5 4 éD 4 éE 4 §D 4 §5 E.hﬂ 5.65 5.{ i 5.{ 5 E.éﬂ ?&5 5.50 5.&5

Sekil 4.5 Prokimidonun 67, 68, 96 ve 283 m/z oranina sahip iyonlarina ait ekstrakte edilmis
iyon kromatogrami.

Ana iyonlarn tespit edilmesinin ardindan, kalibrasyon standartlar1 0.10 mg L™ ile 100 mg L*
araliginda hazirlanmis olup standart 6rnekler GC-MS cihazinda analiz edilmistir. Her bir analit
icin en yiiksek sinyal elde edilen iyonlarin (klorflurenol i¢in m/z: 152, prokimidon igin m/z:
283) pik alanlar1 esas alinmistir. Yontemin analitik performansi, gdzlenebilme limiti ve tayin
limiti, lineer aralik, yiizde bagil standart sapma (%RSD) ve korelasyon katsayisi1 (R?) terimleri

bakimindan degerlendirilmistir. GL ve TL degerleri asagida verilen esitlikler kullanilarak

hesaplanmustir.
GL=3xSD/m (4.1)
TL=10xSD/m (4.2)

Buradaki SD en diisiik konsantrasyona sahip karisim standardina ait standart sapmayi, m ise

kalibrasyon dogrusundan elde edilen dogru denklemine ait egimi temsil etmektedir.
Kalibrasyon dogrusundaki en diisiik konsantrasyon, sirasiyla klorflurenol ve prokimidon i¢in

Sekil 4.6 ve 4.7°de gosterildigi gibi giiriiltli seviyesinin en az {i¢ kat1 olan sinyal yliksekligine

bagli olarak secilmistir.
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wbundance lom 152.00 [1571.70 ta 152,70} 02 ppra 1.0%data.ms
lon 152,00 [151.70 to 152.70); 02 ppm 2.0%data.ms
1600+ Jon 152.00 [151.70 to 152.70} 02 ppm 3.0data.ms

1500 lon 152,00 (151.70 to 152.70): 02 ppm 5.0%data.ms

lon 152,00 [151.70 ta 152.70) 02 ppra B.D%data. ms

14004
13004
12004
11004
10004
5004
8004
700

E00
5004
400

3004
2004

1l

1004
E ] A | .| 5 d b
Time-> 455 460 465 470 475 4.80 4185 4.90 495 5.00 5.05 510

Sekil 4.6 Klorflurenol kalibrasyonu i¢in en diisiik seviyedeki konsantrasyonun tekrarlarinin iist
iste koyulmus kromatograma.

Wwbundance lon 283.00 [282. 70 to 283.70): 02 ppm 1.0%data.ms
lon 283.00 [282.70 to 283.70): 02 ppm 2.0%data.ms

I
I
2000 lon 283.00 [282.70 to 283.70): 02 ppm 3.0%data.ms
!
!

lon 283 00 [282 70 ta 283 70): 02 ppm 5.04data ms
lon 283 00 [282 70 ta 283 70): 02 ppm B.D4data ms

6000

50004

40004

3000

20004

10004

T
Time-> 496 457 438 439 500 50 502 503 504 506 50E 507 508 503 510 511

Sekil 4.7 Prokimidon kalibrasyonu i¢in en diisiik seviyedeki konsantrasyonun tekrarlarinin st
iste koyulmus kromatograma.

4.1.1.1 Klorflurenol analitinin GC-MS ile tayini

0.10— 100 mg L™ arasinda karisik standart ¢ozeltileri hazirlanarak sistemin analitik performansi
belirlenmistir. Konsantrasyona karsi analit pik alanina ait kalibrasyon grafigi Sekil 4.8’de
gosterilmektedir. Bu dogru esas almarak lineer galisma araligi 0.20 — 20 mg L* olarak
belirlenmistir. Kalibrasyon dogrusuna ait korelasyon katsayisi, gézlenebilme limiti ve tayin
limiti Cizelge 4.2°de verildigi iizere sirasiyla 0.9996, 0.06 mg L ve 0.19 mg L? olarak
bulunmustur. Elde edilen %RSD degerlerinin diisiik olmasi yiiksek duyarliligi gostermektedir.
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Sekil 4.8 Klorflurenol i¢in dogrusal kalibrasyon grafigi.

Cizelge 4.2 Klorflurenol analitine ait analitik degerler.
GL 0.06 mg L
TL 0.19mgL*

Dogru denklemi

Y=104650x — 6653.2

R? 0.9996
%RSD 6.65
Dinamik ¢alisma arahg: 0.20-20 mg L*

4.1.1.2 Prokimidon analitinin GC-MS ile Tayini

0.10 - 100 mg L™ arasindaki klorflurenol ve prokimidon karisik standart ¢dzeltileri hazirlanarak
olusturulan prokimidon dogrusal kalibrasyon grafigi Sekil 4.9°da verilmistir. Bu dogruya gore
prokimidon analiti i¢in lineer ¢alisma araligi 0.20 — 100 mg L olarak belirlenmistir. Boliim
4.1.1.1°de bahsedilen yontem performans degerleri prokimidon analiti i¢in de belirlenmis olup
Cizelge 4.3’te Ozetlenmistir. Buna gore prokimidon analiti i¢in korelasyon Kkatsayisi,
gbzlenebilme limiti ve tayin limiti sirasiyla 0.9994, 0.07 mg L ve 0.24 mg L olarak

bulunmustur. Prokimidon analiti i¢in de diisiik %RSD degerleri elde edilmis olup yiiksek

duyarlilik saglanmistir.
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Sekil 4.9 Prokimidon i¢in dogrusal kalibrasyon grafigi.
Cizelge 4.3 Prokimidon analitine ait analitik degerler.
GL 0.07 mg L
TL 0.24 mg L
Dogru denklemi Y=136256x + 82211
R? 0.9994
%RSD 5.90
Dinamik ¢alisma arahgi 0.20-100 mg L*

4.2 YONTEM GELISTIRME

4.2.1 ikili Dagitica Stv1 Sivi Mikroekstraksiyon Yonteminin Gelistirilmesi

Klorflurenol ve prokimidon analitlerinin eser seviyelerde tayin edilebilmeleri icin GC-MS
sistemine verilmeden once ikili dagitict sivi sivi mikroekstraksiyonu yontemi uygulanarak
analitlerin dnderistirilmesi saglanmistir. Onderistirme isleminde yiiksek hacimli sulu ¢dzelti
igerisinde bulunan analitler diisiik hacimli bir organik siv1 icerisine alinmaktadir. Analitlerin
onderigtirilmelerinin yan1 sira uygulanan mikroekstraksiyon islemi ile analitlerin yogun
matriksten ayrilmasi ve bu sekilde analit tayinini etkileyebilecek matriks etkilerinin ortadan
kaldirilmasi/azaltilmasi hedeflenmistir. Bu dogrultuda mikroekstraksiyon sisteminin degisken

tim deneysel parametreleri optimize edilmistir. Bir parametreyi optimize ederken, diger
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parametreler sabit tutulmustur. Optimizasyonlarin her biri 50 pg L sulu standartlarla

yapilmustir.

4.2.1.1 IDSSME Optimizasyonlar

Ekstraksiyon metodunun optimizasyonunda amag, ekstraksiyon verimini yiikseltmek ve yiiksek

dogruluk ve duyarlilikla tayinler gergeklestirmektir.

4.2.1.1.1 Ekstraksiyon Coziicii Tiir Optimizasyonu

Ideal bir ekstraksiyon ¢oziiciisii; sulu faz ile karismamali, dagitici ¢oziicii ile karismali ve
hedeflenen analiti yiiksek verimde biinyesine alabilmelidir. IDSSME optimizasyonlarmin ilk
basamagi olan ekstraksiyon ¢oziicii tiirli segiminde organik ¢dziicii olarak dncelikle, yogunlugu
1’den yani sudan fazla olan (p>1.00) ve suyla karismayan organik ¢oziicli olarak diklorometan
(DCM) (p = 1.33), 1,2-dikloroetan (DCE) (p= 1.25), kloroform (CHL) (p=1.56) ve karbon
tetrakloriir (CCls) (p= 1.59) ardindan ise ikili ¢oziicli olusturulmasi istendiginden, ikili organik

¢oziiciiler olarak DCE-CHL, DCM-CHL, DCM-CCl4 ve DCM-DCE ile deney yapilmistir.

Cizelge 4.4 Ekstraksiyon solvent optimizasyonunda kullanilan deneysel parametreler.

Ekstraksiyon Solvent Miktari 300 puL
Dagitici Solvent Etanol

Dagitic1 Solvent Miktari 3.0 mL
Karigtirma Ttirii Vorteks
Karigtirma Siiresi 15s
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Sekil 4.10 Klorflurenol ve prokimidon pik alanlarina kars1 ekstraksiyon ¢oziiciilerinin grafigi.

Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin ekstraksiyon verimi iizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla
Sekil 4.10'da goriildiigli iizere farkli ekstraksiyon ¢oziiciisii kullanilarak elde edilen pik
alanlarmin grafigi olusturulmustur. Diklorometanin kullanildigi karisim haricinde diger biitiin
karisimlarda ikinci bir faz olusumu gézlemlenmistir. Diklorometanin kullanildig1 karisimda faz
ayrimi  gozlenmemesi diklorometanin su igerisindeki yiiksek ¢Oziiniirlik degerine
baglanmaktadir. En yiiksek pik alani en iyi ekstraksiyon verimini temsil ettiginden en yliksek
degerin elde edildigi DCM-DCE ikili ¢oziiciisii optimum ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak

secilmistir.

4.2.1.1.2 Dagitici Solvent Optimizasyonu

Dagitici ¢oziicii ince partikiiller halinde, yiizey alanini arttirarak ve 6rnek igerisinde dagilarak
bulutlu bir ¢ozelti olusturmaktadir. Boylelikle, ekstraksiyon ¢oziiciisii ile analitin daha kolay
etkilesmesiyle birlikte hedeflenen analitin daha yiiksek verimde ekstraksiyonu saglanmaktadir.
Deneyde verilen sabit parametreler ile dagitici ¢oziicli olarak aseton (ACT), asetonitril (ACN),
etanol (EtOH) ve izopropil alkol (IPA) ile ¢alisilarak optimum dagitict ¢oziicii se¢imi
yapilmustir.
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Cizelge 4.5 Dagitic1 solvent optimizasyonunda kullanilan deneysel parametreler.

Ekstraksiyon Solvent DCM-DCE
Ekstraksiyon Solvent Miktari 300 uL
Dagitic1 Solvent Miktari 3.0mL
Karistirma Tiirii Vorteks
Karistirma Siiresi 15s
1000000 i Klorflurenol & Prokimidon
900000
800000 ]
700000 -
600000
=
S 500000
= I
24 400000
£ - i
300000
200000 I I
- Wl
0
ACN ACT EtOH IPA

Dagitict Coziicii Tiirleri

Sekil 4.11 Klorflurenol ve prokimidon pik alanlarina kars1 dagitici ¢oziiciilerinin grafigi.

Deney sonucunda dagitict ¢oziicli olarak EtOH Sekil 4.11°de goriildiigli gibi diger ¢oziicii
tiirlerine gore daha yiiksek ekstraksiyon verimi sagladigindan EtOH optimum dagitici ¢oziici

olarak secilerek calismalara devam edilmistir.

4.2.1.1.3 Tuz Tiirii Optimizasyonu

Tuz optimizasyonunda amag, tuz ile suyu doyurup yiiksek ¢oziintirliikkte sulu faz elde etmek ve
analitlerin sudaki ¢oziintirligiinii diistirmektir. Bu nedenle 4 farkli tuz tiirii test edilmis olup tuz
etkisini degerlendirmek amaciyla tuzun kullanilmadigir ekstraksiyon ile karsilastirma
yapilmustir. Ekstraksiyonu gergeklestirmeden dnce her bir tuzun 1.0 gram standart ¢ozeltilerde
tamamen ¢oziindiiriilmiistir. Tuz tiird optimizasyonu i¢in diger tiim parametreler sabit
tutularak, baryum kloriir (BaCl), potasyum kloriir (KCI), potasyum nitrat (KNO3), sodyum
kloriir (NaCl) tuzlarimin kullanildigi ve de herhangi bir tuz ilavesinin yapilmadigi

ekstraksiyonlar gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.6 Tuz tiirii optimizasyonunda kullanilan deneysel parametreler.

Ekstraksiyon Solvent DCM-DCE
Ekstraksiyon Solvent Miktari 300 uL
Dagitic1 Solvent Etanol
Dagitic1 Solvent Miktar1 3.0 mL
Karistirma Tiirii Vorteks
Karistirma Siiresi 15s
1000000
900000 # Klorflurenol & Prokimidon
800000
700000
600000
Eq 500000
<
&4 400000
[
300000
200000
100000
0
BaClz NaCl KNO:s Tuzsuz

Tuz Tiirleri
Sekil 4.12 Klorflurenol ve prokimidon pik alanlarina kars1 tuz tiirli grafigi.

Sekil 4.12°de gorildiigii iizere KNO3 tuzu kullanilan ¢ozeltide en yiiksek pik alani elde edilmis

olup, sonraki deneylere KNO3z tuzu eklenerek devam edilmistir.

4.2.1.1.4 Deneysel tasarim ve ekstraksiyon prosediiriiniin optimizasyonu

IDSSME siireci igin en uygun deney kosullarini belirlemek igin ¢ok degiskenli deney tasarimi
olan Box-Behnken deneysel tasarimi uygulanmistir. Deneysel tasarimda ikili ¢oziici 1
(diklorometan), ikili ¢oziicii 2 (1,2-dikloroetan), dagitic ¢oziicii (etanol) ve tuz miktar1 (KNO3)

miktar1 degisken parametreler olarak belirlenmistir.

Klorflurenol ve prokimidon analitlerine ait optimum deneysel kosullar1 bulmak igin ti¢ faktor

ve li¢ seviye i¢in uygulanan Box-Behnken deneysel tasarimina ait faktorler ve seviyelerde
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kullanilan madde miktarlari, Cizelge 4.7’de gosterilmektedir. Her parametre diisiik (-1), orta
(0) ve yiiksek (+1) olmak tizere {i¢ seviyede test edilmis olup ayn1 zamanda 5 adet rastgele
dagitilmis merkez noktay1 igeren toplam 17 deneysel kombinasyon ile Cizelge 4.8 de verilen

tasarim matriksi olusturulmustur.

Cizelge 4.7 Box-Behnken tasarim yonteminde incelenen faktorlerin seviye degerleri.

Seviye (kodlanmuis)
Faktor -1 0 +1
Seviye (gergek)
A - DCE-DCM (uL) 200 300 400
B - Etanol (mL) 1.0 2.0 3.0
C - KNO3(g) 0.50 1.0 15

Cizelge 4.8 Klorflurenol ve prokimidon i¢in ¢ok degiskenli optimizasyon ¢alismasi ve li¢
degisken i¢in gergek degerler.

Deney No A (uL) B (mL) C(0) R1 pestisit R2 pestisit
pik alani pik alan
1 200 25 1.0 294369 879268
2 400 2.5 1.0 78756.7 190320
3 200 15 15 245655 516309
4 400 15 0.50 80258.3 174720
5 300 0.50 0.50 133444 259731
6 400 15 15 98608 188843
7 200 15 0.50 293175 523869
8 300 0.50 15 143872 276567
9 300 15 1.0 168822 286778
10 300 15 1.0 150628 291015
11 300 15 1.0 167181 288947
12 200 2.5 0.50 211799 375835
13 200 0.50 1.0 245478 431856
14 300 15 1.0 173391 307694
15 300 2.5 1.5 214191 405218
16 400 0.50 1.0 90888 177001
17 300 15 1.0 177911 306057

A:Ekstraksiyon ¢oziicli miktar1 B: Dagitici ¢oziicti miktar1 C:Tuz miktar1 R1:Klorflurenol, R2: Prokimidon

Denklem 4.3'deki kuadratik polinom ifadesi, bagimsiz degiskenler olan Xi, X2 ve Xs'i
tanimlamak i¢in kullanilmistir. Yanit (Y) ifadesi ayrica bir sabit (o), dogrusal katsayilar (B,
B2 ve Ba), etkilesim katsayilar1 (B2, P13 ve PB23) ve kuadratik katsayilari (Bi1, P22 ve Bas)

igermektedir.
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Y = Bo+ B1X1+ B2Xz + BsXs + Br2X1 Xz + B1aX1 X3 + PasXoXs + P11Xo? + P2Xo® + PssXs®?  (4.3)

Design-Expert 7.0.0 yazilimi kullanilarak elde edilen model sonucu anlamli kabul edilen ve de
yanit ve degiskenler arasindaki ampirik iliskiyi gosteren esitlikler Denklem 4.4 ve 4.5'de

verilmigtir.

(Klorflurenol) R=1.764E+005-91270.67*A + 23179.25*B — 2043.67*C (4.4)

(Prokimidon) R=2.886E+005 — 2.026E+005*A + 88185.87*B + 6597.75*C — 1.085E+005
*A*B + 71622.57*A? + 50025.41*B> (4.5)

Sunulan model ile deneysel galisma arasindaki uyum varyans analizi (ANOVA) kullanilarak
belirlenmistir. ANOVA sonuglari klorflurenol i¢in Cizelge 4.9’da prokimidon i¢in ise Cizelge
4.10°da verilmistir. ANOVA sonuglarinda gosterildigi tizere degiskenlerin ve etkilesimlerinin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini belirlemek igin P-degerleri kullamilmistir. Her bir
degiskenin girdisini ve bunlarin yanit varyansina olan etkilesimlerini test etmek igin ise F degeri
kullanilmiustir. %95 giivenirlik diizeyinde P-degerlerinin 0.05’ye esit veya daha az olmas1 modelin
istatistiksel olarak anlamli oldugunu goéstermektedir. Her iki analit i¢in de P degerleri <0.0001
olarak bulunmustur. Modele ait veri kiimesinin dagilimmi gosteren klorflurenol ve prokimidon
analitleri igin normal olasilik grafikleri sirasiyla Sekil 4.13 ve 4.14'te verilmistir. Klorflurenol ve
prokimidon igin sirasiyla elde edilen 0.94 ve 0.97 dogrusal korelasyon katsayilar1 (R?), tahmin
edilen veriler ile deneysel verilerin yiiksek oranda uyumlu oldugunu kanitlamistir. Ayarlanmis R?
degerlerinin klorflurenol ve prokimidon igin sirastyla 0.92 ve 0.95 degerleri ile R? degerine oldukga

yakin olmast modelin dogru ve giivenilir oldugunu géstermektedir.

Ana degiskenlerin etkileri ve etkilesimleri klorflurenol ve prokimidon analitleri i¢in sirasiyla
Sekil 4.15 ve 4.16°da gosterilen 3 boyutlu yiizey cevap grafikleri ile incelenmistir. Ana
degiskenler olarak dagitici ¢dziicli miktar1 i¢in cevap lizerinde pozitif ana etki gézlenirken, ikili
ekstraksiyon ¢0ziiciisii i¢in negatif etki kaydedilmistir. Her iki degisken de modele gore
istatistiksel olarak anlamlidir. ANOVA sonuglarindan belirlenen en etkili degisken 1,2-
dikloroetan hacminin ardindan diklorometan hacmi ve etanol hacmidir. 1,2-dikloroetan ve
diklorametan ikili ¢oziiciisiiniin negatif ana etkisi, diisiik hacimde elde edilen yiiksek
onderistirme ile ilgilidir. Bu durum analitlerin diisiik ekstraksiyon ¢oziiciileri hacimlerinde dahi

ekstraksiyon ¢oziiciisiinde verimli bir sekilde toplanabildigini gostermektedir. Dagitici ¢oziicii
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olan etanoliin porzitif ana etkisi, yiiksek etanol hacminin daha verimli bir dispersiyon ile
sonuclandigint gdstermektedir. Bu durum ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin ¢ozelti igerisindeki
dagilmasinda dagitic1 ¢oziictiniin dnemini kanitlamaktadir. Prokimidon analiti i¢in deneysel
tasarimda ayrica ekstraksiyon ¢oziiciisli - dagitict ¢oziicl etkilesimi (AB) ve ayni zamanda
ekstraksiyon ¢oziiciisii ve dagitic1 ¢oziinlin kuadratik etkileri cevap faktorii iizerinde anlamli
bulunmustur. Deney tasarimindan elde edilen optimum parametreler; ekstraksiyon ¢oziiciisii
i¢cin 100 uL 1,2-dikloroetan ve 100 pL dikloroetan ikili karigimi; dagitici ¢oziicii olarak ise 2.5
mL etanol olarak belirlenmistir. Tuz etkisi deneysel tasarimda cevap lizerinde anlamli1 bir etki

gostermediginden sonraki deneysel ¢alismalara tuzsuz olarak devam edilmistir.

Cizelge 4.9 Klorflurenol i¢in ANOVA ¢alismasina ait sonuglar.

Kaynak Kareler toplami Bagint1 Ortalamalarin F-Degeri p-Degeri
derecesi karesi
Model 7.097E+10 3 2.366E+010 66.34 <0.0001
A-Ikili 6.664E+10 1 6.664E+010 186.87 <0.0001
B-EtOH 4.298E+10 1 4.298E+009 12.05 0.0041
Artan 4.636E+009 13 3.566E+008
Uyumsuzluk 4.207E+009 9 4.674E+008 4.35 0.0852
Hata 4.296E+008 4 1.074E+008
Genel Toplam 7.561E+010 16
R? 0.9387
R? diizeltilmis 0.9245
Cizelge 4.10 Prokimidon i¢in ANOVA caligsmasina ait sonuglar.
Kaynak Kareler toplami Bagint Ortalamalarin F-Degeri p-Degeri
derecesi karesi
Model 4.719E+011 6 7.865E+010 46.74 <0.001
A-Ikili 3.282E+011 1 3.282E+011 195.05 <0.0001
B-EtOH 6.221E+010 1 6.221E+010 36.97 0.0011
AB 4.711E+010 1 4.711E+010 28.00 0.0004
A? 2.166E+010 1 2.166E+010 12.87 0.0049
B? 1.057E+010 1 1.057E+010 6.28 0.0311
Artan 1.683E+010 10 1.683E+010
Uyumsuzluk 1.684E+010 6 2.738E+009 27.56 0.0032
Hata 3.975E+008 4 9.937E+007
Genel Toplam 4.887E+011 16
R? 0.9656
R? diizeltilmis 0.9449
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Sekil 4.14 Prokimidon analitine ait dogrusal olasilik grafigi.
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Sekil 4.15 Klorflurenol analiti i¢in degisken parametrelerin cevap faktorii tizerindeki etkisini
gosteren 3 boyutlu yiizey cevap grafikleri.
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Sekil 4.16 Prokimidon analiti i¢in degisken parametrelerin cevap faktorii lizerindeki etkisini
gosteren 3 boyutlu yiizey cevap grafikleri.

4.2.1.2 1kili Dagitic1 Sivi S1ivi Mikroekstraksiyonu Sonras1 Yontem Analitik Performansi

Ikili Dagitict Stvi S1vi Mikroekstraksiyon yonteminin optimum parametreleri Cizelge 4.11°de
verilmistir. Bu parameteler kullanilarak 1.0 ile 500 pg L™ arasinda bir kalibrasyon standartlar1
hazirlanarak standart c¢ozeltilere optimum kosullar altinda onderistirme uygulanmstir.
Onderistirme sonras1 analiz edilen standart ¢dzeltilerde klorflurenol ve prokimidon analitleri
tayin edilmis olup bu analitlere ait kalibrasyon grafikleri sirasiyla Sekil 4.17 ve 4.18’de
verilmistir. Klorflurenol ve prokimidon analitleri i¢in lineer ¢alisma araliklar1 sirasiyla 2.0 —
500 pg L't ve 1.0 — 20 pg L olarak belirlenirken gozlenebilme limitleri sirastyla 0.57 pg L™ ve

0.30 pg L* olarak bulunmustur. Onderistirme islemi uygulanmayan yonteme kiyasla
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gelistirilen bu yontem sonrasi klorflurenol ve prokimidon analitleri i¢in yontem duyarliliginda

sirasiyla 105 ve 233 kat artis elde edilmistir. iki analit i¢in elde edilen diisiik %RSD degerleri,

hem ekstraksiyon islemi hem de enstriimantal analizler igin iyi bir kesinlik gostermistir. Her iki

analit icin de analitik performans degerleri Cizelge 4.12’de 6zetlendigi gibidir.

Cizelge 4.11 Klorflurenol ve prokimidon i¢in optimum ekstraksiyon parametreleri ve degerleri.

Parametreler

Optimum Kosullar

Ekstraksiyon ¢oziicii tiirii

Diklorometan - 1,2 Dikloroetan

Ektraksiyon ¢oziicli miktari

100 pL - 100 pL

Dagitici ¢oziict tiirt Etanol
Dagitict ¢ozilicii miktari 2.5mL
Tuz tiiri Tuzsuz
Karistirma tiirti Vorteks
Karistirma siiresi 15s
7000000
6000000 o
5000000
_ 4000000
g ’ y = 11542x - 45455
< 3000000 , R2 = 0,9997
= .0’
&, 2000000 .
1000000 .
e
0 @®
0 100 200 300 400 500 600

Klorflurenol, pg L

Sekil 4.17 Optimum IDSSME kosullar1 altinda klorflurenol igin dogrusal kalibrasyon grafigi.
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Sekil 4.18 Optimum IDSSME kosullar altinda prokimidon igin dogrusal kalibrasyon grafigi.

Cizelge 4.12 IDSSME kosullar1 altinda klorflurenol ve prokimidon analitlerine ait analitik
performans degerleri.

Klorflurenol Prokimidon
GL 0.57 pg Lt 0.30 ug Lt
TL 1.9 ugL? 1.0 ug L?
Dogru denklemi Y=11542x-45420 Y=22141x-1589.2
R? 0.9997 0.9998
%RSD 9.6 5.17
Dinamik calisma arahg 2.0-500 pg L? 1.0-20 ugL?

4.2.1.3 1kili Dagitict Sivi Sivi Mikroekstraksiyon Yontemi Sonrasi Geri Kazamim

Calismasi

Gelistirilen yontemlerin zamanli 6rneklere uygulanabilirligi, geri kazanim ¢aligmalar1 yapilarak
test edilmistir. Cogu ¢evresel ve biyolojik numunenin karmasik yapisi nedeniyle, analitler
tizerinde matriks etkisi ortaya ¢ikmakta ve bu etki ¢ogu zaman baskilama kimi zaman ise iyon
siddetini arttiric1 etki olarak kendisini gostermektedir. Bu nedenle belirli bir numune matriksine
uygulanan geri kazanim c¢aligmalar ile gelistirilen yontemin uygulanabilir olup olmadigi
belirlenmelidir. Bu ¢alismada, geri kazanim ¢alismalar1 iiniversite atiksuyu, baraj goli ve
hastane atiksuyu numuneleri tizerinde gergeklestirilmistir. Geri kazanim ¢aligsmalar1 6ncesi bu

gercek numuneler igerisinde ilgili analitlerin bulunup bulunmadigini tespit etmek amaciyla
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numunelere blank analizleri yapilmistir. Ger¢ek numunelerin higbirinde ilgili analitlere ait
sinyal gozlenmemistir. Geri kazanim ¢alismasi i¢in gercek numunelere ilgili analitler, lineer
calisma araliginda olacak sekilde spike yapilmistir. Bu amagla, 50 pg L ve 100 pg L 'lik son
derisimlerde spike yapilan numune ¢ozeltileri optimum kosullar altinda ekstraksiyon islemine
tabi tutulmustur. Analitler i¢in elde edilen pik alanlar1 ayn1 derisimdeki standart ¢ozeltiler igin
elde edilen pik alanlart ile kiyaslanarak %geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Klorflurenol
ve prokimidon analitleri icin %geri kazanim degerleri sirastyla 50 ug Lt icin % 87.3-105.0;
100 pg L igin ise %99.6 - 116.5 araliginda bulunmustur. Gergek numuneler icin elde edilen
%geri kazanim sonuglar1 Cizelge 4.13’de detayli olarak verilmistir. Bu sonuglar, IDSSME
yonteminin atik su matriksindeki klorflurenol ve prokimidon analitlerini dogru bir sekilde tayin

etmek i¢in kullanilabilecegini gostermektedir.

Cizelge 4.13 Klorflurenol ve prokimidon analitleri i¢in % geri kazanim sonuglari.

50 pg ! 100 pg L?

Klorflurenol %99.4+12.9 % 99.9+3.5
Universite Atiksuyu _

Prokimidon % 873+ 11.3 % 102.2+ 3.6

Klorflurenol % 105.0+ 7.8 % 100.7 + 3.1
Baraj Golii -

Prokimidon % 100.1+74 % 104.4+3.2

Klorflurenol % 101.1+4.7 %99.6+73
Hastane Atiksuyu _

Prokimidon % 90.2+4.2 % 116.5+8.5

4.2.2 Akilli Sivi Sivi Mikroekstraksiyon Yonteminin Gelistirilmesi

Calismanin bu asamasinda analitlerin akillt s1v1 sivi mikroekstraksiyon/Onderistirme sonrasi
GC-MS cihazinda eser seviyelerde tayin edilmelerine yonelik c¢alismalar yapilmistir.
Optimizasyonlarm her biri 50 pg L™ sulu standartlarla yapilmustir.

4.2.2.1 ASSME Optimizasyonlari

ASSME optimizasyonlarinin amaci ekstraksiyon verimini yiikseltmek, yiiksek dogruluk ve

duyarhlikla tayinler gerceklestirmektir.
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4.2.2.1.1 Sodyum hidroksit derisiminin belirlenmesi

ASSME tekniginde, karisabilir ¢oziiciiyii faz ayrilmasi i¢in karigsmaz hale getirmek i¢in NaOH,
hava ve atil gazlar kullanilabilir [132]. Bu ¢alismada, protonlanmis N, N dimetilbenzilamini N,
N dimetilbenzilamine doniistirmek i¢in sulu faz ile karismaz, kiitle transferi ve
ekstraksiyonunu analiz etmek i¢in NaOH kullanmilmistir. N, N-dimetilbenzilamin
deprotonasyonu i¢in optimum NaOH, 0.50, 1.0, 2.0, 3.0 ve 5.0 M ¢ozeltilerinin her biri 1.0 mL
test edilerek belirlenmistir. Sekil 4.19°da gosterildigi gibi, 0.50 M NaOH, iki analit i¢in de en
yiiksek pik alanlarimi  vermistir. Bu optimizasyon asamasinda deprotonasyonunu

gerceklestirmek i¢in optimum konsantrasyon 0.50 M NaOH olarak bulunmustur.

Cizelge 4.14 Sodyum hidroksit derisimi optimizasyonunda kullanilan deneysel parametreler.

Akilli Coziicii Miktart 1.5mL
NaOH Hacmi 2.0mL
Karigtirma Ttirii Vorteks
Karigtirma Siiresi 15s
1200000
i Klorflurenol & Prokimidon
1000000 :[
800000
< 600000
e~
[
400000
I
200000 =
T
o e
0.5 1.0 2.0 3.0 5.0

NaOH derisimi, M
Sekil 4.19 Pik alanlarina kars1 sodyum hidroksit derisiminin belirlenmesi.

4.2.2.1.2 Sodyum Hidroksit Hacminin Belirlenmesi

Ekstraksiyon etkinligi lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olan bu yontemin bir baska parametresi

NaOH hacmidir. Numune c¢ozeltisinin fazla seyreltilmesinin, analitlerin zenginlestirme
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faktoriinli  azaltabildigi  iyi  bilinmektedir.  Protonlanmig ~ N,N-dimetilbenzilamin
enjeksiyonundan sonra, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0 ve 2.5 mL 0.50 M NaOH ilave edilmistir. 0.75 ve 1.0
mL NaOH ilavesinde iist fazlar GC-MS cihazinda tayin etmek i¢in yeterli olmadigindan 1.5
mL NaOH ile devam edilmistir.

Cizelge 4.15 Sodyum hidroksit hacmi optimizasyonunda kullanilan deneysel parametreler.

Akilli Coziicti Miktari 1.5mL
NaOH Derisimi 0.50 M
Karistirma Tiirii Vorteks
Karigtirma Siiresi 15s

300000
i Klorflurenol & Prokimidon

250000

200000 =
g
=
< 150000
~
= =

100000

- i i i i
0
0.75 1.0 15 2.0 2.5

NaOH miktar1
Sekil 4.20 Pik alanlarina kars1 sodyum hidroksit miktarinin belirlenmesi.

4.2.2.1.3 Akilh ¢oziicii hacminin belirlenmesi

Protonlu N, N-dimetilbenzilamin bu ¢alisma igin ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak
degerlendirilmis ve analitler i¢in yiiksek ekstraksiyon kabiliyeti elde etmek i¢in uygun hacmi
arastirilmistir. Protonlu N, N-dimetilbenzilamin hacimleri, 1.0 ile 4.0 mL arasinda sulu
standartlara uygulandi. Analitlerin pik bolgeleri arasindaki karsilagtirma yapildiginda, 2.0 mL
protonlanmis N, N-dimetilbenzilaminin iki analit i¢in optimum hacim oldugu bulunmustur. 1.0
mL protonlanmis N, N - dimetilbenzilamin, analitleri sulu ¢ozeltiden toplamak icin yeterli

olmadig1 goriilmiistiir. 3.0 mL hacim ile ekstra edilen analitlerin pik alanlar1 6nemli 6l¢iide
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azalmistir (Sekil 4.21) ve bu ekstraksiyondan sonra elde edilen ekstra hacim ile analitlerin
seyreltilmesine baglanabilir. Bu nedenle, daha fazla optimizasyon i¢in 2.0 mL protonlanmis N,

N-dimetilbenzilamin kullanilmistir.

Cizelge 4.16 Akilli ¢oziicli hacmi optimizasyonunda kullanilan deneysel parametreler.

NaOH Derisimi 0.50 M

NaOH Hacmi 1.5mL

Karistirma Tiirii Vorteks

Karigtirma Siiresi 155
500000

# Klorflurenol  ®&Prokimidon
450000

400000

350000
300000
250000
200000
150000
100000

50000 i i R

. e

1.0 2.0 3.0 4.0

Akalli ¢6ziicti miktart, mL

Pik Alam

Sekil 4.21 Pik alanlarina kars1 akilli ¢6ziicii miktarinin belirlenmesi.

4.2.2.1.4 Kanstirma siiresinin belirlenmesi

Numuneye sodyum hidroksit ilave edildiginde homojen olarak dagilmasini saglamak igin
karigtirma islemi gerekmektedir. Bu nedenle tam homojenligin saglanmasi agisindan karigtirma
stiresi de optimize edilmistir. Karistirma islemini vorteks yardimiyla gerceklestirilmis olup 15,

30, 45, 60 ve 120 saniye karistirma siireleri denenmistir.
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Cizelge 4.17 Karistirma siiresi optimizasyonunda kullanilan deneysel parametreler.

NaOH Derisimi 0.50 M

NaOH Hacmi 1.5mL

Akilli Coziicii Miktar1 2.0mL

Karistirma Tiirii Vorteks
250000

i Klorflurenol  ®&Prokimidon

200000
I =
.o
— 150000 = =
=]
=
<
-
& 100000
—
N i . . I .
0 . . .
15 30 45 60 120

Karigtirma siiresi, s
Sekil 4.22 Pik alanlarina kars1 karistirma siiresinin belirlenmesi.

Sekil 4.22°de gorildigi gibi 60 ve 120 s karistirma siireleri birbirlerine yakin ve en iyi
sonuclar1 vermektedir. Ekstraksiyon isleminin hizli gerceklestirilebilmesi i¢in karistirma siiresi

60 s olarak belirlenmistir.

4.2.2.1.5 Tampon c¢ozeltisinin belirlenmesi

Inorganik analitlerden farkli olarak, organik analitler, molekiiler formlarindan dolayi
ekstraksiyon ¢oziiciileri ile kolayca toplanabilmektedirler. Bu molekiiler form, analit
¢ozeltisinin pH degerinin degistirildigi ve farkli pH ortamlarindaki ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
ozelliklerinin de degistigi zaman ayrigmaya ugrayabilmektedir. Bu nedenle ¢ozelti pH’st,
pH 5 — 10 arahiginda ¢alisilarak optimize edilmistir. Iki analit i¢in de en diisiik pik alan degerleri
Sekil 4.23’te goriildiigii tizere pH 5 degeri i¢in kaydedilmistir. Bu sonugtan, asidik ortamin,
farkli pKa degerlerine sahip olan analitler yerine ekstraksiyon ¢oziiciisii tizerinde 6nemli bir

etkisi oldugu cikarilabilmektedir. Ayn1 genel egilim, diger pH degerlerinde de, yani pH 7'den
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sonra da marjinal diisiisler olarak gézlenmistir. Kullanilan deiyonize suyun pH degeri, pH 6 ve

7 arasinda oldugundan, ¢ozeltinin kendi pH degeri olan 6.05 ile optimizasyonlara devam

edilmistir.

Cizelge 4.18 Tampon ¢ozelti optimizasyonunda kullanilan deneysel parametreler.

NaOH Derisimi 0.50 M

NaOH Hacmi 1.5mL

Akilli Coziicti Miktari 2.0mL
Karistirma Tiirii Vorteks
Karistirma Siiresi 60 s

Tampon Cozelti Dogal pH (6.05)

300000 )
® Chlorflurenol ®Procymidone
250000
200000
g
= 150000
4
(=W
100000
50000
;L AR
5.0 6.05 7.0 8.0 9.0

pH

Sekil 4.23 Pik alanlarina kars1 ¢ozelti pH’sinin belirlenmesi.
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4.2.2.2 Akilh Sivi Sivi Mikroekstraksiyon Yonteminin Analitik Performansi

Akilli Sivi Sivi Mikroekstraksiyon yonteminin optimum parametreleri Cizelge 4.19’da
ozetlenmistir. Bu optimum kosullar altinda derisimi 1.0 ile 500 pg L arasinda degisen
kalibrasyon standartlarina ASSME yontemi uygulanarak gelistirilen yOntemin analitik
performans degerleri belirlenmistir. Klorflurenol ve prokimidon analitleri i¢in Onderigtirme
islemi sonras1 elde edilen kalibrasyon dogrular sirasiyla Sekil 4.24 ve 4.25’te verilmistir. Bu
analitler icin lineer ¢alisma araligi 10 — 100 pg L ve 2.0 — 100 pg L olarak belirlenmis olup
analitlerin gdzlenebilme limitleri ise sirastyla 3.5 pg L™ ve 0.44 pg L olarak hesaplanmustir.
Onderistirme uygulanmayan ydnteme kiyasla gelistirilen bu yontem klorflurenol ve prokimidon
analitleri i¢in duyarlilikta sirasiyla 17 ve 159 kat artma saglamistir. Elde edilen diisiik %RSD
degerleri yontemin tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir. Her iki analit i¢in de yontem

performans degerleri Cizelge 4.20°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.19 Klorflurenol ve prokimidon i¢in optimum ekstraksiyon parametreleri ve degerleri.

Parametreler Optimum Kosullar
Akill1 ¢oziicli miktari 2.0 mL

NaOH derisimi 0.50 M

NaOH miktar1 1.5mL

Karistirma tiirti Vorteks

Karistirma siiresi 30s

pH 6.05

57



80000
70000

..
60000
_ 50000 .
=
= 40000 y = 647,33x + 2629,9
< . R = 0,9992
30000 :
20000 .
."".
10000 | e
0
0 20 40 60 80 100 120

Klorflurenol, ug L?
Sekil 4.24 Optimal ASSME kosullart altinda klorflurenol analitinin dogrusal kalibrasyon grafigi.

600000
500000 i
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300000 y =5098,9x + 5285,8

R?=0,9999

Pik Alanm1

200000

100000 L

0 @
0 20 40 60 80 100 120
Prokimidon, pg L1

Sekil 4.25 Optimal ASSME kosullar1 altinda prokimidon analitinin dogrusal kalibrasyon
grafigi.

Cizelge 4.20 ASSME kosullar altinda klorflurenol ve prokimidon analitlerine ait analitik

degerler.

Klorflurenol Prokimidon
GL 3.5ugl? 0.44 ng Lt
TL 11.8 ugL? 1.5ugL?

Dogru denklemi Y=647.33x-2629.9 Y=5098.9x-5285.8
R? 0.9992 0.9999
%RSD 7.7 5.8
Dinamik ¢calisma arahgi 10-100 pg L 2.0-100 ug L1
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4.2.2.3 Akilli S1vi Sivi Mikroekstraksiyon Yontemi Geri Kazanim Calismasi

Akalli s1v1 stvi mikroekstraksiyon yontemi ger¢ek drneklere uygulanarak, ylizde geri kazanim
calismasi icin 15 pg L™ ve 75 pg L derisimlerinde analiti igerecek sekilde gercek drneklere
spike yapilmistir. Spike yapilmamis numuneler 6nceden analiz edilerek ilgili analitleri
icermedikleri saptanmustir. Gelistirilen akilli sivi sivi mikroekstraksiyon yontemi ile
klorflurenol ve prokimidon analitleri i¢in geri kazanim ¢alismalari biyolojik atiksu aritma tesisi
suyu, hastane atiksuyu ve sulama kanali suyu numuneleri ile ger¢eklestirilmistir. Spike yapilan
numuneler optimum ekstraksiyon kosullarina tabi tutularak dnderistirme sonrasi ilgili analitler
GC-MS sisteminde tayin edilmistir. Ayn1 derisimdeki standart ¢ozeltiler ile kiyaslanarak elde
edilen %geri kazanim sonuglar1 klorflurenol ve prokimidon analitleri igin sirastyla; 15 pg L™
i¢in %97.1 - 115.1 araliginda; 75 pug L i¢in ise %86.3 - 115.4 araliginda bulunmustur. Her iki
analit i¢in de ger¢cek numunelerde elde edilen % geri kazanim sonuglari Cizelge 4.21°de
Ozetlenmistir. Elde edilen bu sonuglar uygulanan akilli sivi sivi mikroekstraksiyon yontemi ile

atiksu matrikslerinde ilgili analitlerin yiiksek dogrulukta tayin edilebildigini gdstermektedir.

Cizelge 4.21 Klorflurenol ve prokimidon analitleri i¢in % geri kazanim sonuglari.

15 pg Lt 75 pgL*
. Klorflurenol
fleri Biyolojik Atiksu 7 104.4%2.0 7o 1154050
Aritma Tesisi Prokimidon % 115.1 £ 15.3 % 98.1+10.2
Klorflurenol %99.1+4.3 % 103.2+5.8
Hastane Atiksuyu —
Prokimidon % 101.4+52 % 99.5 £ 8.3
Klorflurenol % 101.4+£5.8 %925+1.3
Sulama Kanah Suyu S—
Prokimidon %97.1+5.8 % 86.3+2.4
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BOLUM 5

SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alisma kapsaminda Kklorflurenol ve prokimidon analitlerinin yiiksek dogruluk ve
duyarhilikta kantitatif tayinlerine yonelik GC-MS sisteminde analizi oncesi uygulanmak iizere
iki farkli mikroekstraksiyon yontemi gelistirilmistir. Iki mikroekstraksiyon ydntemi i¢in de tiim
degisken parametreler optimize edilmistir. Yontemlerin analitik performans degerleri bu
optimum kosullar altinda kiyaslanmigtir. Analiz Oncesi Onderistirme olmadan gelistirilen
dogrudan tayin yonteminde klorflurenol ve prokimidon analitleri igin GL/TL degerleri sirasiyla
0.06 mg L1/0.19 mg L™ ve 0.07 mg L1/ 0.21 mg L olarak bulunmustur. Onderistirme islemi
sonrasinda ise IDSSME yénteminde klorflurenol ve prokimidon analitleri i¢in GL/TL degerleri
sirastyla 0.57 ug L™t/ 1.9 pg L™ ve 0.30 ug L/ 1.0 ug L* olarak bulunmustur. Gelistirilen
ikinci 6nderigtirme yontemi olan ASSME yonteminde ise klorflurenol ve prokimidon analitleri
icin GL/TL degerleri sirasiyla 3.5 ng Lt/ 11.8 pg Lt ve 0.44 pg L1/ 1.5 pg L olarak
bulunmustur. Gelistirilen bu yontemler ile birlikte klorflurenol ve prokimidon analitleri igin
tayin duyarhiliginda ASSME yonteminde sirasiyla 17 ve 159 kat ve IDSSME yénteminde ise
105 ve 233 kat iyilestirme saglanmistir. Gelistirilen tayin yontemlerinin analitik performanslari

Cizelge 5.1°de goriilmektedir.

Gelistirilen analitik yontemlerin gergek numunelere uygulanabilirligini belirlemek amaciyla
farkli gevre drneklerinde % geri kazanim ¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagla 6rneklere optimum
kosullar1 belirlenmis olan mikroekstraksiyon yontemleri uygulanmistir. Elde edilen yiiksek
geri kazanim degerleri yontemin gercek numunelere basariyla uygulanabilir oldugunu
gostermistir. Caligsmalardan elde edilen sonuglar, gelistirilen tayin yonteminin belirtilen
matrikslerde ilgili analitlerin tayini i¢in yliksek dogruluk ve duyarlilikla kullanilabilecegini
kamtlanmistir. Ayrica IDSSME ve ASSME yéntemleri ile klorflurenol ve prokimidon
analitlerinin eser seviyelerde ucuz ve ¢evre dostu bir yontem ile tayini miimkiin kilinmistir.
ICP-MS ve ICP-OES gibi ileri teknolojik cihazlar ile yarigsabilecek yiliksek dogruluk ve

duyarlilikla, ucuz ve c¢evre dostu bir analitik literatiire kazandirilmistir. Atiksu 6rneklerinde
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bulunan analitlerin aritim kontrollerinin yapilmasinda aritim Oncesi/aritim sonrasi tayinlerde
gelistirilen yoOntemlerin kullanilabilecegi acikg¢a ortaya konulmustur. Gelistirilen tayin
yontemleri kullanilarak belirtilen analitlerin farkli atiksu 6rneklerinde yiiksek verimde

aritimlarinin yapilmasi gelecek hedefi olarak belirlenmistir.

Cizelge 5.1 Gelistirilen analitik yontemlerin performans degerleri.

Yontem Parametre Klorflurenol Prokimidon
GC-MS Gozlenebilme Limiti (ug L) 60 70
(6nderistirme .
Tayin Limiti (ug LY) 190 240
olmadan elde edilen
veriler) Calisma Araligi 200-20000 200-100000
Gozlenebilme Limiti (ug L) 35 0.44
ASSME
B o Tayin Limiti (ug LY) 11.8 15
(onderistirme
sonrasi elde edilen o 1
Caligma Araligi (ug L) 10-100 2.0-100
veriler)
Iyilestirme Faktorii (ug L) 17 159
Gozlenebilme Limiti (ng L) 0.57 0.30
IDSSME
Tayin Limiti (ug LY) 1.9 1.0
(2. onderistirme
sonrasi elde edilen - 1
Caligma Araligi (ug L) 2.0-500 1.0-20
veriler)
Iyilestirme Faktorii 105 233
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