28338,

DOMATESLERDE LiKiT KROMATOGRAFIK YONTEMLE
2,4-D TAYINI UZERINDE ARASTIRMALAR

INVESTIGATIONS ON THE DETERMINATION OF 2,4-D
IN TOMATOES BY LIQUID CHROMATOGRAPHIC METHOD

Vural Gékmen

7.6 YORSEROGRETIV RURULRD
DORUMANTASYON MERKRZI

Hacettepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist Yénetmeliginin
Gida Mihendisli§i Anabilim Dali icin Ongérdugu
YUKSEK MUHENDISLIK TEZI

olarak hazirlanmigtir

1993



Fen Bilimleri Enstitisl Middridigine,

isbu ¢alisma, jurimiz tarafindan GIDA MUHENDISLIGI ANABILIM DALI'nda
YUKSEK MUHENDISLIK TEZI olarak kabul edilmigtir.

Bagkan

Prof. Dr. Jale ACAR
Oye

Déq Dr n‘i’E&llZ 4
Uye /

Yard. Dog. Dr. Ferhunde SAHBAZ
ONAY

Butez ... /..... 1 1983 tarihinde Enstitli Yonetim Kurulunca belirlenen yukaridaki

jiiri Gyeleri tarafindan kabul edilmistir.

Prof. Dr. Giiltekin GUNAY
FEN BILIMLERI ENSTITUSU MUDURU



OzET

2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), herbisit olarak Turkiye' de kullaniimasina izin
verilen bir maddedir. Ancak bu maddenin kontrolsiiz bir gekilde, bazi sebzelerin
serada yetistiriimesinde blyUmeyi dizenleyici olarak da kullanildi§: bilinmektedir.
Buna kargihk bugine kadar Turkiye seralarinda yetistirilen bu sebzelerde kalinti
2,4-D miktannin belirlenmesine yonelik bir ¢alisma yapiimamistir.

Bazi bitkisel Urlnlerde 2,4-D tayini amaciyla kullanillan gaz kromatografik
yéntemlerde drnegin temizienmesi ve esterifikasyonu uzun zaman aldidindan ve
fazla miktarda kimyasal kullanimini  gerektirdiinden bu aragtirmada,
domateslerdeki 2,4-D' nin serbest asit formunda analiz edilebildigi HPLC igin bir
yontem geligtirmeye caligiimistir. Bu amagla bitkisel materyallerde gaz
kromatografisi ile 2,4-D' nin metil esteri formunda tayinine uygun bir yéntem esas
alinmigtir ve HPLC' ye uyarlanmaya ¢aligilmistir.

Bu sekilde aragtirmanin baslangicinda, HPLC' de 2,4-D' nin serbest asit ve metil
esteri formunda tayini i¢in mobil faz se¢imi yapilmis ve bunun icin 3 farkh izokratik
ve bir gradiyent mobil faz karigimi kullanilmigtir. Kullanilan mobil fazlann bilesimleri
soyledir:

1. 0.001 M PO4™3 ve 0.005 M setrimit igeren izokratik metanol:su karigimi
(75:25, viv)

2. izokratik asetonitril:%2 asetik asit iceren su karigimi (75:25, viv)

3. izokratik asetonitril:%2 asetik asit iceren su karisimt (60:50, viv)

4. Gradiyent asetonitril:%2 asetik asit iceren su karisimi

2,4-D tayini i¢in en uygun mobil faz karigiminin 50:50 (v/v) oraninda hazirlanmis
" izokratik asetonitril:%2 asetik asit iceren su karigimi oldugu saptanmistir. Bu
nedenle HPLC ile kantitatif olarak domateslerdeki 2,4-D miktarinin belirenmesinde
bu mobil faz karigimi kullaniimistir.

Geri kazanma oraninin belirlenmesi amaciyla domateslere 0.5, 2.0 ve 4.0 mg/kg
dlzeylerinde 2,4-D ilave edilmistir. Daha sonra bu 6rnekler sicak alkali hidrolizine
tabi tutulmus ve ardindan asitlendirilerek aseton:su:diklormetan ayirimi ile ekstrakte
edilmigtir. Asitlendirilmig organik ekstraktin &n temizlenmesi amaciyla asit/baz
aywmmi  uygulanmis ve daha sonra 6rnek Amberlite XAD-2 kolonunda
temizlenmistir. Kantitatif analizler esterlestirme uygulamadan serbest asit formunda
ve metanol/HySO4 esterifikasyonu uyguladiktan sonra metil esteri formunda HPLC'
de yapilmigtir. Domatesten % geri kazanma oranlan 0.5, 2.0 ve 4.0 mg/kg ilave -



dlzeyleri icin sirasiyla serbest asit formunda %90.6-93.6, %65.0-77.7, %62.85-
74.65 ve metil esteri formunda ise %63.55-73.27, %50.76-55.0, %30.67-31.72
olarak bulunmustur.
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ABSTRACT

2 ,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is permitted to be used only as a herbicide
in Turkey, but It is well known that it is also used ignorantly as growth regulator
during the growth of some vegetables in greenhouses. Unfortunately, no study has
been carried out to determine the residues of 2,4-D in greenhouse vegetables.

In most of the methods in which gas chromatography was used for the
determination of the residues of 2,4-D in plant materials, cleaning-up of the sample
and esterification of 2,4-D have appeared as very complex treatments increasing
the time and the total cost of analysis. Therefore, it has been the purpose of this
study to develop an HPLC method for the determination of 2,4-D residues in
tomatoes. A gas chromatographic method offered for the determination of 2,4-D
residues in plant materials as methy! ester form was accepted as the basis and
modified for HPLC.

At the beginning of the study, the mobile phase to be used for the analysis of 2,4-
D and 2,4-DME by HPLC technique was chosen. To do this, 3 isocratic and a
gradient mobile phase mixtures were investigated. These mobile phase mixtures
are listed below:

1. Methanol:water mixture (75:25, v/v) containing 0.001 M PO4‘3 and
0.005 M cetrimide

2. Acetonitrile:water mixture (75:25, v/v) containing 2% acetic acid

3. Acetonitrile:water mixture (50:50, viv) containing 2% acetic acid

4. Gradient mixture of acetonitrile:water containing 2% acetic acid

The best results for 2,4-D and 2,4-DME were obtained with the acetonitrile:water
mixture (50:50, v/v) containing 2% acetic acid. Therefore, this mobile phase mixture
was used for the quantitative analysis of 2,4-D residues in tomato samples.

To determine the % recovery of 2,4-D, 0.5, 2 and 4 mg/kg of 2,4-D were added into
tomato samples of 2,4-D. Then tomatoes were hydrolyzed with hot alkaline
solution.  Fallowing  acidification step, they were extracted with
acetone:water:dichlormethane partition. The acidified organic extract was pre-
cleaned with acid/base distribution and then effectively cleaned by eluting through
Amberlite XAD-2 column. Both the free acid and methyl ester forms of 2,4-D were
analyzed quantitatively by HPLC method. % recoveries corresponding to the added
0.5, 2 and 4 mg/kg of 2,4-D were found out to be 90.6-93.6%, 65.0-77.7% and
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62.85-74.65% for the free acid form, and 63.55-73.27%, 50.76-55.0% and 30.67-
31.72% for methyl ester form, respectively.
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1.GIRIS

Son yillarda artis gbsteren 6rtll alti sebze tariminda domates &nemli bir yere
sahiptir. Dig satimin énem kazanmasi nedeniyle bu yer giderek genisleme
edilimindedir. Buna ragmen, &rti altt sebze yetistiricilijinde bazi sorunlar
bulunmaktadir. Bu sorunlarin en énemlisi seralarda dlzenli ve yeterli bir isitma
yapilamamast sebebiyle meyve tutumunun yetersiz olmasidir. Her ne kadar soduk
kis aylarinda gunlik ortalama sicakliklar bitki gelisimi icin yeterli ise de, gece
sicakliklannin diglk olmasi, gigek tozu olusumunu engellemekte ve normal meyve
tutumu gergeklesememektedir. Don ve dlslk sicakliklardan korunmak amaciyla
yapilan isitma ise, toplam Uretim maliyetini ¢ok yiiksek oranda artirdi§indan meyve
tutumu igin pratik bir ¢dz(im olarak gériinmemektedir. Bu nedenie 8rtd altt domates
ve dijer bazi sebzelerin yetistirimesinde, hormon olarak bilinen bitki blytme
dlzenleyici kimyasallarin kullanim: zoruniu hale gelmis ve son yillarda kullanimi
giderek artmigtir.

Yaygin olarak kullanilan 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) bir herbisit olup; yine
bu amagla kullanilmak Uzere Tanm ve Kdyisleri Bakanli§i' nca imaline 07.08.1964,
ithaline ise 17.05.1971 yihindan beri izin verilmektedir. Ayni amagla 2,4-D ester
halinde de kullanilabilmektedir. 2,4-D esterinin imaline ise 02.01.1973' den beri izin
verilmektedir (Anoymous, 1992).

Aslinda herbisit olan bu maddeler bitkilerde baylme diizenleyici kimyasal olarak da
kullanilabilmektedir. Ancak kullanimindaki bilgi ve deneyim eksikligi nedeniyle,
yanhs ve ylksek dozda 2,4-D uygulanmasi sonucu 6zellikle domates meyvelerinde
koflagsmalar ve sekil bozukluklan gézienmektedir. Dider taraftan kanserojen olarak
nitelenen bu tir maddelerin, domateslerin tliketiimesi ile insan saghgini olumsuz
etkileyebilecegdi de bildiriimektedir.

Kloriu fenoksiasetik asit grubunda yer alan 2,4-D ile insan hicre kultlrleri Gzerinde
yapilan in-vitro ¢aligmalarda, bu bilesidin disik konsantrasyonlarda bile DNA
hasan meydana getirdigi ve dolayisiyla 2,4-D' nin genetik hasar olugturma
potansiyeline sahip oldugu bildiriimektedir.2,4-D ile yapilan kanserojenite
testlerinde bu etkinin degerlendirilebilmesinin yetersiz oldugu, ancak bu maddenin
ko-kanserojenik etkiye sahip oldugu ileri striimektedir. Bazi ¢alismalara gore de
timér olugsumunu hizlandirdidi belirtiimektedir (Burgaz, 1982). '

Birlesmis Milletler Gida Tarim Tegkilati (FAO) ve Dunya Sadlik Tegkilati (WHOQ)
ortak komisyonu (Codex Alimentarius Commission), 1986 yili subat ayinda 2,4-D



icin bazi gidalarda bulunabilecek en yuksek dlzey ile ilgili sinirlamalar getirmistir.
Buna gére arpa, bugday ve cavdarda 0.5 mg/kg, turuncggillerde 2 mg/kg, et, st ve
yumurtada 0.05 mg/kg ve otlarda 0.5 mg/kg dlzeyine kadar 2,4-D kalinti dizeyine
izin verilmistir. Almanya ve diger Avrupa Ulkeleri ise kendi standartlaninda bu
miktariari bugday ve diger hububat igin 0.1 mg/kg olarak sinirlarken, taze meyve ve
sebze igin 0.2 mg/kg sininmn koymuslardlr(Gilsbach ve Thier, 1982; Ebing et al.,
1985; Meemken et al., 1987). Ayrica FAO/WHO ortak komisyonu, glinlik viicuda
alinabilecek en ylksek 2,4-D miktarint (ADI) ise 0.3 mg/kg insan vicut adirid
olarak belirlemigtir.

Ulkemizde 2,4-D' nin herbisit olarak kullanimina yasal olarak izin verildigi haide,
2,4-D uygulanmig Urlnlerde 2,4-D kalinti diizeyinin belirlenmesine yonelik kapsami
bir caligma henlz yapiimamistir.

Yabanci literatlirde, bitkisel materyallerde, toprakta, suda ve insan idranindaki
kalinti 2,4-D dlzeyinin saptanmasina yonelik birgok arastirma yer almaktadir. Bu
aragtirmalann hemen hepsinde gaz kromatografik yéntemler kullaniimaktadir. 2,4-D
gibi ylksek polariteye sahip bilesikierin gaz kromatografik olarak tayin edilebiimesi
i¢in derivatize edilmeleri zorunludur (Roseboom et al., 1982). Ancak 2,4-D gibi
bilegikleri ugucu hale getirmek i¢in uygulanan bu islem analiz stresinin artmasina
ve ydntemin daha kompleks bir hale gelmesine neden olmaktadir (Moye, 1981).

Buna karsibk 2,4-D, yliksek performans likit kromatografisi (HPLC) ile
derivatizasyona gerek duyulmadan serbest asit formunda analiz edilebilmektedir.
Bu ¢aligmalar, simdiye kadar bir¢ok arastinici tarafindan  2,4-D formilasyonlarinda
ve su 6rneklerinde yapilmistir (Akerblom ve Lindgren, 1983; Cochrane et al., 1983;
Grorud ve Forrette, 1983; Akerblom, 1985; Fayyad et al., 1989; Larson ve
Houglum, 1991). Ancak bitkisel materyallerdeki kalinti 2,4-D dizeyinin
belirlenmesinde HPLC' nin kullanildidi bir kalinti analiz yéntemi bulunmamaktadir.

Bu ¢alismanin amaci, daha 6nce Specht ve Tillkes (1981) tarafindan bitkisel
materyallerdeki ¢esitli fenoksikarboksilik asit kalintilannmin belilenmesi amaciyla
geligtirilen ve domatesler i¢in uygun oldugu da saptanan gaz kromatografik
yontemin modifiye edilerek, domateslerdeki 2,4-D kalintilannnin HPLC ile
saptanabilmesi olanaklarinin arastiriimasidir.



2. LITERATUR OZETI

2,4-D klorlu fenoksiasetik asit grubunda yer alan ve herbisit olarak kullanilan bir
maddedir. Erime noktasi 138°C olan 2,4-D, benzen, alkol, eter, kloroform vb.
organik ¢ézicllerde ¢bzinlrken; suda ¢ok az ¢dzlinen beyaz kristal bir tozdur
(Burgaz, 1982). 2,4-D' nin sudaki ¢éziintrliga, 25°C' de 0.07 ppm' dir (Anonymous,
1981). 2,4-D' nin kimyasal agik formla Sekil 2.1' de verilmistir .

OCH,, COOH

Cl
Sekil 2.1 : 2,4-D' nin acik kimyasal formUll (Burgaz 1982).

Ozellikle kuvvetli kék sistemlerine sahip, genis yaprakli yabani otlarin kontroliinde
kullanilan 2,4-D ve dider fenoksikarboksilik asit herbisitlerin disik dozlarda
(2,5-10 ppm) bitkiler Gzerindeki fizyolojik etkisi, bitkinin dodal biylime hormonlar
gibi olup blylmeyi hizlandirmaktadir. Buna karsihk, yUksek konsantrasyonlarda
(100-1000 ppm) asiri ve kontrolstiz sekilde blylmeyi hizlandirarak bitkilerin
6limune neden olmaktadir (Burgaz, 1982).

Bitkisel materyallerdeki 2,4-D kalinti diizeyinin belirlenmesinde kullanilan yéntemler
genel olarak gu agamalardan olugmaktadir:

i. Ekstraksiyon

ii. Ekstraktin temizlenmesi

iii. Derivatizasyon

iv. Kantitatif veya kalitatif tayin
2,4-D ve benzeri asidik herbisitler bitkisel materyallerde serbest, konjuge veya bagh
asit formlarinda bulunabilmektedirler (Lokke, 1975; Jensen and Glas, 1981, Bristol
et al., 1982). Asidik herbisitlerin karboksil grubu, bitkisel materyal i¢indeki herhangi
bir bilegikle birlesmemis durumda ise serbest, zayif bir bagdla bitki bilesenlerinden
birine bagdli ise konjuge formdaki kalinti olugsmaktadir. Eder karboksil grubu bitki

bilegenlerinden birine, ancak sicak hidroliz ile pargalanabilen bir bag ile bagl ise,
bu kez bagli formdaki kalintidan s6z edilir (Jensen and Glas, 1981).



Bitkisel materyallerdeki asidik herbisit kalintilannin tayininde énceleri, asitiendirilmis
Orneklerin eter, hekzan, dietileter/hekzan karigim veya aseton gibi ¢ézlicllerle
ekstrakte edildigi gaz kromatografik yontemler kullanilmistir. Ancak bu yontemler ile
sadece serbest formdaki kalintilarin belirlenebildidi bilinmektedir (Jensen and Glas,
1981).

Son zamanlarda literatirde yer alan ¢alismalarda asidik, enzimatik veya alkali
hidrolizi uygulamalarina rastlanmaktadir. Hidroliz yapildigi durumlarda, dogrudan
asitlendirilmis organik ¢ézlicllerle ekstraksiyon uygulanan yéntemlere kiyasia daha
yiksek dizeyde kalinti saptandi§i belirtiimektedir. Kalinti miktarlan arasindaki bu
fark onceleri bagh kalinti olarak karakterize edilmisti. Daha sonra yuritllen
(;ah§malardé ise, oda sicaklidinda seyreltik alkali ile ekstraksiyonun, sicak alkali
hidrolizi ile aym dlizeyde kalinti verdigi gézlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak,
bitkisel materyallerde 2,4-D ve diger asidik herbisitlerin, bagh formdan ¢cok serbest
ve konjuge formda bulundukiar ileri strlimastdr (Jensen and Glas, 1981).

Jensen ve Glas (1981), bugday ve arpa érneklerinin yesil kisimlan ile sap ve tane
kisimlarinda, ayn ayn G¢ farkli yéntemle, gaz kromatografik olarak kahnti 2,4-D
tayini yapmiglardir. Bu calismada 6rneklere seyreltik alkali ile ekstraksiyon, asit
hidrolizi ve alkali hidrolizi uygulanmis ve bu U¢ ydntemin sonuglan birbiriyle
kiyaslanmistir. Bugday ve arpa 6rneklerinin yesil ve sap kisimiari i¢in 0.2 N NaOH,
tane kisimlan icin ise 0.1 N NaOH ekstraksiyonu uygulanmistir. ikinci grup
6rneklere 0.5 N HpSOy4 ile asit hidrolizi ve Gglincl grup érneklere 1.0 N KOH ile
alkali hidrolizi uygulanmis ve elde edilen sonuglar incelenmistir. Buna gére, yesil
kisimlarda alkali hidrolizi ve alkali ekstraksiyonu uygulanarak yGritdlen
denemelerde hemen hemen ayni dlizeyde kalinti saptanirken, asit hidrolizi
uygulanan ayni érneklerdeki kalinti diizeyi daha duguk kalmigtir. Sap kisimlarinda
her U¢ yontem ile elde edilen kalhnti 2,4-D dlzeyi yaklagik ayni olmugtur. Tane
kisimlarinda ise, alkali ve asit hidrolizi yéntemleriyle herhangi bir kalintiya
rastlanilamazken, alkali ekstraksiyonu uygulanan ayni érneklerde ¢ok az da olsa
2,4-D kalintisi bulundugu belirlenmistir. Ayni arastinicilar, budday ornekleri ile
yaptiklarn bir bagka c¢alismada da, oérneklerdeki 2,4-D kalintisinin tamamen
ekstrakte edilebilmesi icin en az 3 veya 4 agamali ekstraksiyon uygulanmasi
gerektigini ileri strmuglerdir. Arastirnicilar, bugday 6rneklerindeki bilinen miktarda
2,4-D kalintisini seyreltik sulu alkali ¢bzeltisi ile arka arkaya 4 kez ekstrakte etmisler
ve ardindan substrata 1.0 N NaOH ¢o6zeltisi kullanarak alkali hidrolizi
uygulamiglardir. Yesil ve sap kisimlarindaki kalintinin %80-85' lik kismi ilk



ekstraksiyon ile geri kazanilmistir. Tanelerdeki kalintinin tamami ise sadece tek
ekstraksiyonla geri alinabilmistir. Yesil kisimlardaki kalintinin tamami ise ancak
dordinclh ekstraksiyondan sonra geri alinabilmistir. Ekstraksiyondan arta kalan
substrata 1.0 N NaOH ile hidroliz uygulanmig ve dordiincli ekstraksiyondan sonra
érneklerde saptanabilir miktarda 2,4-D kalmadig bildirilmistir.

Smith (1985), bugday o6rneklerindeki 2,4-D kalinti miktarini belilemek igin gaz
kromatografik bir yéntem kullanmigtir. Aragtirmaci, érnekleri nce seyreltik NaOH
¢ozeltisi ile ekstrakte etmis ve asitiendirdikten sonra organik ¢dzucl ile
ekstraksiyon uygulamisgtir. Ekstrakt, metilasyondan sonra florisil kolonunda
temizienmis ve elektron tutucu dedektor kullanilarak, gaz kromatografik olarak
analiz edilmigtir. Geri kazanma oranlari, 0.5 ve 1.0 mg/kg diizeylerinde 2,4-D ilave
edilmig érnekler igin sirasiyla %83.3 ve %88.2 olarak elde edilmistir. Aragtirmaci
alkali ekstraksiyonu uygulayarak bitki blinyesindeki tim ester ve amin formundaki
2,4-D kalintilarinin fenoksialkonat anyonu haline dénustirildugund bildirmistir.

Bevenue ve ark. (1963), patateslerde dogrudan asitlendiriimis organik ¢éziicl
karigimiyla ekstraksiyon ile ¢ok dusgik dizeyde 2,4-D kalintisi saptanabildigini
kaydetmiglerdir. Nelson ve ark. (1971) ise patatesleri ekstraksiyondan énce 6 N
H2S04 ile hidrolize ederek, dodrudan asitlendirilmis benzen ile ekstraksiyona goére
2-7 kat daha fazla 2,4-D kalintisi saptadiklarini gérmuslerdir. Benzer sonuglar yesil
fasulyelerdeki 2,4-D kalintilarinin saptanmasina yonelik yapilan ¢aligmalarda da
g6zlenmistir (Bristol et al., 1982).

Birgok galisma, 2,4-D gibi klorlu fenoksi asitlerin bitki bilesenleri ile konjugasyon
yaptiklarini dogrulamaktadir. Lokke (1975), hububat 6rneklerindeki klorlu fenoksi
asit kalintilarini belirlemek icin asit/enzim hidrolizi, eter/hekzan ekstraksiyonu ve
%65 asetonitril ile ekstraksiyon olmak (izere (¢ ayri gaz kromatografik yéntem
kullanmigtir. Arastirmaci, 6rnekleri %5 fosforik asit ile hidrolize ettikten sonra,
ardindan diyastaz enzimi ile 50°C' de 2 saat enzimatik hidrolize tabi tutmus ve
sonuglari eter/hekzan ekstraksiyonu ve %65 asetonitrii ekstraksiyonu
yéntemlerinde aldi§i sonuglarla kiyaslamistir. Stlfurik asit variginda eter/hekzan
ekétraksiyonu ile bulunan kalinti 2,4-D miktarinin, kombine asit ve enzim hidrolizi ile
elde edilen kalinti miktarindan yaklasik 3-10 kat daha az oldudu gézlenmistir. Buna
kargilik % 65 asetonitril ekstraksiyonu ile elde edilen kalinti dlzeyi ise, kombine
asit ve enzim hidrolizi ile elde edilen kalinti miktar ile ayni diizeyde bulunmustur.

Bristol ve ark. (1982) patateslerdeki serbest ve toplam hidrolize edilebilir 2,4-D ve
2,4-diklorofenol (2,4-DCP) kalintilarini saptamaya c¢alismiglardir. Serbest formdaki



kalintinin ekstraksiyonunda asitlendirilmis etileter/petrol eteri karigimi «kullamlrmstlr.
Hidrolize edilebilir kalintinin saptanmasinda ise asit hidrolizi uygulanmis ve
ardindan serbest ve hidrolizlenmis kalinti, benzen ile ekstrakte edilmistir. 2,4-D ve
2,4-DCP' nin kantitatif tayinleri metil ester formunda, gaz kromatografik olarak
gergeklestirilmistir. Arastincilar, patateslerdeki toplam 2,4-D' nin en az %18' inin
konjuge formda bulundugunu kaydetmislerdir.

Cook ve ark. (1983) ise, Bristol ve ark. (1982) tarafindan énerilen yéntemi modifiye
ederek, 2,4-D ve 2,4-DCP uygu'lanmlg dan érneklerindeki serbest ve konjuge
formlardaki kalinti dlizeyini belirlemeye gallsmlglardlr. Dari érneklerindeki 2,4-D ve
2,4-DCP kalintilarinin sadece % 15-19' luk gibi kiiglk bir kisminin serbest formda
bulundugu gézlenmistir. Arastirmacilar ayrica dan 6érnekleri icin hem asit, hem de
alkali hidrolizini denemislerdir. Alkali' hidrolizi sirasinda meydana gelen asin
képlklenme, gaz kromatografik tayinde bazi soruniara neden olmus ve bu ylizden
denemeler asit hidrolizi uygulanarak yuGritalmastar. Alkali hidrolizi  sirasinda
meydana gelen képlkienmenin neden oldugu soruniar baska diger arastirmacilar
tarafindan da kaydedilmistir.

Specht ve Tillkes (1981), hububat ve ¢esitli bitkisel drneklerdeki fenoksialkanoik
asit kahntlanni saptamak igin gaz kromatografisi/elektron tutucu dedektdr
(GC/ECD) ve gaz kromatografisi/kiitle spektrofotometresi (GC/MS) kullanmiglardir.
Bu caligmada, érnekler 6ncelikle 1.0 N NaOH ile kaynar su banyosunda hidrolize
edilmig, ardindan alkali hidrolizat asitlendirilerek aseton:diklormetan:su ayirimi ile
ekstrakte edilmistir. Ekstrakt Bio Beads S-X3 dolgulu jel kromatografi kolonunda
temiziendikten sonra GC/ECD veya GC/MS ile analiz edilmistir. Alkali hidrolizinden
sonra uygulanan aseton:diklormetan:su ayirma isleminin emdilsiyon olusumunu
engelledigi gértlmastir. Gaz kromatografik analizler metil ester formunda
gergekiestirilmistir. Arastirmacilar Ozellikle GC/ECD kulfanmidiginda,
derivatizasyondan sonra mini silikajel kolonunda temizleme islemi yapilmasim
onermiglerdir.

Cessna (1990), yetistiriimeleri sirasinda 2,4-D uygulanmis bugday-¢avdar melezi
bitki &rneklerinin yesil ve tohum kisimlarinda, alkali ekstraksiyonu uygulayarak
kalinti dlizeyini gaz kromatografik olarak belirlemeye galigmistir. Arastirmaci ayrica
analizden énce yesil kisimlara 0.1 mg/kg, tane kismina ise 0.05 mg/kg dizeyinde
2,4-D ilave etmistir. Geri kazanma oranlan yesil kisimlar ve taneler igin sirasiyla
%90 ve %75 olarak bulunmustur.



Ozellikle son yillarda yapilan ¢aligmalarda, 2,4-D' nin bitkisel materyal biinyesindeki
formu da gbz o6nline alinarak, ekstraksiyondan oénce asit veya alkali hidrolizi
uygulandiyi veya drnekteki kalintinin dogrudan seyreltik alkali ile ekstrakte
ediimeye cahgildidi gériimektedir.

Uygulanan ekstraksiyon yéntemi ne olursa olsun, ekstraktin mutlaka temizienmesi
gerekir. Genellikle ekstrakta uygulanan ilk temizleme islemi asit/lbaz ayirmadir.
Bunun i¢in asitiendirilmis organik ekstrakt, seyreltik sulu alkali ¢bzeltisi ile ekstrakte
edilir. Boylelikle renkli organik faz atilirken, daha az renkli, 2,4-D iceren sulu faz
ayrilmis olur (Munro, 1972; Cessna, 1980; Jensen and Glas, 1981; Bristol et al.,
1982; Cook et al., 1983; Erner and Coggins, 1989).

Ekstraktin daha etkin bir sekilde temizlenmesi i¢in ise ¢ogunlukia kolon veya jel
kromatografisi kullaniimaktadir. Kolon kromatografisi daha ¢ok drnek derivatize
edildikten sonra uygulanan bir temizieme islemidir. Kolon doigu maddesi olarak
silikajel, aluminyum oksit, asidik aluminyum veya florisil kullanildi§: gérilmektedir
(Popov, 1979; Samoilov et al., 1979; Cessna, 1980; Specht and Tillkes, 1981;
Bristol et al., 1981; Bristol et al., 1982; Roseboom et al., 1982; Sekita et al., 1982;
Cook et al., 1983).

Baz! ¢alismalarda ise kolon dolgu maddesi olarak polistiren jel yapidaki maddelerin
kullanildid) bilinmektedir. Bunlar arasinda Amberlite XAD-2, Separon SE sorbent ve
polistirendivinilbenzen kopolimeri yer almaktadir (Pietrzyk and Chu, 1977a; Pietrzyk
and Chu, 1977b; Smith and Hayden, 1979; Specht and Tillkes, 1981; Smith and
Pietrzyk, 1983; Klement et al., 1986).

Specht ve Tillkes (1'981), 11 fenoksialkanoik herbisitin tayininde, ekstraksiyondan
sonra jel kromatografik temizleme uygulamiglardir. Arasttrmacilar, dolgu maddesi
olarak Bio Beads S-X3' i kulfanmiglar ve basanl sonug almiglardir.

Fenoksikarboksilik asitlerin kalintt analizlerinin son agamasinda, kalitatif ve
kantitatif olarak spektrofotometrik ve kromatografik yéntemlerin kullanidig
gérulmektedir (Burgaz, 1982; Akerblom and Lindgren, 1983; Adolfsson and
Renberg, 1991). Bunlardan spektrofotometrik yontemler, 6zellikle de kutle ve
infrared spektrofotometresi daha ¢ok dogdrulama amagh olarak kullaniimaktadir
(Burgaz,1982).

Son 20 yildir, bitkisel materyallerdeki kalintt 2,4-D ve benzeri asidik herbisitlerin
tayinine yonelik geligtiriien yontemlerin hemen tamamen gaz kromatografik
yontemler oldugu dikkati cekmektedir (Yip, 1971; Munro, 1972; Renberg, 1974;



Lokke, 1975; Smith and Hayden, 1979; Cessna, 1980; Bristol et al, 1981; Moye,
1981; Specht and Tillkes, 1981; Bristol et al., 1982; Cook et al., 1983; Sell and
Maitlen, 1983; Specht and Tillkes, 1985; Waliszewski and Waliszewski, 1987;
Allander, 1989; Erner and Cogging, 1989; Steinwandter, 1989; Cessna, 1990;
Brondz and Olsen, 1992). Ancak 2,4-D gibi ylksek polariteye sahip bilesikler, gaz
kromatografik tayinlerinden énce mutlaka derivatize edilmek zorundadiriar (Mierzwa
and Witek, 1976; Jensen and Glas, 1981; Roseboom et al., 1982; Akerblom and
Lindgren, 1983; Waliszewski and Szymczynski, 1985; Allander, 1989; Fayyad et
al., 1989).

Fenoksikarboksilik asit herbisitlerin derivatizasyonu amaciyla gelistiriimis bir¢ok
yontem bulunmaktadir. Bunlar arasinda metilasyon, pentaflorobenzilasyon,
etilasyon ve trikioroetilasyon sik¢a rastlanilan yéntemierdir (Jensen and Glas, 1981;
Roseboom et al., 1982; Wong, 1982; Brondz and Olsen, 1992). Ancak metilasyon,
reaksiyonunun kolayli§t ve verimi agisindan daha ¢ok tercih edilmektedir
(Roseboom et al., 1982).

Fenoksikarboksilik asitlerin metil esterlerinin eldesinde derivatizasyon ajani olarak
diazometan, metanol/borontrifiorid, dimetilstlfat/metanol ve metanol/stifurik asit
kullaniimaktadir (Munro, 1972; Renberg, 1974; Lokke, 1975; Popov, 1979; Smith
and Hayden, 1979; Cessna, 1980; Specht and Tillkes, 1981; Sekita et al., 1982;
Klement et al., 1986; Erner and Coggins, 1989; Cessna, 1990). Onceleri en ¢ok
kullanilan derivatizasyon ajani diazometan iken, bu maddenin toksik ve kanserojen
olmast son yillarda kullanimini sinirlamistir (Brondz and Olsen, 1992). Buna kargthik
metanol/stlfirik asit metilasyonu, kolay ve verimli bir yéntem olarak basariyla
kullaniimaktadir (Specht and Tillkes, 1981; Specht and Tillkes, 1985).

Bununia birlikte, 2,4-D ve dider fenoksikarboksilik asitlerin gaz kromatogarafik
olarak tayinlerinde uygulanan derivatizasyon isleminin bazi dezavantajlan
bulunmaktadir (Moye, 1981). Bunlar sdyle siralanabilir:

a. Derivatizasyon sirasinda olusan yan drunler, kromatografik tayinde
aranilan. maddenin separasyonunu engelleyerek yoéntemin duyarlhgini
ddstrmektedir.

b. Derivatizasyon reaksiyonunun verimi uygulanan yénteme gére degismekte
ve her zaman ayni oranda gerceklesmemektedir. Bu da yontemin tekrar
edilebilirligini engellemektedir.



c. Derivatizasyon sirasinda olusan reaksiyon yan drdnlerinin temizlenmesi
igin uygulanan ek islemler hem yéntemin suresini uzatmakta, hem de
yéntemin maliyetini ylkseltmektedir.

Buna kargilik, fenoksikarboksilik asit herbisitler, serbest asit formunda,
derivatizasyona gerek duyulmadan HPLC ile analiz edilebilmektedir. Bu, analizi
oénemli olglide basitlestirip, hizlandirmaktadir. Bu tir madelerin HPLC ile
analizlerindeki en blylk problem ise duyariidin disik olmasidir. Ayrica
dedeksiyon dalga boyu spesifik dedildir. Ancak bazi arastirmacilar,
fenoksikarboksilik asitlerin metilmetoksikumarin veya naftasil esteri formunda analiz
edildiginde duyarliidin arttigini bildirmektedirier (Roseboom et al., 1982).

Son yillarda, bitkisel materyallerdeki birgok farkl pestisit kalintisinin tayininde gaz
kromatografisi yerine, HPLC kullanilmaya baglandidi goriimektedir (Moye, 1981).
Ancak, 2,4-D gibi asidik herbisitlerin bitkisel materyallerdeki kalintilarinin HPLC ile
saptanmasina yonelik bir ¢alisma mevcut degildir. Bununla birlikte su gibi basit
yapili érneklerdeki 2,4-D kalintilarinin saptanmasinda, 2,4-D formdlasyonlarinin
saflik oranlannin belirlenmesinde ve herbisit formulasyonlan icindeki kanserojen
nitelikli fenolik safsizfikiarnin miktar tayininde HPLC kullanimi giderek yayginlagmistir
(Drinkwine et al., 1979; Moye, 1981; Roseboom et al., 1982; Cochrane et al, 1982;
Smith and Pietrzyk, 1983; Grorud and Forrette, 1983; Akerblom and Lindgren,
1983; Grorud and Forrette, 1984; Akerblom, 1985; Wells and Michael, 1987,
Wigfield and Lanouette, 1987; Geerdink et al., 1989; Fayyad et al., 1989; Larson
and Houglum, 1991; Mattina, 1991a; Mattina, 1991b).

HPLC ile 2,4-D tayininde genellikle UV dedektérler kullanimaktadir. Ancak bazi
aragtirmacilar, likit kromatografik sistemin kitle spektrofotometresi ile birlikte
kullaniimas: ile duyarliliinin da arttdini ileri strmektedir (Mattina, 1991a; Mattina,
1991b).

Roseboom ve ark. (1982), 2,4-D ve diger bazi fenoksikarboksilik asit herbisitlerin
tayininde HPLC mobil fazi olarak farkli oranlarda fosfat (PO4-3) tamponu ve
hegzadesiltrimetilamonyum bromid (setrimit) iceren metanolisu (75:25, viv)
kangimini kullanmiglardir. Arastiricilar, farkli mobil fazlarin, ters faz C4g kolonda,
2,4-D ve diger fenoksikarboksilik asitlerin separasyon faktérlerini belirlemeye
caligmiglar ve 2,4-D igin 0.001 M PO4‘3 ve 0.005 M setrimit iceren metanol:su
(75:25, viv) kangiminin en iyi sonucu verdigini gérmiglerdir. Bu ¢aligmada ayrica
2,4-D' nin serbest asit formunda spesifik dedeksiyon dalga boyunun 280 nm oldugu
da belirlenmigtir.
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Grorud ve Forrette (1983), 2,4-D, 3,6-dikloro-o-anizik asit (Dicamba) ve 2-(4-kloro-
2-metilfenoksi) propiyonik asit (MCPP) iceren herbisit formilasyonlari igindeki aktif -
madde ve safsizliklann oranini HPLC ile belirlemeye ¢alismiglardir. Calismada ters
faz C1g kolon ve mobil faz olarak 78:22 (v/v) ve 67:33 (v/v) oranlarinda birlegtiriimig
asetonitril : su kansimlan kullanilmigtir.  Aragtirnicilar, her Ug¢ maddenin
separasyonunun tek bir kromatogramda basariyla saglayabildiklerini kaydetmis-
lerdir.

Cochrane ve ark. (1983), farkli pH degerlerinde ve farkh oranlarda kansgtirimig
asetonitril:fosfat tamponu kansimlarini kullanarak, cesitli fenoksikarboksilik asit
herbisit formilasyonlarini ters faz Cqg kolonda HPLC ile analiz etmiglerdir.
Arastirmacilar, 2,4-D tayini icin pH degeri 4.0 olan asetonitril:fosfat tamponu (75:25,
viv) kangimi kullanildi§inda en iyi sonuglar aldiklarini bildirmiglerdir.

Akerblom ve Lindgren (1983), bazi herbisit formllasyonlarindaki fenolik safsizliklan
belilemek amactyla yaptiklar ¢alismada, mobil faz olarak 45:55 (v/v) ve 55:45 (viv)
oranlarinda birlestirilmis metanol : 0.1 M asetik asit karigimlarini kullanmiglar, ancak
fenolik safsizlikiarin belirenmesinde UV dedeksiyonunun yeterince iyi olmadigini,
bunun yerine elektrokimyasal dedektor kullaniidiqinda duyarliigin arttigini bildirmis-
lerdir.

Akerblom (1985), cesitli su 6rneklerindeki 2,4-D kalinti miktarlarini HPLC ile
belirlemistir. Su érneklerini dncelikle bir 6n-kolondan gegirilerek konsantre edilmis,
ardindan da HPLC' de anaiiz ediimistir. Mobil faz clarak metano! : 0.1 M asetik asit
(50:50, viv) kanisimi kullaniimis ve separasyon ters faz Cqg kolonda
gergeklestirilmistir. Su 6rneklerinde 2,4-D' nin dedeksiyon limiti 5-10 mg/l ve geri
kazanma orani da yaklasik % 100 olarak bulunmusgtur.

Larson ve Houglum (1991), Dicamba, 2,4-D ve MCPP iceren herbisit
formulasyonlarini, likit kromatografik bir ydntemle, ters faz C4g kolon kullanarak
analiz etmislerdir. Arastirmacilar érnekleri iZopropil alkol : su (2+1) karigimi i¢inde
¢ozerek yine ayni kangim ile uygun konsantrasyonlara seyreltmiglerdir. Calismada
asetonitril:su kangimi gradiyent mobil faz olarak kullanimigtir. Buna gére ilk beg
dakika 25:75 (v/v) asetonitril : su ve daha sonra 10 dakika boyunca da 40:60 (v/v)
asetonitril : su karisimi olacak sgekilde ayarlama yapilmigtir. Béylece her ¢
herbisitin de iyi bir sekilde ayrilabildidi gézienmigtir.

Bitkisel materyallerde gaz kromatografik yontemlerle 2,4-D kalintilarinin saptanmasi
konusunda galisan bazi aragtirmacilar kullandiklan yéntemin bazi modifikasyonlaria
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HPLC' ye uyarlanabilecegini bildirmektedirler (Specht and Tillkes, 1981). Ayrica’
cesitli fenoksikarboksilik asitlerin serbest asit formunda HPLC ile tayin edilmesi
konusunda gelistirilen bir yéntemin, bitkisel materyallerdeki 2,4-D kalintilarinin
belirlenmesinde de kullaniabilecedi ileri sliriimektedir (Roseboom et al., 1982).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Aragtirma materyali

Denemelerde Ankara piyasasindan yaz aylarinda sadlanan, 2,4-D u'ygulanmamns
tarla domatesleri materyal olarak kullaniimistir.

Domates o6rnekleri analiz edilinceye kadar, polietilen torba iginde -18 °C' deki
dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.1.2. Kimyasallar ve diger yardimci maddeler

Denemelerde kullanilan 2,4-D analitik saflikta olup Merck (Almanya) firmasindan
saglanmistir. 2,4-D standart ¢ozeltilerinin hazirlanigi Bolim 3.2.1.3' de verilmistir.
Metanol (Merck), asetonitrii (Merck), izopropil alkol (Merck), aseton (Merck),
diklormetan (Merck), etilasetat (Merck) ve n-hekzan (Merck) gibi organik ¢éziciler
HPLC kullanimi igindir. NaHCOg (Merck) sudaki (soduk ¢ézulmis) %4' luk (g/g)
¢Ozeltisi, NapSO4 (Merck) sudaki %5' lik (9/g) ¢ozeltisi ve HoSO4 (Merck) sudaki
%20' lik (gfg) ¢Ozeltisi kullandmistir. NaOH (Merck) 05 ve 1 N
konsantrasyonlarinda suda hazirlanmistir.

Anhidroz Na2S0O4 (Merck) ve NaCl (Merck) 500 °C' de 2 saat kurutulmus ve
kullaniincaya kadar desikatérde muhafaza edilmistir. Denemelerde kullanilan filire
kagitlari (Schieicher&Schull 5891 siyah bant) ve cam pamugu (Merck) diklormetan
ile ekstrakte edildikten sonra agzi kapal bir kapta muhafaza ediimistir.

3.2. Metot

3.2.1. Yiiksek Performans Likit Kromatografisi (HPLC) ile 2,4-Dikloro-
fenoksiasetik Asit (2,4-D) Tayini

3.2.1.1. HPLC sistem elemanlannin tanitiimasi

Calismada Varian Star model likit kromatografi cihazi kullanilmistir. Bunun igin
izokratik calismalarda Varian 9001 model ve gradiyent gcalismalarda 9010 model
pompa, Rheodyne model 7125 alti yollu, 10 pl kapasiteli érnek tutma hicresi
bulunan enjeksiyon valfi ve 280 nm' de ¢aligtinlan Varian 9050 model , dalga boyu
ayarlanabilir UV-VIS dedektdr ile baglanmigtir. Calismada paslanmaz ¢elikten
yapimig, 15 cm x 4.6 mm (i¢ ¢ap) boyutlarinda, oda sicaklidinda ¢alisan, 5 um
partikll baydkligandeki oktadesil (C1g) gruplar ile dolduruimus kolon kullaniimistir.
Kolon, analizden 6nce en az 2 saat mobil faz ile kondisyonlanmistir. Ayrica analitik
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kolonun kullanim 6mrint uzatmak igin hat lzerine 4 cm x 4.6 mm i¢ cap
boyutlarinda bir koruyucu kolon monte edilmigtir. Kromatografik sonuglar Varian
4400 model integratodr ile kaydedilmigtir. HPLC sistem elemanlannin siralanigi Sexkil
3.1' de gosteriimistir.

koruyueu C18 kolon
kolon L
lzokrati r
i UV-VIS
pompa dedektdr
G \ l integrator
. mikser/filtre
mobil faz enieksivd
fitre Mo oOn
valfi O
enjektor i
kirli mobil faz

Sekil 3.1 : HPLC sistem elemanlannin yerlegimi

3.2.1.2. 2,4-D tayini igin mobil faz se¢imi

Aragtirmanin baglangicinda izokratik pompa ile c¢alisimis ve 3 ayn mobil faz
kullanifarak, HPLC' de 2,4-D tayini yapiimistir. Kullanilan mobil fazlarin bilegimieri
soyledir:

l. 0.001 M PO4'3 ve 0.005 M hegzadesiltrimetilamonyumbromid (setrimit)
iceren metanol : su (75:25, v/v) kangimi (Roseboom ve ark., 1982)

Il. Asetonitril : %2 asetik asit igeren su (75:25, viv) karisimi

lll. Asetonitril : %2 asetik asit iceren su (50:50, v/v) karigimi

Larson ve Houglum (1991) asetonitril : %2 asetik asit iceren su kangimini gradiyent
olarak kullanmiglar ve 2,4-D tayininde iyi sonug¢ almuslardir. Bu ¢alismada ise
asetonitril : %2 asetik asit igceren su karigimi yukarida belirtilen oranlarda izokratik
olarak 2,4-D ve 2,4-DME tayininde kullaniimigtir.

Caligmaya daha sonra gradiyent pompa ile devam edilmis ve 6nce Larson ve
Houglum (1991) tarafindan 6nerilen gradiyent program kuilamimistir. Buna gore
asetonitril ve %2 asetik asit kompozisyonlarinin zamania degisimi sdyledir:
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t=0.dak. t=5.dak. t=15.dak. t=20.dak.
Asetonitril %25 %25 %40 %40
%2 asetik asit %75 %75 %60 %60

Ancak bu gradiyent program ile iyi sonu¢ alinamamig ve uygulanan zaman
programinda bazi degisiklikler yapiimigtir. Buna gére asetonitril ve %2 asetik asit
kompozisyonlannin zamanla degisimi ise asad:daki gibidir:

t =0. dak. t =3. dak. t =7. dak
Asetonitril %40 %50 %50
%2 asetik asit %60 %50 %50

Kullarmilan mobil fazlarin pH degerleri Schott CG 840 model pH-metre ile diglimis.
ve sonuglar Cizelge 3.1' de verilmigtir.

GCizelge 3.1 : Aragtirmada kullaniian mobil faziara ait pH degerleri.

Mobil Faz pH
Metanol : su (0.001 M PO4-3, 0.005 M setrimit; 75:25) 5.62
Asetonitril : %2 asetik asit (75:25) 3.50
Asetonitril : %2 asetik asit (50:50) 3.00
Asetonitril : %2 asetik asit (gradiyent) 2.80-3.00

Aragtirmada kullanilan metanol ve asetonitrii HPLC kalitesinde segilmis ve Blchi
Fontavapor 285 model bidestile su cihazi ile elde edilen bidestile su kullarimigtir.
Setrimit (Merck) ¢ozeltisi 0.03 M konsantrasyonda metanolde hazirlanmigtir. Fosfat
tamponu ise bidestile su igcerisinde hazirlanmis 0.25 M K2HPO4 (Merck) ve 0.25 M
NaH2PO4 (Merck) ¢ozeltilerinin esit oranda karigtinimasi ile elde edilmisgtir. Mobil
faz bilesenleri hazirlanip, uygun oranda birlestiriidikten sonra por buyltklGgu
0.45 um olan rejenere sellloz asetat (Sartorius) filtreden gegirilmigtir. Mobil faz
kangimlan igindeki gaz kabarciklan kullaniimadan o6nce ultrasonik banyoda
(Branson 2200), 90 dakika tutularak uzaklastinimigtir. Bidestile su igindeki gaz
kabarciklarinin uzaklagtinimasinda ise ayrica vakum uygulanmigtir.

Metanol, izopropil alkol ve su kullaniimadan énce 0.45 um rejenere selliloz asetat
filtreden gegirilmistir. izopropil alkol:su karigimi 75:25 (viv) olarak hazirlanmistir.
Mobil faz olarak 0.001 M PO4‘3 ve 0.005 M setrimit iceren metanol:su (75:25, v/v)
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kansimi kullanildiginda metanolde hazirlanan, asetonitril : %2 asetik asit (75:25,
50:50 ve gradiyent) karnigimlari kullanildidinda ise izopropil alkol: su (75:25, viv)
karigiminda hazirlanan standart ¢ézeltiler kullanilmigtir.

3.2.1.3. 2,4-D ve 2,4-DME standart ¢ozeltlerinin hazirlanmasi

2,4-D standart ¢ozeltileri 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 ve 4.0 ng/ul konsantrasyonlarinda olacak
gekilde 1000 ng/pl' lik stok ¢ozeltiden hem metanolde, hem de izopropil alkol: su
(75:25, viv) kangimi icinde hazirlanmstir.

2,4-D metil esteri (2,4-DME) standartiarinin hazirlanmasinda Specht ve Tillkes
(1981) tarafindan &nerilen yontem uygulanmistir. Elde olunan 2,4-DME' deki
esterlegme dizeyinin kontrolu i¢in Biologische-Bundesanstalt Berlin /Almanya’ dan
saglanan saf 2,4-DME ile kargilagtirimig ve elde olunan 2,4-DME' de
esterifikasyonun %93.5 dlzeyinde oldudu saptanmistir. Bu amagla 2,4-D' nin
metanolde hazirlanmig 10 ng/ul' ik ¢ozeltisinden 4.5 ml alinip tzerine damia damia
0.5 mil konsantre H2SO4 ilave ediimis ve cam kabin tiragli kapagdi derhal kapatiimis,
kap arada sirada hafif ¢alkalanarak oda sicakliinda 10 dakika bekletiimigtir. Daha
sonra uzerine 50 ml %5' lik NapS04 ¢odzeltisi ve 10 ml n-hekzan ilave edilerek 1
dakika streyle galkalanmis ve 100 mi' lik ayirma hunisine aktarilmistir. Ayirma
hunisinde fazlarin ayrilimast igin bir stire beklenmis ve alttaki sulu faz atilmigtir.
Hekzan fazi 50 mi % 4' luk NaHCO3 ¢ozeltisi ile 1 dakika slreyle ¢alkalanmig ve
sulu faz aynlarak atimistir. Hekzan fazi anhidroz Na2SO4 kaplanmis. siyah bant
fitre kadidi ve cam pamudu Uzerinden filtre edilerek 25 ml' lik armut balona
aktariimistir. Daha sonra hekzan, Rotary evaporatér (Blichi R110) kullanarak 40°C'
deki su banyosunda ugurulmustur. Balon igerigi daha sonra azot gazi akiminda
tamamen kurutulmustur. Kurutulmus kahnti 4.5 ml metanolde veya izopropil
alkol:su kangimi (75:25, v/v) iginde yeniden ¢dzilmistlr. Bu ¢bzeltinin yaklagik 10
ng/ul konsantrasyonunda oldugu kabul edilmis ve buradan 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 ve 4.0
ng/ut konsantrasyonlarindaki 2,4-DME standart ¢ozeltileri hazirlanmigtir.

Baslangigta dlzglin ve tekrar edilebilir bir kromatogram elde edilinceye kadar
1 ng/yl' lik standart 2,4-D veya 2,4-DME ¢ozeltisi strekli olarak sisteme enjekte
edilmig, ardindan diger standart ¢ozeltiler kangik dizende analiz ediimis ve
standart egriler ¢iziimistir.

Kullanilan mobil faz kangimlarinin 1.0 ve 1.5 ml/dak akis hizlarinda 2,4-D ve
2,4-DME tayinine etkileri arastirilmistir. Ayrica 2,4-D analizlerinde en iyi sonuglarin
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alindigi asetonitril : %2 asetik asit iceren su kansimi (50:50, v/v) ile tekrar
edilebilirlik denemeleri yapiimistir.

3.2.2. 2,4-D ve 2,4-DME igin spesifik dedeksiyon dalgaboyunun saptanmasi

Spesifik dedeksiyon dalgaboyunun saptanmasi amaciyla 2,4-D ve 2,4-DME' nin
izopropil alkol:su kangimi (75:25, viv) iginde 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 ve 4.0 ng/ul
konsantrasyonlarinda hazirlanan standart ¢oézeltileri kullaniimigtir.

Hazirlanan standart ¢ozeltilerin dalgaboyu taramalarn, Shimadzu 2101 model
UV-VIS spektrofotometre kullanilarak 200-400 nm dalgaboylan arasinda
yapiimigtir.

3.2.3. Domates trneklerinde kalinti 2,4-D miktarinin belirlenmesi

Bu amagla, Specht ve Tillkes (1981) tarafindan bitkisel materyallerde gaz
kromatbgrafisi yardimyla 2,4-D tayini icin onerilen yontem &énce higbir farkhihk
yapmadan oldugu gibi uygulanmistir. Daha sonra elde olunan sonuglar incelenmis
ve bu konudaki dijer kaynaklar da gézénune alinarak belirtilen yéntemde baz
degisiklikler gergeklestiriimistir.

Once pargalanmis domates érneklerine 0.0 (kontrol), 0.5, 2.0 ve 4.0 mg/kg olacak
sekilde 2,4-D ilave edildikten sonra Specht ve Tillkes (1981) tarafindan 6nerilen
yéntem geregince ornekler temizlenmis, ardindan esterifikasyon uygulanarak ve
uygulanmadan HPLC yardimiyla 2,4-D tayini yapilmistir. Bu yéntemde yapilan tim
degisiklikler, yéntemin uygulanigi icinde yer yer verilmektedir.

3.2.3.1. Domateslerin pargalanmasi

-18 °C' de dondurucuda saklanan domatesler, analizden énce yumusayincaya
kadar oda sicaklidinda bekletiimistir. Sap kismi ayrildiktan sonra domatesier
parcalayicida (Waring Blender) iyice pargalanmigtir. Parcalanmig domateslerin bir
kismi kuru madde tayini igin ayrilmistir.

3.2.3.2. Hidroliz

Daras! alinmig 400 ml' lik bir beher igine 25 g parcalanmig domates konulduktan
sonra bunun Uzerine sirasiyla 0.5, 2.0 ve 4.0 mg/kg 2,4-D olacak sekilde 2,4-D
standart ¢ézeltisinden ilave edilmis ve bir cam baget ile iyice karistinlmistir. Kontrol
érnege 2,4-D ilavesi yaplimamigtir. Daha sonra behere 15 ml 1 N NaOH ve 60 ml
su ilave edilmigtir. Beher igeriginin adirhigi (A) kaydedilmis ve sonra sicakhgi
yaklasik 85 °C olan su banyosunda 2 saat stireyle hidrolize edilmigtir. Beher igerigi
sogutulduktan sonra adirlidi saf su ile ilkk agirigi olan A' ya tamamlanmistir.
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3.2.3.3. Ekstraksiyon (1)

Alkali hidrolizat 5 ml %20' lik H2SO4 ile asitlendirildikten sonra (pH<1.0), 200 ml
aseton ilave edilerek 2 dakika, Virtis marka homojenizatér kullanilarak homojenize
edilmig ve siyah bant filtre kagidindan stzGlmustlr. Filtrat hacmi (Vf) kaydedilmis
ve filtrat 1000 ml' lik ayirma hunisine aktarildiktan sonra bu hacmin 1/10' u kadar
gram NaCl ilave edilip 3 dakika kuvvetlice ¢alkalayarak doyurulmusgtur. Daha sonra
Uzerine 100 mi diklormetan ilave edilip, 1000 m!' lik ayirma hunisi iginde 2 dakika
calkalanmigtir. Fazlarin ayrilmasi igin 30 dakika beklenmistir. Slire sonunda alttaki
sulu faz ve varsa emdlsiyon fazi atiimig ve organik faz 500 ml' lik éi¢l silindirine
aktarilarak, hacmi (Vo) kaydedilmistir. Ekstrakt icindeki 6rnek miktan agagidaki
esitlik kullanilarak hesaplanmstir:

SxVf

V, igindeki érnek miktari (g) —"—_—T

Burada ;

S : Tartilan 6érnek miktari (g)

V¢ : Filtrat hacmi (ml)

T . Aseton-su ekstraktinin toplam hacmi (ml)
olarak kullanilmistir. T hacmi, 200 ml aseton, 15 ml 1 N NaOH, 60 mi su, 5 ml
%20'lik HoSO4 ve 6rnek igindeki su miktarinin toplam hacmidir. T hesaplanirken
hacim kontraksiyonu géz éntinde bulundurulmustur (200 mi aseton ve 100 mi su
i¢in bu deger 5 ml' dir ve toplam hacim 295 ml alinmaldir).

Emulsiyon fazi bulundugu durumlarda berrak kismin hacmi filtrasyondan énce V4
olarak 6i¢liimelidir. Bu durumda V1 igindeki 6rnek miktari gdyle hesaplanir:

SxV ¢ V1
V1 icindeki érnek miktari (g) = T X

Vteorik
V. xW
v . f t
teorik = Vf - — +100
T
Burada;
S :  Tartilan érnek miktan (g)
V4 : Organik fazin berrak olan kisminin hacmi (ml)
Vieorik -  Organik fazin teorik hacmi (mi)
:  Aseton-su ekstraktinin toplam hacmi, ml

\'Zi :  Filtrat hacmi, mi
Wi : llave edilen su + 15 ml 1 N NaOH + 5 m| %20 H2SO4

+ drnekteki suyun toplami (ml)



18

Organik faz, icinde 20-30 g anhidroz Na2S04 bulunan 500 ml' lik erlenmayere
alinmig, 20 dakika galkalayarak kurutulmusgtur. Kurutulmus ekstrakt daha sonra,
Uzeri anhidroz Na2S04 ile kaplanmig siyah bant filtre kadidindan gegirilerek 500
mi' lik alti yuvarlak balona aktanimistir. Filtre tabakas: 2 kez 20 ml diklormetan ile
yikanmig ve hepsi bir balonda toplanmigir. Balon igerigi, 40 °C' deki rotasyon
evaporatérde, son hacim yaklagik 2 mi oluncaya kadar evapore edilmistir. Ornek
Uzerine hava Uflenerek tamamen kurumasi sadlanmistir. Ancak bu son islem ¢ok
zaman aldigindan 6n denemelerden sonraki 6rneklerde Ebing ve arkadaslan
(1985) tarafindan 6nerilen yontem kullamimistir. Bu amagla kalinti, pipetle 25 ml' lik
bir cam kaba 7.5 ml etilasetat ile aktariimig, 3 g NaCl ilave edilip 1 dakika
calkalanmistir. Uzerine 7.5 ml siklohekzan eklenerek tekrar 1 dakika daha
¢alkalanmigtir.Daha sonra 100 mi' lik ayirma hunisine alinarak faz ayinmi igin
beklenilmistir. Sulu faz alt kissmdan ahndiktan sonra (st kisimdaki organik faz
Amberlite XAD-2 kolonunda temizlenmistir.

3.2.3.4. Ekstraktin Amberlite XAD-2 kolonunda temiilenmesi

Ekstraktin temizlenmesinde, 40 cm x 14 mm (i¢ ¢ap) boyutlarinda, teflon musluklu
cam kolon kullaniimigtir. Kolonun alt kismina bir miktar cam pamugu yerlestirilip,
Gzerine 5 g Amberlite XAD-2 (Sigma) doldurulmustur. Kolon kullaniimadan énce
sirasiyla 50 mi bidestile su (5 ml/dak), 50 mi 0.1 M NaHCO3 / %80 asetonitril (2
mi/dak) ve 50 ml bidestile su (5 ml/dak) ile yikanmigtir (Smith ve Hayden, 1979).

Ekstrakt, 5 ml/dakika hizinda Amberlite XAD-2 kolonundan gegiriimistir. Daha sonra
kolondan 10 mi etilasetat:siklohekzan (1:1) karisimi gegiriimis, eluat toplanarak 100
ml' lik ayirma hunisine aktanimistir. Eluat 2 kez 30 mi %4' lik NaHCO3 ile ekstrakte
edilmis ve sulu faz erlenmayerde toplanmistir(Eluat 1) (Specht ve Tillkes, 1981).

Ancak Specht ve Tillkes(1981)' in Bio Beads S-X3 kolonundaki temizleme igin
6nerdigi bu iglemlerin, 6rnegin temizienmesinde yeterli olmadidi daha sonraki
asamalarda saptanmigtir. Bu nedenle kolonda temizleme asamasinda da bir
farklilk yapilmigtir. Bu amagla yukarida belirtildigi sekilde (Bolim 3.2.3.3) elde
olunan organik ekstraktin (Vo) temizlenmesinde Bristol ve arkadaglan (1982) ile
Jensen ve Glas (1981) tarafindan onerilen yéntemler denenmistir. Bristol ve
arkadaglan (1982) tarafindan onerilen 0.5 N NaOH ile ekstraksiyon ve temizieme
daha lyi sonug¢ verdigi i¢in bundan sonraki denemelerde asagdida belirtildigi sekilde
calisilmistir.
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Bolim 3.2.3.3' de belirtildi§i sekilde elde edilen organik ekstraktin NaOH ile
temizlenmesi amaciyla, organik ekstrakt (Vo) 1000 ml' lik ayirma hunisinde arka
arkaya 100 ve 50 m! 0.5 N NaOH ile galkalanmigtir. Daha renkli olan organik faz
atilmistir. Bu gekilde asit/baz ayinmi ile ekstraktin 6n temizienmesi saglanmistir.
0.5 N NaOH ekstraktlan birlestirilip %20 H2SO4 ile pH<1.0 dolaylarina
asitlendirildikten sonra 5 ml/dakika akis hizinda Amberlite XAD-2 kolonundan
gegirilmistir (Eluat I).

Smith ve Hayden (1979) tarafindan bildirildidi gibi pH degeri <1.0 dolaylarinda olan
ekstrakt Amberlite XAD-2 Kkolonuna verildiginde, 2,4-D kolon dolgu maddesi
tarafindan tutulmaktadir., Bu nedenle 6mek Amberlite XAD-2 kolonundan
gegirilmeden 6nce pH<1.0 dolaylarina asitlendiriimis ve sonra 5 mi/dakika akisg
hizinda kolondan gegiriimistir. Daha sonra kolon, elde olunan eluatin pH degeri pH
kadidi ile kontrol edilerek ~7.0 dolaylarina gelinceye kadar bidestile su ile yikanmig
ve eluatlar atimigtir. Ardindan kolon alkali ile yikanarak 2,4-D' nin dolgu
materyalinden ayriimasi saglanmistir. Bu amagcla kolon 2 ml/dakika akis hizinda 50
ml 0.1 M NaHCO3 / %80 asetonitril ile yikanmis ve eluat bir erlenmayerde
toplanmistir (Eluat 11).

3.2.3.5. Ekstraksiyon (2)

Bolim 3.2.3.4." de belirtildigi gibi farkh iki sekilde Amberlite XAD-2 kolonunda
temizlenen | ve |l eluatlan tekrar farkl islemler uygulanarak ekstrakte edilmisglerdir.
Bu amagla 6nce elde olunan bikarbonat eluati (I) %20' lik H2SO4 ile pH<1.0
dolaylarina, pH kadidi ile kontrol ederek asitlendirilmistir. Bu sirada olusan CO2
hafif hafif galkalayarak giderilmistir. Asitlendirilmis bikarbonat faz1 100 ml' lik ayirma
hunisinde 3 kez 20 ml diklormetan ile ekstrakte edilmistir. Diklormetan ekstraktiar
birlestirilip 20 ml bidestile su ile yikanmis ve lzeri anhidroz Na2S04 ile kaplanmig
siyah bant filtreden gegirilmistir. Daha sonra filtre tabakasi diklormetan ile yikanmig
ve hepsi 250 ml' lik alti yuvarlak bir balonda toplanmigtir. Balon igerigi 40°C' deki
rotasyon evaporatérde kuruyuncaya kadar buharlastinlmigtir. Daha sonra
evaporasyon kabindaki kalintinin tamamen kurumasi igin bir sire de azot gazi
akiminda tutulmustur.

Amberlite XAD-2 kolonundan Bolim 3.2.3.4' de belirtildidi gibi 0.1 M NaHCO3 ile
alinan eluat () ise, 2 ml %20' lik H2SO4 ile asitlendirildikten sonra 250 ml' lik
ayirma hunisinde 2 kez 50 ml diklormetan ile ekstrakte edilmistir. Diklormetan
ekstraktlari birlestirilip yine ayni gekilde Uzeri anhidroz NapSO4 kapl siyah bant
filtre kagidindan gegirilerek 500 ml' lik alti yuvarlak balona aktanlmigtir. Daha sonra



20

eluat | igin uygulanan kosgullarda rotary evaporatérde buharlagtirimis ve azot gazi
akiminda kurutuimustur.

Yukarda belirtildigi sekillerde elde olunan kalintilar izopropil alkol:su karigiminda
(75:25) cozulerek HPLC' de serbest asit formunda veya metanol / H2SO4
esterifikasyonu uygulandiktan sonra metil esteri formunda analiz edilmislerdir..
Domateste kalinti 2,4-D tayini i¢in uygulanan yontemlerin tim asamalan, ana
hatlaryla Sekil 3.2' de veriimistir.

3.2.3.6. Esterlestirme

Bélim 3.2.3.5' de de belirtildigi gibi HPLC kullanarak kalinti 2,4-D analizleri hem
serbest asit formunda, hem de metil esteri formunda yapiimistir. 2,4-D' nin serbest
asit formunda analizinde Bélum 3.2.3.2, Bolium 3.2.3.3, Bo6iim 3.2.3.3 ve Bélim
3.2.3.5' de belirtildigi gibi 6rnekte, esterifikasyon uygulanmadan, evaporatérden
alinan kahnti uygun bir g:ézucﬂdé ¢ézundlrulerek HPLC' ye enjekte edilmistir.
Ancak metil esteri olarak analiz edilebilmesi icin bu kalinti, metanol / H2SO4 ile
esterlegtiriimigtir. Bunun igin Bolim 3.2.1.3' de belirtilen ydéntem kullanilarak
evaporatorden alinan kalinti 4.5 mi metanolde yeniden ¢ozindiriimistir. Uzerine
damla damla 0.5 ml konsantre HoSOy4 ilave ediimis ve adzi kapall bir cam kapta
ara sira calkalayarak esterifikasyon tamamlanmigtir. Bunun Uzerine 50 ml %5' lik
Na2S04 ¢dzeltisi ve tam 10 ml n-hekzan ilave edildikten sonra 100 ml' lik ayirma
hunisine aktarilmis ve 1 dakika ¢alkalanmistir. Fazlann aynilmasindan sonra su fazi
atilmig ve hekzan fazt 50 ml % 4' luk NaHCOg3 ¢ozeltisi ile 1 dakika galkalanmistir.
Fazlann aynimasi i¢in bir stre beklenmigtir. Sulu faz tekrar atiimig ve hekzan fazi
anhidroz NaS04 kapli cam pamugdu ve filtre kadidi Gzerinden filtre edilmigtir.
Filtrat 25 ml’ lik armut balona aktarimig ve hekzan fazi rotasyon evaporatér
kullanarak 40°C' deki su banyosunda ugurulmustur. Balon igindeki kalinti hafif azot
gazi akiminda tamamen kurutulmustur. Daha sonra kurutulmug kalinti izopropil
alkol : su (75:25) karigimi ile yeniden ¢dzilerek HPLC' de analiz edilmigtir.

3.2.3.7. Domates 6rneklerinde HPL.C ile kantitatif olarak 2,4-D kalinti dlizeyinin
belirlenmesi

Yukaridaki gibi 2,4-D ve 2,4-DME halinde hazirlanan drnekler izopropil alkol : su
karigimi (75:25) veya metanol iginde ¢dzllerek HPLC' de analiz edilmigtir.

3.2.4. .Kuru madde tayini

Domates érnekierindeki kuru madde analizleri Pearson (1976)' a gére yapiimistir.
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|
|
| 0.5NNaOH ile ekstraksiyon |

I
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15 ml'ye tamamlama temizieme {Eluat (1)

|
Amberlite XAD-2 kolonunda
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NaHCO3 ile ekstraksiyonu

LAsitIendirme ve dikiormetan ile ekstraksiyon I_"I Esterlestirme’ I
Metanolfsaliftrik asit

Konsantrasyon JL n-Hekzan ekstraksiyonu J

izopropil alkol:su veya metanol iginde ¢ézme

l HPLC I

$ekil 3.2 : Domateslerde kalinti 2,4-D tayini igin kullanilan yontemlerin akim gemasi
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. 2,4-D ve 2,4-DME igin Spesifik Dedeksiyon Dalgaboyunun Saptanmast

Spesifik dedeksiyon dalga boyunun belirlenmesi amaciyla izopropil alkol : su
(75:25,viv) kansimi iginde hazirlanan 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 ve 4.0 ng/ul
konsantrasyonlarindaki 2,4-D ve 2,4-DME standart ¢ozeltileri kullaniimistir. 2,4-D
ve 2,4-DME igin spesifik dedeksiyon dalga boyu ~280 nm olarak bulunmugtur.
UV-VIS spektrofotometrede elde edilen spektrumlar Sekil 4.1." de verilmistir.

woeuTmovE D>
v TmoVETDn

270 280 290 300 270 280 290 300
Dalgaboyu(nm) Dalgaboyu(nm)

(a) (b)

Sekil 4.1: izopropil alkol : su (75:25, viv) kangimi icinde elde edilen 2,4-D ve
2,4-DME spektrumlar (a) 2,4-D, {b) 2,4-DME ’

Roseboom ve arkadaslarn (1982) tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda da 2,4-D
icin spesifik dalga boyunun ~280 nm bulundudu kaydedilmistir.

4.2. Mobil Faz Kompozisyonu ve Akig Hizinin Standart Cozeltilerde 2,4-D
Tayinine Etkileri

4.2.1. izokratik 0.001 M PO4‘3 ve 0.005 M setrimit igeren metanol : su (75:25,
viv) karigiminin etkileri

Mobil faz olarak 0.001 M PO4‘3 ve 0.005 M setrimit iceren metanol : su (75:25, viv)
karigimi kullanildiinda, yayvan bicimli 2,4-D pikleri elde edilmistir. 0.5 ng/pl
konsantrasyonunda pik gézlenmesine karsilik, 1 ng/ul' nin altinda duyarhlidin distk
oldugu saptanmistir. Tayin edilebilen en dusik 2,4-D miktan yaklasik 0.5 ng/pl
2,4-D olarak tespit edilmistir.
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0.001 M PO4-3 ve 0.005 M setrimit iceren metanol : su kangimi kullanilarak,
yuritilen denemelerde, 1.0 ve 1.5 ml/dak akig hizlarinda elde edilen tipik 2,4-D
kromatogramiar $ekil 4.2 ve Sekil 4.3' de verilmigtir.

1.72 (S 1,98
185
24D
y 24D /
(a) (b)
————— " ] e
1.9 1.40 172 1.40
2.39 1.98
24D y 24D
5.39 543
(c) (d)

1.38

24D
5.48

(e)
Sekil 4.2 : 2,4-D kromatogramlari. Mobil faz: izokratik 0.001 M PO4-3 ve 0.005 M
setrimit iceren metanol : su (75:25, viv) kansimi. Akig hizi= 1.0 mi/dak. (a) 0.5
ng/ul, (b) 1 ng/ul, (€) 2 ng/ul, (d) 3 ng/ul, (e) 4 ng/ul
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1.85
24-D
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4.45

2,4-D

(a)

(b)

162 1.13

477

©

1.1

24.D
4.23

sy ]
1.56 1.09

24.D
4.20

(d)

Sekil 4.3 : 2,4-D kromatogramlari. Mobil faz: izokratik 0.001 M PO4’3 ve 0.005 M
setrimit iceren metanol : su (75:25, viv) kangimi. Akis hizi= 1.5 ml/dak. (a) 0.5

ng/ul, (b) 1 ng/ul), (€) 2 ng/ul, (d) 3 ng/ul, (e) 4 ng/ul
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0.001 M PO4-3 ve 0.005 M setrimit iceren metanol : su karigimi (75:25, viv) ile her
iki akig hizinda elde edilen standart 2,4-D kromatogramlarinin birbirine benzer
oldugu goézlenmigtir. Standart 2,4-D ¢ozeltilerinin 1.0 ve 1.5 ml/dak akig hizlarindaki
kromatogramlari istatistiksel olarak analiz edilmigtir. Buna gére her iki akig hiz igin,
konsantrasyon ve pik yiksekligi arasindaki iligkinin &nemli oldudu belirlenmigtir
(p<0.05). Eide edilen 2,4-D standart edrileri Sekil 4.4.' de verilmigtir.

50 T 40 .
- = 35 e
| e
€] E 30 -
& 130 1 5 25 T
2 3] . % 20 -
2207 £ 15 e
< 10 < 10 »
g7 & sl 87
om " ; —+ | 0w . — , -
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Konsantrasyon (ng/pl) Konsantrasyon {(ng/pl)
i
(@ (b)

4.4 : 2,4-D kalibrasyon egrisi. Mobil faz olarak 0.001 M PO4-3 ve 0.005 M
hegzadesiltrimetiamonyumbromit (setrimit) iceren izokratik metanol:su (75:25, viv)
karigimi kullaniimigtir. (@) Akis hizi= 1.0 ml/dak (r= 0,993, p<0,05), (b) Akis hizi=
1.5 mi/dak (r= 0,994, p<0,05).

Roseboom ve arkadaglan (1982) da cgesitli fenoksikarboksilik asit herbisitleri ters
faz C1g kolonda analiz ettikleri ¢calismada mobil faz olarak farkli oranlarda PO4‘3
ve setrimit iceren metanol : su (75:25, vi) kangimlarini kullanmiglardir. Bu
¢aligmada 2,4-D i¢in en iyi sonuglar 0.001 M PO4-3 ve 0.005 M setrimit iceren
metanol : su (75:25, viv) karigimi ile elde edilmis ve C1g kolonda tayin edilebilen en
disgik 2,4-D miktari toplam 3-5 ng dlzeylerinde bulunmustur. Ancak arastirmaciiar
2,4-D' yi naftasil esteri ve metilmetoksikumarin esteri olarak analiz ettiklerinde ise
toplam miktarin sirasiyla 0.3 ve 0.5 ng dizeylerine indigini belirlemislerdir.

4.2.2. izokratik asetonitril : % 2 asetik asit igeren su (75:25, viv) karigiminin.
etkileri

Asetonitril : %2 asetik asit iceren su (75:25, viv) kangimi mobil faz olarak
kullanildidinda keskin ve dik pikier elde edilmigtir. Ancak bu kez de 2,4-D pikinin
diger piklerden ayriima derecesinin dlgik oldudu ve 1 ng/pi’ nin altinda duyarliigin
dustuglr goézlenmisgtir. 2,4-D' nin kolonda kalig suresi, bu mobil faz karngimi
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kullanildiginda ¢ok duslik olmustur. Tayin edilebilen en digik duzey 0.5 ng/ul
olarak bulunmustur.

Asetonitril : %2 asetik asit iceren su (75:25, viv) kansimi kullanilarak 1.0 ve 1.5
ml/dak akig hizlarinda eide edilen tipik 2,4-D kromatogramlan Sekil 4.5 ve Sekil 4.6'
da verilmistir.

Kromatogramlarda da gorGldugu gibi asetonitril : %2 asetik asit iceren su (75:25,
v/v) karigimi kullanildiginda, her iki akis hizinda 6zellikle de 1.5 mi/dak akis hizinda
2,4-D piklerinin aynima derecesi ¢ok dlglktir ve dolayisi ile dusuk
konsantrasyonlarda duyarhilik da disik olmustur. Bu durum istatistiksel analizlerle
de desteklenmektedir. Buna gore konsantrasyon ile pik ylksekli§i arasindaki
iligkinin 8nemli oldugu gérilmesine karsilik (p<0.05), korelasyon katsayisi dusik
bulunmustur. Asetonitril : %2 asetik asit igeren su (75:25, v/v) karisimi kullanarak
elde edilen 2,4-D standart egrileri $ekil 4.7.' de verilmistir.

Larson ve Houglum (1991), 2,4-D igeren pestisit formulasyonlarinin tayininde
asetonitril : %2 asetik asit iceren su karigimini gradiyent olarak kullanmislardir.
Aragtirmacilar  kullandiklan yéntemin ¢ok duyarli oldujunu ve korelasyon
katsayisinin 0.9996' dan daha ylksek bulundugunu kaydetmiglerdir. Ancak Larson
ve Houglum (19981) tarafindan yapilan ¢alismada belirlenen bu degerlerin, 80-200
ng/ul 2,4-D konsantrasyonlar i¢in gegerli oldugu bildiriimistir.

4.2.3. izokratik asetonitril : % 2 su iceren asetik asit (50:50, v/v) karigiminin
etkileri

Pik gekli ve aynima derecesi agisindan yurlttlen ilk denemelerde asetonitril : %2
asetik asit iceren su (50:50, v/v) karigiminin mobil faz olarak kullaniimasiyla iyi
sonuglar elde edilmistir. Ayrica bu kansiminin kullaniimasi ile diger karigimiara
oranla duyarliligin da yiksek oldugu goériimistir. Ancak akis hizinin 1.5 ml/dak
dizeyine ¢ikarimasiyla, 1.0 ml/dak akis hizinda gorlilemeyen bazi piklerin de
bulundugu saptanmgtir.

Asetonitril : %2 asetik asit iceren su karisimi (50:50, v/v) kullanilarak 1.0 ve 1.5
mi/dak akig hizlarinda elde edilen tipik 2,4-D kromatogramlari Sekil 4.8, Sekil 4.9,
Sekil 4.10 ve Sekil 4.11' de verilmistir.

Asetonitril : %2 asetik asit iceren su (50:50, v/v) kansimi kullanildidinda, tekrar
edilebilirlik dlzeyinin belirlenebilmesi amaciyla, analizler yaklagik bir ay ara ile
tekrar edilmigtir. 1.0 mil/dak akis hizinda tekrar edilebilirligin ylksek oldugu
saptanmigtir. Buna karsilik 1.5 mi/dak akis hizinda ikinci kez tekrar edilen
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denemelerde 2,4-D' nin aynima dizeyinin olduk¢a dustigt goérlimis ve 1 ng/ul
2,4-D igeren ornekler disinda ayrilmanin yeterli olmadidi saptanmigtir. Sekil11' de
iyi sonug alinamayan kromatogramlar verilmektedir.

0.30 ,
1.15 1 1.15 1
. ’?6 1.77 );‘2523% 1.77

MmN
2.05 ' T 2.05%
\2 4.D 5,4-0
(@) (b)

1.77 S\ 33
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( '\z.«.n

(c) (d)
1.129
% 3,‘:»35"I 1.77
— R
1.87 2.04
40
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Sekil 4.5 : 2,4-D Kromatogramlari. Mobil faz: izokratik asetonitril : %2 asetik asit
iceren su (75:25, viv) kansimi. Akis hizi= 1.0 mi/dak. (a) 0.5 ng/ul, (b) 1 ng/ul,
(c) 2 ng/ul, (d) 3 ng/ul (e) 4 ng/ul
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Sekil 4.6 - 2,4-D Kromatogramlar . Mobil faz: izokratik asetonitril : %2 asetik asit
iceren su (75:25, viv) kangimi. Akis hizi= 1.5 ml/dak. (a) 0.5 ng/pl, (b) 1 ng/gl,
(€) 2 ng/pl, (d) 3 ng/ul (e) 4 ng/pl
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Sekil 4.7 : 2,4-D kalibrasyon egrisi. Mobil faz olarak izokratik asetonitril: %2 asetik
asit iceren su (75:25, v/iv) karigimi kullanilmistir. (@) Akis hizi=1.0 mi/dak (r= 0,965,
p<0,085), (b) Akis hizi=1.5 ml/dak (r= 0,960, p<0,05).

Sekil 4.11' de de géruldagu gibi 50:50 (v/v) oraninda hazirlanmis asetonitril : %2
asetik asit iceren su karisimi kullanildiinda, 1.5 mi/dakika akis hizi i¢in tekrar
edilebilirlik duzeyi dasuk olmustur. 2,4-D' nin ayrilma dlzeyi dismus ve 1 ng/ul' lik
standardin digindaki standart ¢ézeltilerde iyi bir ayinm sadlanamamigtir. Bu
nedenle yukarida érnek olarak sadece 0.5, 1.0 ve 2.0 ng/ul' lik 2,4-D standartlarin
kromatogramlari verilmistir.

ik denemelerde keskin ve iyi ayrilmis piklerin elde edilmesi, duyarliigin yuksek
olmasi yaninda istatistiksel analiz sonuglari da bu mobil faz karnsiminin 2,4-D
tayinindeki etkinligini ortaya koymaktadir. Bu oOrneklere ait yapilan istatistiksel
analizlerin sonucu, 1.0 ve 1.5 ml/dak akis hizlar igin konsantrasyon ve pik
ylksekligi arasindaki iligkinin 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0.05). Aynica bu
iligkinin korelasyon katsayisi da yuksek bulunmustur. Eide edilen standart 2,4-D
egrileri Sekil 4.12' de verilmistir.

4.2.4. Gradiyent asetonitril : % 2 asetik asit igeren su kangiminin etkileri

Zaman programi Bolim 3.2.1.2' de verilen gradiyent asetonitril : %2 asetik asit
iceren su kangimi kullanidiinda, izokratik karigimiara oranla duyarlihgin daha
ylksek oldugu gézlenmistir. 0.5 ng/ul' lik 2,4-D piki izokratik karigimiarin ¢ogunda
keskin ve dik bir sekilde gézlenemezken, gradiyent karigim ile 0.5 ng/ul' lik 2,4-D
pikinin de net bir sekilde elde edildidi gérlimUstir. Gradiyent asetonitril : %2 asetik
asit iceren su karigimi kullanilarak elde edilen tipik 2,4-D kromatogramlan Sekil
4.13 ve Jekil 4.14' de verilmistir.
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Sekil 4.8 : 2,4-D kromatogramlari. Mobil faz: izokratik asetonitril : %2 asetik asit
igeren su (50:50, v/v) kanisimi. Akis hizi=1.0 ml/dak. (a) 0.5 ng/ul, (b) 1 ng/l, (c) 2
ng/ul, (d) 3 ng/ul, (e) 4 ng/ul
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Sekil 4.9 : 24-D kromatograrhlarl. Mobil faz: izokratik asetonitril : %2 asetik asit
iceren su (50:50, v/v) kangimi. Akis hizi=1.5 ml/dak. (a) 0.5 ng/ul, (b) 1 ng/ul, (c) 2
ng/ul, (d) 3 ng/pl, (e) 4 ng/ul
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Sekil 4.10 : 2,4-D kromatogramiari. Mobil faz: izokratik asetonitril : %2 asetik asit
iceren su (50:50, v/v) kansimi. Akis hzi=1.0 ml/dak. (a) 0.5 ng/ul, (b) 1 ng/ul, (c) 2
ng/ul, (d) 3 ng/pl, (€) 4 ng/ul
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Sekil 4.11 : 2,4-D kromatogramlari. Mobil faz: zokratik asetonitril : %2 asetik asit
iceren su (50:50, v/iv) kansimi. Akis hizi=1.5 mi/dak. (a) 0.5 ng/ul, (b) 1 ng/pl,

(c) 2 ng/pul
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Sekil 4.12 : 2,4-D kalibrasyon egrisi. Mobil faz olarak izokratik asetonitril : %2
asetik asit iceren su (50:50, v/iv) kansimi kullaniimigtir. (@) Akis hizi= 1.0 mi/dak (r=
0,998, p<0.05), (b) Akis hizi= 1.5 mi/dak (r= 0,996, p<0.05).
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Sekil 4.13 : 2,4-D kromatogramlari. Mobil faz: gradiyent asetonitril : %2 asetik asit
iceren su kansimi. Akis hizi=1.0 mi/dak. (a) 0.5 ng/ul, (b) 1 ng/ul, (c) 2 ng/ul,
(d) 3 ng/ul, () 4 ng/ul
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Sekil 4.14 : 2,4-D kromatogramiari. Mobil faz: gradiyent asetonitril : %2 asetik asit
iceren su kangimi. Akis hizi=1.5 ml/dak. (a) 0.5 ng/ul, (b) 1 ng/ul, (c) 2 ng/yl,
(d) 3 ng/pl, (e) 4 ng/ul
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Sekil 4.13 ve Sekil 4.14' de de goruldugt gibi akis hizinin 1.0 ml/dakika' dan 1.5
mi/dakika' ya yukseltiimesi 2,4-D piklerinin separasyonunu gliclestirmistir.

Gradiyent asetonitril : %2 asetik asit igeren su kansimi icin konsantrasyon ile pik
yiksekligi arasindaki iligkiyi belirlemek amaciyla yapilan istatistiksel analizler
sonucu elde edilen kalibrasyon edrileri Sekil 4.15' da verilmistir.
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Sekil 4.15 : 2,4-D kalibrasyon egrisi. Mobil faz olarak gradiyent asetonitril:%2 asetik
asit iceren su karigimi kullanimustir. (@) Akis hizi=1.0 mi/dak (r= 0,995, p<0,05),
(b) Akig hizi= 1.5 ml/dak (r= 0.998, p<0,05).

Larson ve Houglum (1991) da 2,4-D, dicamba ve MCCP igeren ¢esitli herbisit
formUlasyonlarini analiz ettikleri calismalarinda ters faz C4g kolon ve gradiyent
asetonitril : %2 asetik asit iceren su karigimi kullanmiglardir. Gradiyent programi; 5
dakika 25:75, 10 dakikada 40:60' a ¢ikis ve 5 dakika 40:60 olarak uygulanmistir.
Aragtirmacilar bu gradiyent programi ©onermelerine ragmen, iyi sonug
alinamadiginda asetonitril oraninin veya zaman programinin degistiriimesini tavsiye
etmiglerdir.

4.3. Mobil Faz Kompozisyonu ve Akis Hizinin Standart Cézeltilerde 2,4-DME
Tayinine Etkileri

4.3.1. izokratik 0.001 M PO4-3 ve 0.005 M setrimit igeren metanol:su (75:25,
viv) kangiminin etkileri

Mobil faz olarak 0.001 M PO4-3 ve 0.005 M setrimit iceren metanol : su (75:25, viv)
kangimi kullanildidinda, 2,4-DME' nin Cqg kolonda ayriima diizeyinin ¢ok disik
oldugu gdézlenmigtir. Ayrica 2,4-DME' nin alikonma sUresinin stabil olmadig
saptanmigtir. 2,4-DME' nin tayin edilebildigi en dlusik konsantrasyon 1 ng/ul
olmustur.
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0.001 M PO4-3 ve 0.005 M setrimit iceren metanol : su (75:25, viv) kangimi
kullanilarak 1.0 ve 1.5 ml/dakika akis hizlarinda elde edilen tipik 2,4-DME
kromatogramlar Sekil 4.16 ve Sekil 4.17' de verilmigtir.

0.22
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(a) (b)
1.99
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(©)

0.57

2'2)5.‘-'.

2.68

2,4-DME

(e)

(d)

Sekil 4.16 : 2,4-DME kromatogramlari. Mobil faz: izokratik 0.001 M PO4"3 ve 0.005
M setrimit iceren metanol : su (75:25, viv) kangimi. Akis hiz: 1.0 ml/dak. (a) 0.5

ng/ul, (b) 1 ng/ul, (c) 2 ng/l, (d) 3 ng/ul, (e) 4 ng/ul
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Sekil 4.17 : 2,4-DME kromatogramiari. Mobil faz: izokratik 0.001 M PO4‘3 ve 0.005
M setrimit iceren metanol : su (75:25, v/v) karigimi. Akis hizi; 1.5 mil/dak. (a) 0.5

ng/ul, (b) 1 ng/ul, (¢) 2 ng/ul, (d) 3 ng/ul, (e) 4 ng/ul
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0.001 M P‘O4‘3 ve 0.005 M setrimit iceren metano! : su (75:25, viv) karigimi
kullanildidinda 1.0 ve 1.5 mi/dakika akis hizlarinda elde edilen kromatogramiar
birbirine benzer olmakla birlikte, 1.0 ml/dakika akig hizinda 2,4-DME' nin ayrilma
dazeyinin daha iyi oldugu gérlimustir. Yapilan istatistiksel analizier sonucu pik
ylksekligi ile konsantrasyon arasindaki iligki her iki akig hizi igin de 6nemli
bulunmug ve korelasyon katsayisi yuksek ¢ikmigtir. 1.0 ve 1.5 mi/dakika akig
hizlarinda elde edilen standart egriler $ekil 4.18' de verilmigtir.
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Sekil 4.18 : 2,4-DME kalibrasyon edrisi. Mobil faz olarak 0.001 M PO4'3 ve 0.005
M setrimit iceren izokratik metanol:su karigimi (75:25, viv) kullanilmigtir. (a) Akis
hizi= 1.0 ml/dak (r= 0,990, p<0,05), (b) Akig hizi= 1.5 ml/dak (r= 0,979, p<0,05).

4.3.2. izokratik asetonitril : %2 asetik asit igeren su (75:25, viv) kangiminin
etkileri

Asetonitril . %2 asetik asit igeren su (75:25, viv) kangimi kullanildiginda keskin ve
dik 2,4-DME pikleri eide edilmistir. 2,4-DME piklerinin ayriima dizeyi 1.0 ml/dakika
akis hizinda yuksek, 1.5 ml/dakika akis hizinda ise digik bulunmusgtur. Ayrica
2,4-DME' nin kolonda kalis sliresinin ¢ok kisa oldugu gézlenmistir.

Asetonitril : %2 asetik asit iceren su (75:25, v/v) kangimi kullanilarak 1.0 ve 1.5
ml/dakika akig hizlarinda elde edilen tipik 2,4-DME kromatogramlari $ekil 4.19 ve
Sekil 4.20' de verilmistir.

Sekillerde de gérildudlu gibi akis hizinin 1.0 ml/dakika' dan 1.5 mi/dakika' ya
yukseltimesi 2,4-DME' nin C48 kolonda ayriima dlzeyini olumsuz yénde
etkilemigtir. Ayni zamanda pik ylksekligi ile konsantrasyon arasindaki korelasyon
1.0 ml/dak akis hizinda daha ylksek bulunmustur. Elde edilen standart egriler Sekil
4.21' de verilmistir.
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Sekil 4.19 : 2,4-DME kromatogramlari. Mobil faz: izokratik asetonitril : %2 asetik
asit igeren su (75:25, v/iv) kangimi. Akis hizi: 1.0 ml/dak. (a) 0.5 ng/ul, (b) 1 ng/ui,

() 2 ng/pl, (d) 3 ng/ul, (e) 4 ng/pl
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Sekil 4.20 : 2,4-DME kromatogramlari. Mobil faz: izokratik asetonitril : %2 asetik
asit igeren su (75:25, viv) kangimi. Akig hizi: 1.5 mi/dak. (a) 0.5 ng/pul, (b) 1 ng/ul,

(c) 2 ng/pl, (d) 3 ng/ul, () 4 ng/pl
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Sekil 4.21 : 2,4-DME kalibrasyon edrisi. Mobil faz olarak izokratik asetonitril : %2
asetik asit iceren su kangimi (75:25, viv) kullandmstir. (a) Akis hizi= 1.0 mi/dak
(r= 0,998, p<0,05), (b) Akis hizi= 1.5 ml/dak (r= 0,985, p<0,05)

4.3.3. izokratik asetonitril : %2 asetik asit igeren su (50:50, viv) karigiminin
etkileri

50:50 (viv) oraninda hazirlanmis asetonitril : %2 asetik asit iceren su karigimi
kullanildifinda eide edilen 2,4-DME piklerinin keskin ve dik oldugu gériimusgtdr. 1.0
mi/dakika akis hizinda 2,4-DME piklerinin ayriima dlizeyi oldukga yliksek iken, akig
hizinin 1.5 mi/dakika' ya yukseltimesi 2,4-DME analizierini olumsuz etkilemistir ve
separasyon duzeyi duslk bulunmusgtur. Bu nedenle 1.5 mi/dak akis hiziyla
caligmaktan vazgegiimistir.

Asetonitril : %2 asetik asiticeren (50:50, v/v) kangimi kullanilarak 1.0 ml/dakika akig
hizinda elde edilen tipik 2,4-DME kromatogramlar Sekil 4.22' de verilmistir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda pik yiiksekligi ile konsantrasyon arasindaki
iligki 1.0 ml/dakika akis hiz) icin 6nemli bulunmusg, ayrica korelasyon katsayisi da
oldukea yliksek olmustur. 1.0 ml/dakika akig hizi i¢in elde edilen 2,4-DME standart
egdrisi Sekil 4.23' de verilmigtir.
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Sekil 4.22 : 2,4-DME kromatogramlari. Mobil faz: izokratik asetonitril : %2 asetik
asit iceren su (50:50, v/v) karisimi. Akis hizi: 1.0 ml/dak. (a) 0.5 ng/ul, (b) 1 ng/ul,
(c) 2 ng/ul, (d) 3 ng/ul, (e) 4 ng/ul
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Sekil 4.23 : 2,4-DME kalibrasyon egrisi. Mobil faz olarak izokratik asetonitril : %2
asetik asit iceren su kangimi (50:50, v/v) kullanimigtir. Akis hizi= 1.0 mil/dak
(r= 0,998, p<0,05).

4.3.4. Gradiyent asetonitril : %2 asetik asit igeren su kanigiminin etkileri

2,4-DME' nin gradiyent asetonitril : %2 asetik asit iceren su karnigimi kullanilarak
analizlerinde 1.0 ml/dakika akis hizinda keskin ve dik pikler elde ediimis ve ayriima
dizeyinin ylksek olmustur. Buna kargilik 1.5 ml/dakika akis hizinda 2,4-DME’ nin
C1s kolonda separasyonu saglanamamistir. Bu nedenle 1.5 mi/dak akis hiziyla
caligmaktan vazgegilmistir.

Gradiyent asetonitril : %2 asetik asit iceren su kangimi kullanilarak 1.0 ml/dakika
akig hizinda elde edilen tipik 2,4-DME kromatogramlari Sekil 4.24' de verilmigtir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda 1.0 ml/dakika akis hizinda pik ylaksekligi ile
konsantrasyon arasindaki iligki énemli ve korelasyon katsayisi olduk¢a yuksek
bulunmustur. 1.0 ml/dakika akig hiz! igin elde edilen standart 2,4-DME egrisi Sekil
4.25' da verilmistir.
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Sekil 4.24 : 2,4-DME kromatogramilari. Mobil faz: gradiyent asetonitril ;: %2 asetik
asit iceren su karnigimi. Akis hizi: 1.0 mi/dak. (a) 0.5 ng/pl, (b) 1 ng/ul, () 2 ng/yl,
(d) 3 ng/ul, () 4 ng/ul
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Sekil 4.25 : 2 4-DME kalibrasyon edrisi. Mobil faz olarak gradiyent asetonitril : %2
asetik asit iceren su karigimi kullanilmigtir. Akis hizi= 1.0 ml/dak (= 0,990, p<0,05).

4.4. Farkli mobil faz karigimlan ile ters faz C1g kolonda 2,4-D ve 2,4-DME elde
edilen mutlak alikonma sureleri ve kapasite faktoérii (k' )degerleri

Farkli mobil fazlar kullanilarak, farkli zamanlarda ve akis hizlarinda C4g kolonda
2,4-D asit ve 2,4-DME icin elde edilen mutlak alikonma streleri Cizelge 4.1' de
verilmigtir,

Cizelge 4.1 : Farkh mobil faz kompozisyonlar kullanilarak Cqg kolonda elde edilen
mutlak alikonma sareleri

Mutlak alikonma siireleri (dakika)

|a 11b e Ivd
2,4-D asit
1.0 ml/dak 5.38-5.48 2.04-2.05  4.55-462  3.55-4.09
1.5 ml/dak 4.20-4.37 1.37-1.39  5.23-589  2.10-2.68
2,4-D metil esteri
1.0 ml/dak 3.23-3.36 2.43-253  514-524  5.06-5.24
1.5 mi/dak 3.03-3.24 1.58-1.64 - -

(a) 0.001 M PO4-3 ve 0.005 M setrimit iceren metanol : su kansimi (75:25, v/v)
(b) Asetonitril : %2 asetik asit iceren su kansimi (75:25, v/v)

(c) Asetonitril : %2 asetik asit iceren su kansimi (50:50, viv)

(d) Gradiyent asetonitril : %2 asetik asit igeren su karisim

(=) I ve IV no' lu mobil fazlar ile 1.5 mi/dak akis hizinda galisiimamistir.

Cizelge 4.1' de de gorulduga gibi 75:25 (v/v) oraninda hazirlanmis asetonitril: %2
asetik asit iceren su karigimi kullanildiginda mutlak alikkonma sdreleri ¢ok kisa
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olmustur. Ancak bu karisim ile mutlak alikonma surelerinin oldukg¢a stabil oldugu,
diger kangimlarda ise mutlak alikonma strelerinde sapmalar oldugu gézienmistir.

2,4-D' nin kapasite faktori (k ")degderleri, kullanilan herbir mobil faz karigimi igin 1.0
ve 1.5 ml/dak akis hizlarinda ayri ayri belirlenmigtir. Buna gore belirlenen kapasite
faktodrl (k ') degerleri Cizelge 4.2' de verilmigtir.

Cizelge 4.2 : Farkli mobil faz karigimlan kullanarak Cqg ters faz kolonda 2,4-D igin
elde edilen kapasite faktorl (k ')* degerleri

Kapasite faktort (k *)

Mobil faz no. 1.0 ml/dak 1.5 ml/dak
1 2.88 2.81
2 0.63 0.65
3 2.38 4.32
4 1.03 0.865

(1) 0.001 M PO4-3 ve 0.005 M setrimit igeren metanol : su kangimi (75:25, v/iv)

(2) Asetonitril : %2 asetik asit iceren su karigimi (75:25, v/v)

(3) Asetonitril : %2 asetik asit iceren su karigimi (50:50, viv)

(4) Gradiyent asetonitril : %2 asetik asit igeren su karigimi

(*) Kapasite faktorii degerleri k’=t4-t,/to formuli ife elde edilmistir. Burada t; 2,4-D' nin
alikonma siiresi, 1, ise ilk pikin alikonma siiresidir.

75:25 (viv) oranindaki asetonitril : %2 asetik asit igeren su kangimi kullanildiginda
elde edilen k' degerleri ¢cok digtk bulunmustur. Bu da 2,4-D' nin kolonda ¢ok kisa
stre kaldigini gostermektedir. Buna kargilik 0.001 M PO4’3 ve 0.005 M setrimit
iceren metanol:su karigimi kullaniidiginda elde edilen k’ dederlerinin uygun oldugu
ve literatlirle benzerlik gésterdigi saptanmigtir. |

Roseboom ve arkadaslar (1982) yaptiklan galigmada, 15cm x 4.6mm (i¢ ¢ap)
boyutlarindaki ters faz C1g kolonda, 0.001 M PO4-3 ve 0.005 M setrimit iceren
metanol:su (75:25, v/v) kansimini mobil faz olarak kullanmiglar ve 2,4-D igin k'
degerinin 1.88 oldugunu kaydetmiglerdir.

2,4-DME analizlerinde elde edilen kapasite faktérleri ise Cizelge 4.3' de verilmigtir.
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Gizelge 4.3 : Farkl mobil faz karisimlan kullanarak C4g ters faz kolonda 2,4-DME
icin elde edilen kapasite faktori (k *)* degerleri

Kapasite faktort (k ')

Mobil faz no. 1.0 ml/dak 1.5 mi/dak
1 0.344 0.280
2 0.990 0.604
3 2.420 -
4 2.243 -

(1) 0.001 M PO4-3 ve 0.005 M setrimit iceren metanol : su kansimi (75:25, viv)

(2) Asetonitril : %2asetik asit iceren su karigimi (75:25, viv)

(3) Asetonitril : %2asetik asit igeren su karisimi (50:50, viv)

(4) Gradiyent asetonitril : %2asetik asit iceren su karisimi

{(-) 3 ve 4 no' lu mobil fazlar ile 1.5 mi/dak akis hizinda galismamigtir.

(*) Kapasite faktdril de§erleri k'=t4-{o/tg formiilii ile elde edilmistir. Burada ty 2,4-DME' nin
alikonma siiresi, t, ise ilk pikin alikonma siresidir.

4.5. 2,4-D' nin Domatesten % Geri Kazanma Oraninin Belirlenmesi

Geri kazanma oranlarinin belirlenebilmesi amaciyla, 2,4-D uygulanmamis tarla
domateslerine izin verilen ve daha ylksek dozlarda olmak Uzere 2,4-D ilavesi
yapimistir. Bunun i¢in domates érneklerine 0.5, 2.0 ve 4.0 mg/kg olacak sekilde
2,4-D ilave edilerek % geri kazanma oranlar belirlenmigtir. 2,4-D ilave edilmemis
o6rmek kontrol olarak kullanmimigtir. Ekstraktin HPLC' de analizinde en iyi aynimis
2,4-D pikleri asetonitril : %2 asetik asit iceren su (50:50, v/v) karigimi
kulianildidinda elde edilmistir. Bu nedenle kantitatif analizlerde mobil faz olarak
asetonitril : %2 asetik asit iceren su (50:50, v/v) kangimi kullandmigtir. 0.5, 2.0 ve
4.0 mg/kg duzeylerinde 2,4-D ilave edilmis domateslerden elde edilen ekstraktlar
icindeki 2,4-D veya 2,4-DME konsantrasyonunun 5-50 ng/pl araliginda oldugu
saptandijindan, 2,4-D ve 2,4-DME icin kantitatif analizler de kullaniimak Gzere
0-50 ng/ul konsantrasyonlan arahidinda standart egriler hazirlanmigtir. Buna goére
2,4-D ve 2,4-DME i¢in elde edilen standart edriler Sekil 4.26' da verilmigtir.
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Sekil 4.26 : Kantitatif analizlerde kullanilan standart egriler (a) 2,4-D (r= 0,9996,
p<0,05), (b) 2,4-DME (r= 0,9967, p<0,05).

Farkh dlizeyde 2,4-D ilave edilen domatesierle ylrttilen denemelerde 2,4-D' nin
geri kazanma oraninin da farkh oldugu gézlenmigtir. Esterlestirme uygulamadan,
2,4-D asit formunda ydr(tilen denemelerde elde edilen % geri kazanma oranlar
Cizelge 4.4' de verilmistir.

Cizelge 4.4 : Domateste farkll ilave dlizeylerinde 2,4-D i¢in 2,4-D asit formunda
elde edilen % geri kazanma oranlari

ilave diizeyi 25 g brnekteki 2,4-D miktart geri kazanilan 2,4-D miktari geri kazanma
(ma/kq) (ng) (ng) (%)
0.5 12 500 11 324-11 705 90.6-93.6
2 50 000 32 513-38 857 65.0-77.7
4 100 000 62 860-74 646 62.85-74.65

2,4-D' nin metil esteri formunda yurittlen denemelerde elde edilen % geri kazanma
oranlari ise Cizelge 4.5' de verilmigtir.

Gizelge 4.5 : Domateste farkli ilave diizeylerinde 2,4-D igin 2,4-DME formunda elde
edilen % geri kazanma oranlari

ilave diizeyi 25 g trnekteki 2,4-D miitan 2.4-DME olarak geri kazanilan geri kazanma

(mg/kg) (ng) 2,4-D miktari (nQ) (%)
0.5 12 500 7942 -9 158 63.53-73.27
2 50 000 25 380-27 495 50.76-54.99

4 100 000 30667-31 724 30.67-31.72
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Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5 in kiyaslanmasindan da gortldigla gibi 2,4-D' nin
domatesten geri kazanma oranlan serbest asit formunda olduk¢a ylksek, buna
karsilik metil esteri formunda ise disuk bulunmustur.

0, 0.5, 2.0 ve 4.0 mg/kg ilave dlzeyleri igin asetonitril : %2 asetik asit iceren su
kansimi (50:50) kullanilarak elde edilen tipik 2,4-D kromatogramlar Sekil 4.27,
Sekil 4.28, Sekil 4.29 ve Sekil 4.30' da verilmistir.

507

53 525

Sekil 4.27 : Kontrol 6rnedi kromatogrami (0 mg/kg). Mobil faz: 1.0 ml/dak akis
hizindaki asetonitril : %2 asetik asit iceren su kangim (50:50) .

0.56
1.45 1,78,
: 2.07 232

= 2.41
2.849

Sekil 4.28 : Ornek kromatogrami (0.5 mg/kg). Mobil faz: 1.0 mi/dak akig hizindaki
asetonitril : %2 asetik asit iceren su karigimi (50:50).
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Sekil 4.29 : Ornek kromatogrami (2 mg/kg). Mobil faz: 1.0 mi/dak akis hizindaki
asetonitril : %2 asetik asit iceren su kangimi (50:50).

4.03 — 2,4'0

5.43

Sekil 4.30 : Ornek kromatogrami (4 mg/kg). Mobil faz: 1.0 ml/dak akig hizindaki
asetonitril : %2 asetik asit iceren su karisimi (50:50).

2,4-D' nin 2,4-DME olarak domatesten % géri kazanma oraninin belirlenmesi
amaciyla ydritilen denemelerde 0, 0.5, 2.0 ve 4.0 mg/kg ilave dlizeyleri i¢in elde
edilen kromatogramlar ise $ekil 4.31' de verilmistir.
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Sekil 4.31 : Ornek kromatogramian (2,4-DME). Mobil faz: 1.0 mi/dak akig hizindaki
asetonitril : %2 asetik asit igeren su kanisim (50:50). (a) G mgrskg, (b) 0.5 mg/kg,

(c) 2 mg/kg, (d) 4 mg/kg.
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5. ONERILER

Bitkisel materyallerdeki 2,4-D kalinti dlzeyinin belirlenmesinde g¢oguniukla gaz
kromatografisi kullaniimaktadir. Ancak 2,4-D ve dider fenoksikarboksilik asitler gibi
yliksek polariteye sahip bilesiklerin gaz kromatografik olarak analiz edilebilmeleri
icin mutlaka esterlegtiriimeleri gerekmektedir. Likit kromatografisi kullanildiginda ise
bu bilegiklerin esterlestirmeye gerek duyulmadan serbest asit formunda analizleri
mimkindlr. Buna ragmen bitkisel materyallerdeki kalinti 2,4-D analizlerinde HPLC'
nin kullanildidi bir ¢alisma hendz mevcut degildir.

Bu caligmada, 2,4-D' nin serbest asit ve metil esteri formunda HPLC ile
analizlerinde pik sekli ve aynlma dlzeyi agisindan en iyi sonuglar 50:50 (v/v)
oranindaki izokratik asetonitril : %2 asetik asit igeren su karigimi ile eide edilmigtir.
Akis hizinin 1.0 ml/dakika'’ dan 1.5 mi/dakika' ya c¢ikariimasi 2,4-D analizlerini
olumsuz etkilemigtir. ‘

% geri kazanma denemelerinde elde edilen sonuglara gére, domateslere 0.5 mg/kg
dizeyinde ilave edilen 2,4-D, serbest asit formunda HPLC kullanilarak % 90.6 -
93.6 oraninda geri kazanimigtr. ilave edilen 2,4-D miktaninin artmas), geri
kazanma oraninin diismesine neden olmustur. 2,4-D' nin metil esteri formunda
HPLC ile analizlerinde ise % geri kazanma oranlannin daha dustk oldugu
gorllmugtir. FAO/WHO tarafindan belirlenen sinirlamalara goére, 2,4-D' nin birgok
bitkisel gidalarda bulunmasina izin verilen en ytksek miktari 0.5 mg/kg' dir. Buna
gbre bu calismada kullanilan yéntem ile 0.5 mg/kg ilave dlizeyinde elde edilen %
geri kazanma oranlari kabul edilebilir dizeyde olmugtur.
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