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OZET

Bu calismada karbendazim (mantar ilac1) ve klorpirifos’un (bocek ilaci) tayini icin
floresans dedektor ile yiiksek basingli sivi kromatografik (RP-HPLC-FD) metod
gelistirildi. Bu calisma eser miktardaki karbendazim ve klorpirifos’un sebze ve
meyve Orneklerinde diisik LOD ve LOQ ile kisa zamanli (8 dakikadan az) RP-
HPLC-FD ile es zamanl tayini i¢in gelistirilen ilk ¢alismadir. Optimum sartlar mobil
faz i¢in (metanol:su, 98:2,v/v) kullanilarak elde edildi ve floresans dedektor icin
(AEx ve AEm, sirastyla 280 ve 340 nm) olarak kullanildi. Dinamik araligi 0.100-100
mg L™ arasinda, bagil standart sapmasi ise 0.45%’den (n=4) daha azdir. Karbendazim
ve klorpirifosun gozlenebilme sinirlar: sirastyla 0.073 ve 0.062 mgL™, ortalama geri
kazanim aralig1 sirasiyla % 84.2-106.5 ve % 90.3-85.7 olarak saptandi. Yontem
elma, greyfurt, mandalina, 1spanak ve maydanoz orneklerine uygulandi. Biitiin
orneklerde kloroprifos kalintis1 konsantrasyon sinirlarini astigi, orneklerin cogunda
ise karbendazim kalintis1 izin verilen sinirlar arasinda oldugu goriildii. Hatta elma
orneklerinin i¢ kismina niifuz ettigi ve yikamayla ile de tamamen uzaklasmadigi
gorildii. Toplanan 6rneklerin ¢cogunda karbendazim kalintis1 izin verilen smirlar

i¢ginde idi.

Anahtar Kelimeler: Karbendazim, Klorpirifos, Sebze, Meyve, RP-HPLC-FD.
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ABSTRACT

In this study, a new method was developed to determination of
carbendazim(fungasite) and chlorpyrifos(insectside) by fluorescence detector High
performance liquide chromatography (RP-HPLC-FD). This study is the first for
simultane determination of trace Carbendazim and Chlorpyrifos in fruits and
vegetables samples with low LOD and LOQ and short analysis time (less 8 min) by
RP-HPLC-FD. Optimum conditions were achieved using binary mobile phase
consisting of (methanol: water; 98:2, v/v) and fluorescence detection (AEx and AEm
set at 280 and 340 nm, respectively) was used. The dynamic range was between
0.100 to 100 mg/L with relative standard deviation less than 0.45%, (n=4).Limits of
detection were founded 0.073 and 0.062 mg/L, respectively. The range of average
recoveries for carbendazim and chlorpyrifos were founded 84.2-106.5% and 90.3-
85.7%, respectively. The method was applied to apple, grapefruit, tangerines,
spinach and parsley samples. The results revealed that the concentrations of
chlorpyrifos residue in all collected samples was exceeded limits, even in the apple
samples penetrates into the interior and its not remove all by washing. Carbendazim

residue in most of collected samples was in the permissible limits.

Key Words: Carbendazim, Chlorpyrifos, Vegetable, Fruit, RP-HPLC-FD
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DDT : Dikoloro difenol trikloroetan
HPLC : Yiiksek Performanslt S1vi Kromatografi

RP-HPLC-FD: Ters fazl yiiksek performanslt sivi kromatografisi floresans

dedektorii
GC : Gaz Kromatografi
OPPs : Organofosfor pestisitler
FAO : Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
WHO : Diinya Saglik Orgiitii
ADI - Kabul edilebilir giinliik miktar (toksisite)
MRL : Maksimum kalint1 limitleri (standart)
CPF : Klorpirifos
FD : Floresans
VK : Varyasyon katsayisi
ng : Mikro gram
pL : Mikro litre
SS : Standart Sapma
BSS : Bagil Standart Sapma
N* : Teorik Tabaka Say1s1
LD : Oldiiriicii doz
LCs : Oldiiriicii yogunluk



1.GIRIS

Gilinliimiiz diinya niifusu ile beslenme ihtiyaci dogru orantili olarak artig
gostermektedir. Ancak, gida ihtiyacim1 karsilamak i¢in iretilen {irlinlerin bazi
hastalik, zararli ve yabanci otlardan dolay1 yaklasik % 65’1 zarar gormekteydi.
Istatistiklere gore bu sekilde olusan iiriin kaybr 23 milyon ton olup 150 milyon
insanin bir yillik ihtiyaci kadardir. Bu sebeple insanlar tarimsal alanlardaki verimi
arttirabilmek ve gida maddelerinin dayanim siirelerini uzatabilmek i¢in ¢ok farkli
yontemler kullanmaktadir. Bu yontemlerden birisi tarimsal alandaki {iriin
verimliligini artiran tarimsal miicadele adi altinda yapilan kimyasal miicadele
yontemidir. Aslinda bu yontemin temelini kimyasal savagimin ana maddesi olan
pestisitler olusturmaktadir. Pestisitler tarim iriinlerini zararli bocekler, patojen
organizmalar ve yabanci otlardan korumak, iiriin kalitesini ve verimi arttirmak i¢in
kullanilirlar. 4500 y11 6nce kullanilan ilk pestisit, elementel kiikiirt tozudur. 15.
yiizyila kadar haserelere kars1 arsenik, civa ve kursun gibi son derece toksik olan
inorganik yapidaki pestisitler kullamilmistir. 17. yilizyilda tiitiin yapraklarindan,
yabanci otlar1 6ldiirmek amaciyla nikotin siilfat elde edilmistir. 19. yiizyilda dogal bir
pestisit olan rotenon kullanilmaya baslanmis ve 1939’da ¢ok etkili olan dikloro
difenol trikloroetan (DDT) yaygin bir kullanim alan1 bulmustur. Ancak, 1960’larda
DDT’nin ekosistem iizerine yapmis oldugu olumsuz etkiler nedeniyle bir¢ok tilkede
kullanim1 yasaklanmistir. Ulkemizde yilda ortalama 35.000 ton tarim ilaci
kullanilmaktadir. Ulkemizde hektar basina kullanilan % 100 aktif madde olarak,
sadece 600 g olsa da, Ege ve Akdeniz boélgelerinde kullanilan tarim ilact miktar

bircok Avrupa iilkesinin tizerindedir [1].

Zararlilarla savasim amaciyla kullanilan bu maddeler bilingsiz kullanim sonucu
meyve ve sebzelerde kalabilmektedir. Asir1 tarim ilact kullanimi nedeniyle toprakta
birikebilmekte, suya ve havaya karigmaktadir. Bu maddeler iistelik bulunduklar iki
ortamlarda baska maddelere pargalanabilmekte veya doniisebilmektedir. Bir
pestisitin ¢evredeki hareketliligini onun kimyasal yapisi, fiziksel ozellikleri,
formiilasyon ve wuygulama sekli, iklim ve tarimsal kosullar gibi faktorler

etkilemektedir. Ustelik bu ortamlarda yasayan bazi canlilara, buradan da besin



zinciriyle insanlara ge¢mektedir. Bazi pestisitler toksikolojik agidan bir zarar
olusturmazken, bazilarinin kanserojen, sinir sistemini etkileyici ve hatta mutasyon

olusturucu etkiler gosterdigi bilinmektedir [2,3].

Pestisitlerin olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla diinyadaki pek ¢ok {ilke ile birlikte
Tiirkiye’de de pestisit kullanimiyla ilgili bazi smirlamalar ve yeni diizenlemeler

yapilmustir.

Bu g¢evresel problemlerin boyutunun incelenmesi ve izlenmesine yonelik olarak
pestisit kalint1 tayinlerine iligskin ¢aligmalar da 6nem kazanmaktadir. Her zirai iiriin
smifina ait uygulanan pestisit gruplar1 farkli oldugu i¢in yapilan kalint1 tayinleri, o
pestisit gruplarin1 kapsamaktadir. Toksikolojik risklerin ortaya g¢ikarilmasi, pestisit
grubunun belirlenmesi ve kalint1 tayini i¢in analitik metod gelistirme c¢aligmalar1 cok
onemlidir. Bu amacla, genelde pestisitlerin tayinlerine yonelik en ¢ok tercih edilen
teknikler arasinda gaz kromatografisi (GC) ve yiiksek performanshi sivi

kromatografisi (HPLC) gelmektedir [1].

Tarimda kullanilan pestisitlerin teknolojilerindeki gelismeler, farkli 6zelliklere sahip
pestisitlerin sentezlenmesi, var olan metotlarin ihtiyaca cevap verememesi veya daha
az kimyasal kullanim1 ile daha kisa siirede sonug veren basit ve hizli metot arayislari,

metot gelistirme ¢alismalariin siirekli olarak giincel kalmasini saglamaktadir [4].

Bu calismada, Yozgat ve Kayseri illerine ait farkli tarim alanlarindaki sebze ve
meyve Orneklerinde karbendazim ve klorpirifosun es zamanli tayini igin floresans
dedektor (RP-HPLC-FD) ile yiiksek basingli sivi  kromatografik metod

gelistirilmistir.



2. PESTISIT

Tarim ve Koy isleri Bakanlhigina gore pestisit, zirai miicadele arastirma ve
uygulamalarinda kullanilan her tiirlii kimyasal madde ve preparatlar1 seklinde
tanimlanir. Tarimsal tirlinlerin ve yiyeceklerin boyut, verim, depolama ve pazarlama
kalitesini azaltan bocekler, halk sagligi agisindan da onemlidir. Bu bdoceklerin
oldiirtilmesi agisindan pestisit adin1 verdigimiz kimyasallar gelistirilmistir. Pestisit,
insan ve hayvan viicudu ile bitkiler {izerinde veya cevresinde yasayan, besin
kaynaklarmin iiretim, depolanma ve tiikketimi sirasinda besin degerini diigiiren ya da
zarara ugratan bocek, kemirici, yabani ot, mantar gibi canli formlarinin yikic
etkilerini azaltmak icin kullanilan kimyasal maddelerdir. Pestisit, zararl
organizmalar1 engellemek, kontrol altina almak, ya da zararlarin1 azaltmak igin
kullanilan maddelerden olusan karisimdir. Pestisit, kimyasal bir madde, viriis ya da

bakteri gibi biyolojik bir ajan, anti mikrobik, dezenfektan olabilir [5].
2.1. Pestisit Tanim ve Tarihgesi

Pestisitler Roma ve eski Yunan’dan beri kullanilmaktadir. 19. yiizyilin son
donemlerinde yaygm olarak kullanilmaya baslanmistir. ikinci Diinya Savast
sonrasinda hastalik, zararli ve yabanci otlarin kimyasal savasgimi konusunda dnemli
ilerlemeler olmustur. Pestisit olarak kullanilan ilk maddeler arsenik ve kiikiirttiir.
Daha sonra botanik kokenli maddeler (nikotin gibi) kullanilmaya baslanmistir. Bunu
takiben krizantemden elde edilen pyrethrum 19 yy.dan baslanarak kullanilmistir.
llerleyen yillarda ise pestisit kullanimma civa ve kursun metal bilesikleri de girdi.
Boceklere karst savasta pestisitlerin yaygin kullanimi 1940 yillarinin ortalarinda
basladig1 goriilmiistiir. 1939 yilinda Isvigre’li kimyaci Paul Mueller diklorodifenil
trikloroetanin (DDT) pestisit 6zelliklerini belirledi ve 1942 yilinda bu {iriin piyasaya
¢ikarak hizla yaygin kullanima girmistir. 2.nci diinya savasinda bu iiriiniin botanik
kokenli pestisitlerin temin edilmesi giliglesmis ve ABD ile diger iilkeler organik
kimyasallara yonelmiglerdir. Pestisitlerle ilgili Rachel Carson’un 1962 yilinda DDT
ve klorlu hidrokarbonlarin cevredeki dayanikliligini, insan ve hayvanlarin yag
dokularinda birikimini, hedef olmayan/olmamasi gercken tiirler iizerindeki toksik

etkilerini, ekolojik ve insan sagligi ile ilgili yikici etkilerini dile getirmistir [5].



2.2. Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Pestisitler goriiniis, fiziksel yap1 ve formiilasyon sekillerine gore, etkiledikleri zararli
ve hastalik grubuna gore, icerdikleri aktif maddenin cins ve grubuna gore ve

kullanim teknigine gore farkli sekillerde siniflandirilirlar [6].

Tablo 2.1. Pestisitlerin 6nemli siniflari [7].

Pestisit Tipleri Hedef Zararh Grubu

Akarisit Kene, 6riimcek
Bakterisit Bakteriler, viriisler, diger mikroplar
Avenisit Kuslar
Fungisit Funguslar
Herbisit Yabani otlar
Insektisit Bocekler

Mollusitler Salyangoz, siimiikli bocek
Nematisit Nematodlar
Predasit Omurgali yirtict hayvanlar

Rodentisit Kemiriciler

2.2.1. Formulasyon Sekillerine Gore Siniflandirma

Pestisitler, tarim sektoriinde farkli sekillerde kullanilmaktadir. Bunlara ornek

asagidaki gibidir;
v Toz ilaglar
v' Islanabilir toz ilaglar (WP)
v Emiilsyon konsantre ilaglar (EC veya EM),

v" Soliisyon konsantre ilaglar (SC),



v" Suda ¢oziinebilir toz ilaglar (SP)
v Yazlik ve kislik yaglar
v' Graniiller (G)
v' Peletler
v’ Tabletler
v" Toz tohum ilaglar1
v Sivi tohum ilaglari
v" Aerosoller
v' Zehirli yemler
v' Kapsiil sekli verilmis formiilasyonlar
v Akici konsantreler (FC)
v Kuru akigkanlar
2.2.2. Kullanim Sekillerine Gore Simiflandirma

Pestisitler hedef organizmalara farkli sekillerde uygulanabilmektedir. Bunlara 6rnek

sOyledir;
v Gaz
v’ Toz
v' Piiskiirtme
2.2.3. Kokenlerine Gore Siiflandirma
Pestisitler kdkenlerine gore tice ayrilirlar. Bu formlar agagidaki gibidir;

v' Inorganik maddeler



v Dogal organik maddeler
o Bitkisel maddeler
e Petrol yaglar, vb.
v" Sentetik organik maddeler
¢ Kilorlu hidrokarbonlar
e Organik fosforlular
Diger sentetik organik maddeler (azotlu bilesikler, piretroidler).
2.2.4. Kullanildiklar1 Zararh Grubuna Gore Siniflandirma

Kiltlir bitkilerine zarar veren hastalik etmenleri, zararlilar ve yabanci otlar gibi
organizmalar1  Oldiiren  pestisitler, kullanildiklar1 =~ zararli ~ grubuna  gore

siniflandirilmaktadirlar. Zararli grubuna gore pestisit tiirleri sunlardir;
v Bocekleri oldiirenler (insektisit)
v" Funguslar 6ldiirenler (Fungusit)
v" Funguslarin faaliyetini durduranlar (Fungustatik)
v Yabanci otlar oldiirenler (Herbisit)
v" Oriimcekleri 6ldiirenler ( Akarisit)
v' Bakterileri 6ldiirenler (Bakterisit)
v" Yaprak bitlerini 6ldiirenler (Afisit)
v" Kemirgenleri 6ldiirenler (Rodentisit)
v Nematodlar 6ldiirenler (Nematosit)

v' Salyangozlari oldiirenler (Mollusisit)



V' Algleri 6ldiirenler (Algisit)
v Kuslar 6ldiiren veya kagiranlar (Auensit)
v’ Kagiricilar (Repellent)
v' Cekiciler (Atrakant) [8].
2.2.4.1. insektisitler

Bu grupta yer alan organofosfor pestisitler (OPPs) genellikle kolinesteraz inhibitorii
olarak da siniflandirilirlar. Organofosfor pestisitler pamuk, tiitiin, seker kamusi,
bagcilikta ve sebzeler gibi ¢ok genis bir alanda kullanilmaktadir. Bagciliktaki
uygulamasi son yillarda son bulmustur. Organofosfor pestisitler tim hayvanlar ve
insanlar i¢in toksik 6zellik gostermektedir. Bu bakimdan ¢evre 6rneklerinden, toprak
ve sularda OPPs igeriklerinin olgiilmeside 6nemlidir. Organofosfor pestisitler sinir
gazina benzemektedir. Toksik etkisi inhalasyon sonucu sinir sisteminde
asetilkolinesteraz  (kolinesteraz)  enziminin  inhibisyonuna  dayanmaktadir.
Kolinesteraz sinaptik uclarda asetilkolinip parcalar ve sinir uyarilarinin iletimi

acisindan ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir [1].
2.2.4.2. Herbisitler

Pestisitlerden olan herbisitlerin diinyadaki kullanimin %50%sini teskil etmesi,
herbisitler tizerindeki calismalarin artmasina neden olmustur. Topraktan herbisitler
bitkiler (birincil iretici), otgul hayvanlar yoluyla daha iist seviyeye transfer edilir
(birincil tiiketici), daha sonra etcil hayvan (ikincil tiiketici) ve lgiinciil tiiketiciler
tarafindan almirlar. Cesitli besin zincirlerinde herbisitlein transferi herbisitlerin
tipine, ortam pH’sina, sicaklik ve nem miktarina, topragin organik madde icerigine,

biiyiimenin evresine ve hayvan tiirlerine baghdir [1].
2.2.4.3. Fungusitler

Fungisitler diinyada yaygin olarak kullanilan diger bir pestisit grubudur. Ozellikle
sarap yapiminda kullanilan bag {iziimlerinde ve sarapcilikta cok kullanilirlar.

Sentetik organik fungisitler diger kimyasal siniflardan sarabin korunumu i¢in yaygin



kullanilir.  Kimyasal fungisitler  sarapciliktaki  problemlerle — miicadelede
kullanilmalarina ragmen, hedef funguslardan baska hedef olmayan diger
organizmalar1 da (dogal olarak olusmus faydali ve patojenik organizmalar)
etkileyebilirler. Fungusitler dogal kimyasal yapilarindan dolay: toksik olabilirler ve
biyolojik olarak parcalanamayabilirler. Kimyasal kalintilar1 toprakta ortaya ¢ikabilir
ve gida zincirine girer. Bu nedenle saglik ve potansiyel c¢evrelerde olabilecek

problemler i¢in fungisitlerin bilingli kullanimi artis gostermektedir [1].
2.3. Pestisitlerin Ozellikleri

Pestisitlerin gorevi hagereleri 6ldiirmektir, ancak bu Ozellikleri sebebiyle diger
hayvanlara ve insanlara karsi da tehlike olusturabilmektedirler. Bir¢ok pestisit
(6zellikle insektisit, nematisit ve rodentisit gibi) yalnizca hedef haserelerde
yogunlasmakla kalmayip diger hayvanlarin hayati i¢in de tehlikeli olabilmektedirler.
Pestisitlerin etkileri icerdikleri etken madde miktarindaki farkliliklara gore
degismektedir. Belli bir miktarda uygulanan pestisit hedef hasereyi 6ldiiriir ancak
insanlar igin tolerans limitleri igerisinde olabilir. Bununla birlikte, akut bir etki
gostermeleri beklenmese de ciddi kronik problemlere sebep olabilmektedirler. Hatta
insanlar hasereleri Oldiiren seviyeleri tolare edebilseler dahi bu maddeler hala ev
hayvanlar ve ciftlik hayvanlart gibi hedef olmayan hayvanlarin sagliklart agisindan
zararll etkilere sahip olabilirler. Asil tehlike ise pestisitin uygulanan alanda
kalmamas1 bunun yerine diger organizmlara karsi etkili olabilecek kaynak haline
geldigi su ortami gibi diger alanlara tasinmasiyla baslamaktadir. Alici ortamlar

pestisitler sebebiyle kirlendiginde temizlenmeleri oldukga zor ve pahalidir [9].

Pestisitlerin ne igerdigini ve insanlar i¢in ne kadar tehlikeli oldugunun
anlasilabilmesi amaciyla bir¢ok kavram tanimlanmistir. Bu kavramlar bu boliimiin

geri kalan kisminda agiklanmistir.
2.3.1. Aktif Bilesen

Aktif bilesen, pestisit gibi bir¢ok kimyasaldan olusabilen bir karisimda kastedilen
amaci yerine getiren kimyasaldir. Pestisitlerde, aktif bilesen hedef hagerenin

Oldiirtilmesini saglayan maddedir ve haserelere karsi toksik etki gostermesinin



yaninda diger hayvanlara karsi da tehlike potansiyeline sahiptir. Pestisit i¢indeki
diger maddeler genellikle inerttir (reaktif olmayan) ve uygulama sirasinda aktif
bilesenin taginmasini  kolaylastirmaktadir. Aktif bilesen genellikle pestisit
icerisindeki tiim bilesenlerin ¢ok kiiciik bir yiizdesini olusturmaktadir. Borik asit ve
sekerli sudan yapilan ve birgok bocegin dldiiriilmesinde kullanilan basit bir bocek
yemi bu kavrama ornek olarak verilebilir. Borik asitin (aktif bilesen) gercek miktari
%1°den daha diisiik olabilir. Diger % 99’luk kismi ise hedef hasere i¢in tasiyicidir.
Sekerli su hedef zararliyr 6ldiirme fonksiyonuna sahip degildir fakat az miktarda

etkili aktif bilesenin ulagimini saglamaktadir [10].
2.3.2. Toksitite

Pestisitlerin toksisiteleri ile ilgili bircok tanim mevcuttur. Bu tanimlar belirli
hayvanlarin pestisite belirli bir siire maruz kalmasindan sonra hayvanda olusan
toksisite i¢indir. Bu tanimlar hedef haserelere ya da insanlar ile hedef olmayan
hayvanlara uygulanabilir [10].

Akut toksisite, bir toksinin (zehir) deney hayvanlarmin %50’sini dldiirmek igin
gerekli olan miktari ile 6l¢iiliir. Genelde bu LDsg (lethal dose 50-6ldiiriicii doz-) ve
LCso (lethal concentration 50- oldiiriicii yogunluk) olarak ifade edilir. Bunlarla
birlikte LDso-LCsodegerleri tek bir doza dayanir ve test hayvanin viicut agirligiin
her bir kilosuna karsilik gelen pestisit miligrami olarak kaydedilir (mg/kg). LDso-
LCso degerleri, farkli etken maddelerin ve ayni etken maddeyi igeren farkl
formiilasyonlarin toksisitesini karsilastirmak agisindan ¢ok faydalidir. Bir pestisitin
LDso-LCso degerleri ne kadar diisiikse insanlar ve hayvanlar igin toksisitesi ve
tehlikesi o kadar yiiksektir. Ayn1 miktarda kullanildiginda LDso degeri en yiiksek

olan pestisit en az tehlikeli olanidir [11].
2.3.3. Formiilasyon

Pestisitler bir¢ok fiziksel form ya da formiilasyonda olabilirler. Suda dagilabilen
tanecikler, tozlar, aerosoller, ¢ozeltiler, kat1 yemler ya da sivi yemler gibi formlarda
olabilirler. Uygulamada sagladiklar1 avantajlart bakimindan bu formlarda

satilmaktadirlar. Formiilasyonlar bitki yilizeyindeki veya topraktaki tortulasmayi



etkilerler. Bitki tarafindan alinimmi ya da topragin iist ylizeyine dogru hareketi
etkileyebilir veya kontrol altina alabilmektedirler. Ayrica formiilasyonlar yagmur
sularina karismis olan ya da sulama sularindaki pestisitlerin erozyon veya akis

karakteristiklerini de kontrol etmektedir [9].
2.3.4. Etkili Doz

Etkili doz hedef haserenin o6ldiiriilebilmesi i¢in gerekli olan miktardir. Etkili dozdan
daha az olan miktarlarda hedef zararli ¢ogunlukla 6lmemektedir. Bu durumda pestisit
cevre acisindan kazang saglamak yerine istenen sonuglara ulasilamayacak ya da
zararly1 elimine edemeyecek sekilde uygulanmis olmaktadir. Etkili dozdan biiyiik
miktarlar ise hedef zararlinin 6limiinii daha iyi gergeklestirmis olmamaktadir.
Aksine bu yiiksek dozaj, daha fazla hedef olmayan canlinin 6lmesine, uygulama i¢in

daha fazla para harcanmasina ve doganin kirlenmesine sebep olmaktadir [10].
2.3.5. Yarilanma Omrii

Yarilanma omrii (Ty) kimyasalin kalicihi@inin bir Olgiitiidiir. Bir maddenin
yarilanma omrii o maddenin konsantrasyonunun yarisinin bozunmasi i¢in gerekli
olan zaman ifade etmektedir. Diger bir deyisle, eger bir pestisit 10 giinliik yarilanma
omriine sahipse, normal kosullarda uygulamadan 10 giin sonra pestisitin yarisinin
bozunmas: gerekmektedir. Bu siirenin sonunda, pestisitler ayni anlamda aym

bozulma hizi sabiti ile pargalanmaya devam etmektedirler [9].
2.4. Pestisit ve Cevre

Pestisitlerin piiskiirtiilerek uygulanmasi sirasinda bir kismi buharlasma ve dagilma
nedeniyle kaybolurken, diger kismi bitki lizerinde ve toprak yiizeyinde kalmaktadir.
Havaya karisan pestisit riizgarlarla tagmabilir; yagmur, sis veya kar yagisiyla tekrar
yeryiiziine donebilir. Bu yolla hedef olmayan diger organizma ve bitkilere ulasan

pestisit, bu tiirler iizerinde kalint1 ve toksisiteye neden olabilir [12].
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Sekil 2.1. Pestisitlerin Farkli Taginma Yollar1 [13].

Yogun ve bilingsiz pestisit kullaniminin sonucunda gidalarda, toprak, su ve havada
kullanilan pestisitin kendisi ya da par¢alanma iiriinleri kalabilmektedir. Bunun
sonucunda da hedef olmayan diger organizmalar ve insanlar iizerinde olumsuz
etkileri goriilmektedir. Pestisit kalintilarinin 6nemi ilk kez 1948 ve 1951 yillarinda

insan viicudunda organik klorlu pestisitlerin kalintilarinin bulunmasiyla anlagilmistir.

Pestisitlerin bazilar1 toksikolojik a¢idan bir zarar olusturmazken, bazilarinin
kanserojen, sinir sistemini etkileyici ve hatta mutasyon olusturucu etkileri
saptanmistir. Pestisit kalintilarinin en 6nemli kaynagi gidalardir. Bu nedenle 1960
yilinda FAO ve WHO “Pestisit Kalintilar1 Kodeks Komitesi”’ni kurmuglar ve bu
komitenin ¢aligmalar1 sonucu konu ile ilgili tanimlamalar yapilmis, bilimsel
aragtirma verilerine dayanilarak gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum
kalmt1 degerleri saptanmustir. Ulkemizde de tarimsal iiriinlerde kullanilan
pestisitlerin gidalarda bulunmasi miisaade edilebilir maksimum miktarlar1 {iriin ve

ila¢ bazinda belirlenmistir [8].
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2.4.1. Gidalarda Pestisit Kalintisi

Gelismis tlkelerde gidalardaki pestisit kalintilar1 énemli 6l¢iide akut hastaliklara
neden olmaktadirlar. Pestisit kalint1 seviyeleri ¢cok diislik ve bagil olarak her zaman
olmayabilir. Gidalardaki pestisit kalintilarinin toksikolojik etkiye katkis1 ve sinerjileri
hakkinda c¢ok az bilgi bilinmektedir. Ancak, yedigimiz her gidada c¢ok diisiik
derisimde de olsa bir ya da daha ¢ok pestisit bulunabilir.

Toksik kimyasal aliminda, farkli kimyasallar (pestisitler gibi), diyetler ve iilkeler
arasinda karsilagtirma yapilabilmesi i¢in miktarin belirlenmesi zorunludur. Gelismis
bir¢ok iilkedeki pestisit kalinti degerleri, gida analizlerinin gerekli oldugunu
gostermektedir. Bu kalinti degerleri toksisite kriterleri (kabul edilebilir giinliik
miktar-ADI) ya da ticari standartlar (maksimum kalint1 limitleri-MRL) ile kiyaslanir.
Ulkemizde tarmmsal iiriinlerde kullanilan pestisitlerin bazi gidalarda bulunmasina izin

verilen maksimum miktarlar, iiriin ve ila¢ bazinda belirlenmistir.

ADI toksisitenin bir dlgiisiiyken, MRL degeri ise toksikolojik bir degisken degildir.
MRL sadece ulusal ve uluslararasi otoriterler tarafindan (Codex Alimentarius gibi)
diinyadaki gida ticaretinin kontroliiniin saglikli yapilabilmesi i¢in olusturulmus
standarttir [14].
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Tablo 2.2. Tiirk Gida Kodeksi’ne Gore Pestisitlerin Baz1 Gidalarda Bulunmasina Izin Verilen Maksimum Miktarlar1 [1].

Uriinler Baz Pestisit Tiirleri ve Derisimleri (mg/kg)

Paration Fention Siromazin  Kloropirifos DDT ve Aldrin Endosulfan Klordan Ometoat Malation Mono Diazinon Atrazin

tiirevleri krotofos

Turunggiller - - - - 0.05* - 0.5 - - 2.00 - 1.00 0.1*
Uziimsii ve - 0.2 - 0.05*-0.5 0.05* - 0.05* - - 0.5 - 0.02* 0.1*
Kiiciik
meyveler
Koklii ve - - - 0.05*-0.2 0.05* - 0.05* 0.02 0.1 0.5 - 0.2 0.1*
yumrulu
sebzeler
Yaprakl - - 0.5 0.05* 0.05* - 0.05* 0.02 0.1-0.4(?) 0.5 - 0.02* 0.1*
sebzeler ve
taze otlar
Baklagiller - - 0.5 0.05* 0.05* - 0.05* 0.02 - 3.00 - 0.02* 0.1*
Mantarlar - - - 0.05* 0.05* - 0.05* - - 0.5 - 0.02* 0.1*
Tahillar 0.05* 0.1(?) - 0.05*-0.2 0.1 0.01 0.05* 0.02 - 8.00 - 0.05
Hayvansal 0.05* (?) 0.05-2.0 - 0.01*- 0.04-1.0 0.006-0.2 0.004-0.1 0.002-0.05 - - - 0.01*- -
irtinler (et 0.05* 0.05*
ve yag
iizerinden)

* Analitik tespit edilebilir daha diisiik limit. (?) Belli {iriinler i¢in gecerlidir. Tiim {iriin grubunu kapsamaz.
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Tablo 2.3. Avrupa Direktiflerine Gore Pestisitlerin Baz1 Gidalarda Bulunmasina izin Verilen Maksimum Miktarlar [1].

Uriinler

Paration

Turunggiller 0.05*
Uziimsii ve **
Kiiciik

meyveler

Koklii ve 0.05*
yumrulu

sebzeler

Yaprakli -
sebzeler ve

taze otlar

Baklagiller -
Mantarlar -
Tahillar 0.05*
Hayvansal 0.05*
uriinler

Fention

3.0
0.01*

0.01*

0.01*
0.05*

Sikromazi
n
0.05*

*%

0.05*-1.00

0.05*

0.05-5.00

0.05-5.00
0.05*
0.05*

Kloropirifos

0.2-0.2-2.0
0.05*

0.05*

0.05*

0.05*
0.05*
0.05*-0.2

DDT ve
tiirevieri
0.05*

0.05*

0.05*
1.00

Aldrin

0.01*

*%

0.01*

0.01*

0.2

Baz Pestisit Tiirleri ve Derisimleri (mg/kg)

Endosulfan

0.05

0.05*-0.5*

0.05*

0.05*

0.05*
0.05*
0.05*
0.05*

Klordan

0.01*

*%

0.01*

0.05*

Ometoat

Malation

8.00

Mono
krotofos

*%

0.2

Diazinon

0.01
0.01*

0.01*

0.01*

0.01*
0.01*
0.02*
0.05*

Atrazin

0.05*

*%

0.05*

0.05*

0.05*
0.05*
0.1(1)

* Analitik belirlemenin en diisiik limit degerler. ** Pestisit-sifre kombinasyonlar1t MRL olarak verilmistir. 1 subat 2008’e kadar gecici

MRL degeridir. Direktif ya da diizenlemelerle degistirilebilir.
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2.4.2. Toprakta Pestisit Kalintisi

Tarim topraklarinin ve yer alti su kaynaklarinin, kullanilan tarim ilaglar1 tarafindan
kirletilmesi 6nemli bir ¢evre sorununa neden olmaktadir. Tarim topraklari tizerinde
biriken pestisitlerin (insektisit, herbisit, fungusit v.d.) artisi, bu ¢alismalarin 6nemini
gostermektedir. Tarim topraklar i¢indeki organik bilesiklerin tasinimi ve kimysal
degisimleri olduk¢ca kompleks mekanizmalarla olmaktadir. Bunlar adsorpsiyon,
licing, buharlasma veya ugma gibi fiziksel mekanizmalarin yanisira biyolojik ve
kimyasal yikim mekanizmalar1 olabilir. Bu prosesler bu maddelerin biyoyararliligini
etkilemektedir. Bu ylizden bu maddelerin topraktaki davranigsmalar1 ve doniigiimleri

tizerinde ¢esitli calismalar yapilmaktadir [15].

Pestisitlerin bagcilikta kullanimi tiim tilkelerde olduk¢a yaygindir. Bu agidan bag
topraklarinda  olabilecek pestisit  hareketliliginin  belirlenmesi de Onem
kazanmaktadir. Bagcilikta pestisitler dogrudan toprak yiizeyine, {iziim salkimlarina
ve yapraklarina uygulanir. Bitki yiizeyine yapilan ilaglamalarda pestisitlerin bir kismi
topraga diiser. Bu baglarda organik ve inorganik pestisitlerin uzun siire kullanimi
topraklarda ve ¢evrenin diger kisimlarinda organik ve inorganik pestisitlerin kirlilik
derisimlerinin artisina neden olur. Organik Kkirleticiler ve metallerle kirlenme
toksikolojik tehditler, 6nemli c¢evresel sorunlar ile topraklarin kalitesini de
diistirmektedirler. Son on y1l i¢inde, Avrupa’daki bazi dik yamagctaki baglar ¢evre
i¢in kirleticilerin dispersiyon sonrasini ve yogun bir sekilde toprak erozyonuna neden
olduklarindan terk edilmislerdir [16].

2.4.3. Sularda Pestisit Kalintisi

Pestisitler sucul ortama girdiklerinde, diinya niifusunun biiyiik bir kism1 i¢in 6nemli
icme suyu kaynaklarini olusturan yer alt1 sularini ve yiizey sularmin kalitesini siirekli
olarak diistiriirler. Pestisitler mahsullere piskiirtiildiigiinde, sularda en yiliksek
derisim seviyeleri, baharda karlar tamamen eridiginde elde edilmistir. Sekil 2.2°de

sulu ¢evrede pestisitlerin doniistimii ve ana tasinim gegis yollar1 gosterilmistir.

Pestisitlerin sucul ortama gecilerinin bircok kaynagi vardir. Pestisitler hem alan

kaynaklar1 (atmosferik yagislar, ciftlik alanlar1 gibi) hem de nokta kaynaklardan



(¢esitli merkezlerdeki pis sular ya da tehlikeli-atik-bertaraf edilmis pis sular gibi)

gelebilirler. Hatta hava yoluyla uzun mesafeler boyunca bile tasinabilirler [17].

T, Pglﬂ$
Doyraug
Zon (Alkafer) Yeralt: Suyu
Lkis
Kura ve Cakil Binkintisi
L i Kaya Tabakas
at aya 1

Sekil 2.2. Hidrolojik Déngii [18].

Pestisitlerin sucul g¢evrede olduklarinda cesitli proseslere maruz kalirlar. Fiziksel
(birikme, seyrelme, tortu ve difiizyon), kimyasal (hidroliz ve oksitlenme) ve
biyokimyasal (biyolojik bozunma, biyolojik tasinma ve biyolojik birikme) olabilen
bu prosesler, olduk¢a biiyiik toksisiteye sahip maddelerin artisina neden olurlar.
Sayet pestisitler sucul organizmalarda birikirse geri dostiiriilemez degisiklikler ile

bircok tehlikeye yol agabilir [17].
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Sekil 2.3. Sucul Cevrede Pestisitlerin Kaynaklar1 ve Gelecegi [17].

Son zamanlarda, insanlar herhangi diger kimyasal bilesikler ve endiistriyel
kirliliklerden ¢ok daha sik pestisitlerle temas etmektedirler. Bu yilizden pestisitlerin
Ozelliklerinin bilinmesi onemli olmakla birlikte, ¢evrede bu bilesiklerin nerelerde

biriktigi 6zellikle dogal sular bakimindan 6ne ¢ikmaktadir [17].

2.4.4. Pestisitlerin insan Saghg Uzerine Olumsuz EtKileri ve Literatiir

Ornekleri

Pestisitler kullanildig1 zaman etkisini bir siire sonra yitirir ve tekrar ilaglama yapilir.
Bu islem bir iki defa tekrarlaninca tiriin iizerinde bir kisim kalint1 kalir. Bu insan ve

cevre sagligi bakimindan problem olusturmaktadir.
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Pestisitler viicutta birikim yaparak toksisite gdstermektedirler. Viicuda alindiklarinda

enzimler etkisiyle bozunarak bir kismi viicuttan atilmaktadir [19].
Pestisitler insan viicudunda 3 degisik yolla zehirli olmaktadir.

Bu zehirlenme agiz yoluyla (oral) olabilmektedir. Agiz ve sindirim kanali ile
olmaktadir. Bu tip zehirlenme kaza ile ortaya ¢ikmaktadir. Tikanmis piilverizatoriin

memelerin {iflenmesi, ilaglama yapilirken sigara igilmesi vb. nedenlerle meydana

gelmektedir [20, 21].

Zehirlenme deri yoluyla (dermal) da olabilmektedir. Derinin bulagsmasi kolay
olmakta ancak ¢ogu kez belirti meydana gelinceye kadar fark edilememektedir. Deri
yoluyla alim, hava sicakligmin fazla ve derinin terleme nedeniyle 1slak oldugu
kosullarda ¢ok tehlikelidir. Bunun yaninda kasinti, yara, kesik veya egzama gibi

durumlar ilacin deriden alimini arttirir [22].

Solunum yoluyla (inhalasyon) da olabilmektedir. Solunum yoluyla pestisit alimi,
piiskiirtilen sivi ya da toz ilaglarin uygulanist sirasinda &nemlidir. Ilaglarm
hazirlanis1, karstirilisi sirasinda da bu durum 6nemli olup ilaglarin hazirlanma

isleminin kapali yerlerde yapilmasindan kaginmak gerekir [23].

Teratojen (ana karninda bebekte deformasyon), mutajen (genetik bozukluklar) ve
allerjen etki gosteren pestisitler de vardir. Koruyucu elbise ve maske giymeden bazi

organik fosforlu bilesiklerin kullanilmasi ani 6liimlere neden olabilmektedir.

Pestisitlerle ilgili zehirlenmeler genellikle pestisit iiretim tesislerinde, ila¢ hazirlama
ve ilaglama sirasinda ve ilagli besinlerin yenmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Ilagh
gidalarin yenmesi ile ortaya g¢ikanlar en yaygin olanlardir. Pestisitlere uzun siire
maruz kalindiginda, sinir, solunum, kalp damar, mide, bagirsak ve dolasim
sistemlerinde, karaciger, bobrek gibi i¢c organlarda deri ve gozlerde ¢esitli hasarlar

meydana gelmektedir.

Pestisitlerin kullanimiin getirdigi ¢evresel sorunlart ve insan saghgi iizerindeki
olumsuz etkilerini yapilan g¢aligmalar ile belirtmekle konunun 6nemini kavramak

acisindan oldukga 6nemlidir.
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Literatiir arastirmalar1 sonucunda Tiirkiye’de gidalarda pestisit kalintilar1 tizerindeki

saptanan ilk eser Oden ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilmistir [24].

Bitkilerin dogrudan veya toprakta kalan pestisiti kendi biinyesine almasi ve bunlarin
insan gidasi veya hayvan yemi olarak kullanilmasi sonucunda bu kimyasal maddeler

besin zincirine girmektedirler [25].

MRL tarimsal iirlinlerde, hayvansal yemlerde ve insan kaninda bulunmasi kabul
edilmis, iyi bir tarimsal uygulama sonucu kalan pestisit kalintistnin maksimum
konsantrasyonudur. Konsantrasyon da ppm (mg/kg) olarak gosterilir. Giinliik
alinabilecek miktar (ADI) ise insan sagligina zarar vermeden her kg viicut agirligi

i¢in bir giinde en fazla alinabilecek pestisit miktaridir [26].

Tiirkiye’de Koruma Kontrol Genel Miidiirligii'nce (KKGM) 2004 yilinda denetim
ve izleme caligmalar1 baglatilmistir. 2004 yilinda 1500, 2005 yilinda da 2000 6rnek
denetim ve izleme programi kapsaminda ¢alisilmistir. Ancak tilkemiz tarimsal iiretim
miktarlar1 g6z Oniinde bulunduruldugunda, bu rakamlarin oldukga kiigiik kaldigi

diistiniilmektedir [27].

Pestisitler uygun bir sekilde kullanildiginda ve yeterli kontrol saglandiginda, tiiketici

sagligi acisindan 6nemsiz hale gelirler [28].
2.5. Tiirkiye’de ve Diinya’da Pestisit Kullaninm

Diinya toplam pestisit iiretimi yillik 3 milyon ton civarindadir. Pestisit pazarinin

degeri ise yaklagik 30 milyon Euroluk bir pazardir [29].

Herbisitler ve insektisitler en yaygin kullanilan formiilasyonlardir. Kullanilan
pestisitlerin % 60’dan fazlas1 sebzeler, hububat ekme alanlarinda kullanilmaktadir.
Diinyada kullanilan pestisitin % 55’1 Kuzey Amerika ve Bati Avrupa’da
kullanilmaktadir. Dogu Avrupa’da dikkate deger bir artis gdzlenmektedir (CPA
2000a). Bat1 Avrupa’da 80 milyon hektarda tarimsal iiretim yapilmaktadir. Bu alanin
550°den fazlasinda hububat {iretimi yapilmaktadir ve tiim alanlarda herbisit
kullanilirken, % 60 — 80°ninde fungusit, % 15- 98’de ise insektisit kullanilmaktadir.
Ingiltere’de hububat ekilen alanlarda hektar basma 3.8 kg pestisit ve 10 farkli aktif
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madde kullanilmaktadir. Bati Avrupa’da hektara diisen pestisit miktar1 en yiliksek
olan iilkeler Hollanda ve Yunanistan’dir. Yillik pestisit kullanimi iklim kosullarina

bagli olarak siirekli degismektedir [7].

Diinya’da Tarim Ilaci Kullanim ‘
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Sekil 2.4. Diinya’da Tarim ilaci Kullanimi [30].
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Sekil 2.5. Tarim Ilaci Kullanimi1 kg/ha [30].

Tirkiye’de pestisit sanayisinin kurulmasi 1951 yilinda baglamistir. 1957 yilinda

yayinlanan 6968 sayili Zirai Miicadele ve Zirai Karantina Kanunu ile 1958 yilinda
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uygulamaya konulan tiiziiklerle ulkemizde kullanilacak yerli ve ithal ilac kalitelerine

Uluslararasi standartta olma zorunlulugu getirilmistir.

Farkli agroekolojik bolgelere ve buna bagli olarak cok zengin bir bitki cesidine sahip
olan iilkemizde 60’1n uzerinde kiiltiir bitkisi yetistirilmektedir. Bu kiiltiir bitkilerinde
ekonomik 6nemde zarar yapan 451’in iizerinde hastalik, zararli ve yabanci ot tiirii

bulunmaktadir.

Ulkemizde hastalik, zararli ve yabanci otlara karst daha cok kimyasal miicadele
uygulanmakta ve yilda ortalama 30-35 bin ton tarim ilaci kullanilmaktadir.
Tiirkiye’de Tarim ve Koy isleri Bakanligi’nca ruhsat verilmis ilac sayis1 2008 yili
itibariyle 4654 adet olmakla birlikte bu saymnin yaklagik %701 piyasada
bulunmaktadir. Ruhsatli aktif madde sayis1 ise yaklasik 417°dir. Tiirkiye’deki
ruhsatli ilaclarin %47’si insektisit, %24 u herbisit ve %16’s1 fungisittir [4].

2012 yili sonu itibariyle

Sekil 2.6. 2012 Yil1 Sonu Itibariyle Tiirkiye Pestisit Kullanim Oranlar1 [30].
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Sekil 2.7. Tiirkiye’de Bélgelere Gore Tarim Ilact Kullanim Oranlari [30].

2.6. Karbendazim Ve Klorpirifos’un Temel Ozellikleri

2.6.1. Karbendazim

Karbendazim (Metil-2-benzimidazolkarbamat) yaklasik 50 iilkede 70 {iriin tizerinde
hasat Oncesi sera ve siis bitkilerinde meydana gelen botritis sinera gibi patojenik
fungal enfeksiyonlarin tedavisinde genis kullanima sahip benzimidazol grubuna ait
kristalize kat1 sistemik fungusitdir. Molekiil agirhigr 191.2 g/moldur. Karbendazim
pH 7 ve 20 °C’de 8 mg/litre gibi ¢ok diisiik suda ¢oziiniirliik 6zelliklerine sahiptir.

USA ve Hollanda’da yapilan maruziyet analizlerinde ortalama

carbendazim i¢in 0.01 mg/kg olan giinliik kabul edilebilir. Karbendazim suda 2-25

ayda ve toprakta 6-12 ayda genellikle mikroorganizmalar tarafindan pargalanir [31].

H )OL—OCH3
(L

Sekil 2.8. Karbendazimin Kimyasal Yapisi
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2.6.2. Klorpirifos

Klorpirifos (CPF) (IUPAC adi: O,0-dietil O-3,5,6-trikloropiridin-2-il fosforotioat)
sinir sistemi tizerinde 6nemli bir gorevi olan Asetilkolinesteraz enzimini inhibe eden,
kristal yapili bir pestisittir. CPF organofosfor pestisitleri arasinda tarimda, ev
zararlilarinin bertarafinda en ¢ok kullanilan genis spektrumlu bir organofosfor
pestisitidir. Bu maddenin asir1 kullanimi sonucunda toprakta, suda ve gidalarda
birikmeye sebep olmaktadir. CPF’ye toksik ve kronik olarak maruz kalinmasi
sonucunda, sinirsel aktivite tzerinde, hastaliklarin ve otoimmiin hastaliklarin
gozlenmesinde etkili oldugu tespit edilmistir. Bu yilizden, CPF ve diger pestisit
tirlerinin analizi ¢evre, gida, insan sagligi ve hayvancilik agisindan oldukca
onemlidir. Bu baglamda CPF tayini i¢in kromatografik, spektrofotometrik,
kemiliiminesans, Enzim/Antibadi Immunoassay (ELISA) ve elektrokimyasal

metotlar gelistirilmistir.

Cl \ Cl
/
S

Sekil 2.9. Klorpirifosun Kimyasal Yapisi [32].
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3. KROMATOGRAFIK YONTEMLER VE YUKSEK
PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFI (HPLC)

Kromatografi, bir karisimdaki kimyasal bilesenlerin bir sabit faz ve bir hareketli faz
yardimiyla ayrilmasi, tanimmasi ve tayini ile kalitatif ve kantitatif analizlerin

yapildig1 yontemlerin genel adidir ve analitik bir metottur.

Karisimda bulunan maddelerin hareketli faz yardimiyla sabit faz {izerinde degisik
hizlarla hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri esasina dayanmaktadir. Hareketli faz

gaz veya sivi; sabit faz da sivi veya kati olabilmektedir [33].

1930’1u yillardan itibaren kromatografi teknikleri gelismeye baglamistir. ince Tabaka
Kromatografisinin temelleri 1938’de izmailov ve Schraiber tarafindan atilmistir.
Stahl da 1958’de bu yontemi gelistirmistir. 1941°de Martin ve Synge’nin ¢alismasi
s1vi kromatografisinde koklii degisikler yapmustir [34].

Sivi kromatografisi, baslarda genis capli cam kolonlarda ve ortam sartlarinda
yapilmistir. Analiz siireleri uzun ve prosediirleri ise yorucudur. 1960’l1 yillarin
sonlarindan itibaren s1vi kromatografi gelistirilerek gaz kromatografisini tamamlayici
bir teknik halini almistir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)’de bu

ilerlemelerin bir sonucu olarak gelistirilmistir [34,35].
3.1. Kromatografi Cesitleri

Kromatografi hareketli faz tiplerine gore gaz kromatografi ve sivi kromatografisi
seklinde ikiye ayrilmaktadir. Sivi kromatografisi de kendi igerisinde adsorbsiyon
kromatografisi, dagilma kromatografisi, iyon degisimi kromatografisi, diglama (jel
filtrasyon) kromatografisi olarak 4 gruba ayrilmaktadir [34,36]. Gaz
kromatografiside kendi icerisinde gaz-kati1 kromatografisi ve gaz-sivi kromatografisi

olmak tizere ikiye ayrilir.
3.1.1. Sivi Kromatografi Cesitleri
3.1.1.1. Adsorbsiyon (Kati-Sivi) Kromatografi

Kati-sivi  kromatografi, c¢oziinen maddelerin silika jel ve aliimina gibi polar

adsorbanlara tutunmasi esasina dayanan bir tekniktir. Ince Tabaka Kromatografisi de



kati-s1vi kromatografisinin bir tiiriidiir. Bu teknik organik ¢oziiciilerde ¢oziinen ve

iyonize olmayan bilesenler i¢in uygundur [34].
3.1.1.2. Dagilma (S1vi-S1ivi) Kromatografisi

Dagilma kromatografisi, ¢0ziinen maddelerin birbirine karigmayan iki ¢oziicii
arasindaki dagilimi esasina dayanan bir tekniktir. Bu ¢oziiciilerden biri sabit digeri

ise mobil fazdir.

Dagilma kromatografisi eger sabit faz mobil fazdan daha polar ise normal faz olarak
adlandirilir. Eger mobil faz sabit fazdan daha polar ise de ters faz olarak
adlandirilmaktadir [36].

Sivi-sivi dagilim kromatografisinde ¢oziinmiis maddenin ayirimi sivi kromatografik
teknikler iginde ters faz sivi kromatografisi en yaygin kullanilanidir. Sabit faz
polaritesi, hareketli faz polaritesinden daha diisiiktiir. Bu kromatografi tiirii, apolar
sabit fazda tutunmalar1 farkli olan tiirlerin ayiriminda kullanilir. Kimyasal olarak
bagli alkil zincirlerinin sabit faz olarak kullanildig: ters faz sivi kromatografisinde,
ODS (18 karbon atomu zincirinden olusan oktadesilsilan) en fazla kullanilan sabit
fazdir. Ayrica Cg ve daha kisa alkil zincirleri, siklohekzil ve fenil baglanmis sabit
fazlar da kullanilmaktadir. Ters faz kromatografisinde hareketli fazlar genellikle su
veya sulu tampon c¢ozeltileri ile suyla karigabilen organik ¢oziicii karigimlarindan

olusmaktadir.

Normal faz sivi kromatografisinde sabit faz polaritesi hareketli faz polaritesinden
daha yiiksektir. Sabit faz genellikle silika veya aliimina, kullanilan hareketli fazlar ise
hekzan, metilen kloriir, kloroform, dietil eter ve bunlarin karigimidir. Silika jelin
tizerine kimyasal baglarla —CN, -NO, veya —NH, gibi polar fonksiyonel gruplar
baglanarak farkli normal fazlar elde edilir. Normal faz ayirimlarinda polaritesi
yiiksek olan maddeler, polar olan sabit faz ile daha fazla etkilesmekte, buna bagh

olarak kolonu daha geg terk etmektedir [37].

Sabit fazin kimyasal olarak etkisiz bir destege baglanmasiyla daha saglam kolonlar
elde edilmistir. Bu tiir kolonlar ise, partisyon kromatografisinin bagh faz

kromatografisi denen tiirli ortaya ¢ikmustir [34].
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3.1.1.3. Iyon Degistirme Kromatografisi

Iyon degistirme kromatografisi, dolgu maddesinin iyonik kisimlariyla mobil faz
arasinda meydana gelen iyon degisimleri esasmna dayanan bir tekniktir. Iyon
degistirici maddeler olarak stirendivinilbenzen kopolimerlerine fonksiyonel gruplarin
eklenmesiyle elde edilen recineler kullanilmaktadir. Siilfonik asit ya da kuarterner

amin tiirii regineler uygulamalarda ¢ogunlukla tercih edilmektedir [34,38].

Bu kromatografi tiirii saglik bilimlerinde aminoasitlerin  ayrilmasinda
kullanilmaktadir. Iyon degistirme kromatografisi hem katyonlara hem de anyonlara

uygulanabilmektedir [35].
3.1.1.4. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Jel filtrasyonkromatografisi, karisimin  igerisindeki  bilesenlerin  molekiil
biiyiikliiklerine gore ayrilmasina 6zgii bir tekniktir. Jel filtrasyon kromatografisinin
bircok adi vardir. Bunlarin en yaygin olanlar1 jel gecirim kromatografisi ve diglama
kromatografisidir. Bu teknikte kullanilan dolgu maddesi, gézenekli inert bir yiizeye
sahip bir jeldir. Kiiclik molekiiller bu gozenekli ag yapisina girmekte ve durgun
haldeki mobil fazda tutulmaktadirlar. Biiylik molekiiller ise gozenekli yapiya
giremeyip kolonu tutulmadan terk etmektedirler [34-36].

3.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi, sivi kromatografi tekniginin 6zel bir
uygulamasidir ve HPLC olarak da adlandirilmaktadir. Bu yontemde sabit faz olarak
kullanilan dolgu maddelerinin tanecik boyutunun kii¢iiltiilmesi sonucu, hareketli faz
ile etkilesen sabit faz ylizey alani biiyiimektedir. Boylece kolonun etkinligi arttirilmis
olmaktadir. Cok siki olarak doldurulmus kolondan hareketli fazin belirli bir hizla

gecebilmesi i¢in basing uygulanmasi gerekmektedir [33,34].
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Sekil 3.1. HPLC Cihazinin Diyagrami [38].

Yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) nin diger kromatografi tiirlerinden

istiinltikleri sunlardir:
v HPLC kolonu, rejenerasyon olmaksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.

v" Bu teknik kullanicinin becerisine daha az bagimlidir ve tekrarlanabilirlik daha

yiiksektir.
v' Nitel ve nicel analiz amaglari i¢in kullanilabilir.
v’ Analiz siiresi oldukca kisadir.

v Duyarlik ¢ok yiiksektir. 10 pg’lik bir 6rnek bile, floresans veya elektron

yakalama detektorleri kullanilarak tayin edilebilir.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi sistemi 6 ana kisimdan olusmaktadir.
Bunlar mobil faz, degazdr, pompa, drnekleyici (autosampler), kolon ve detektordiir.

Ayrica datalarin islendigi bir bilgisayar sistemi de mevcuttur.
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3.2.1. Mobil Faz

Numunelerin kolon i¢inde hareket etmesini saglayan c¢oziici ya da c¢oziici
karisimlaridir. Sabit bilesimdeki tek bir ¢oziicii kullanilarak yapilan bir ayirma
izokratik eliisyon olarak adlandirilir. Polarliklar1 birbirinden farkli iki (veya bazen
daha fazla) ¢oziicii sistemlerinin kullanildig: teknige gradient eliisyon adi verilir.
Izokratik eliisyon ile ayrilamayan maddeler, gradient eliisyonla ayrilabilmekte, farkli
kapasite ~ faktoriine sahip ~madde karigimlarinin = alikonma  zamanlar

kisaltilabilmektedir.

Sekil 3.2. Mobil Faz

3.2.2. Degazor

Mobil faz haznelerinde bulunabilecek tozlari, kolon ve detektor sisteminde gaz
olusturarak bozucu etkilere sebep olan ¢ozlinmiis gazlarin (genellikle oksijen ve
azot) giderilmesi i¢in kullanilan cihazlar vardir. Bu ¢6ziinmiis gazlar kolonda
kabarciklar olusturarak pik genislemesine; ayrica, cogu zaman gerek gaz kabarciklari
gerekse tozlar, detektorle girisim yaparak performansinda azalmaya sebep olurlar. Bu
etkileri yok etmek i¢in kullanilan bir cihazdir. Kullanilan mobil faz adedi ve pompa
tiplerine gore uygun degazorler bulunmaktadir. Sekil 3.3’de sematik olarak bir

degazor gosterilmektedir.
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Sekil 3.3. HPLC Degazoriiniin Diyagrami

3.2.3. Pompa

Bir HPLC pompalama sistemi i¢in gerekli sartlar sunlardir:

» 400 atm’ye kadar basing iiretimi

> 0,1-10 mL.dk* araliginda akis hizlari

» % 0,5 veya daha iyi bir bagil tekrarlanabilirlikte akis kontroli

» Korozyona dayanikli pargalar.

Swvilar ¢ok fazla sikistirllmadigindan dolayr HPLC pompalari tarafindan iiretilen
basing bir patlama tehlikesi olusturmaz. Boylece sistemin parcalarindan herhangi
birinde meydana gelecek bir catlak sadece ¢oziicliniin disar1 sizmasina neden olur.

Ama sizintilar bir yangin tehlikesi olusturabilir.

Pistonlu Pompalar: HPLC sistemlerinin % 90’inda pistonlu pompalar kullanilmustir.

Pistonlu pompalar genellikle motor kontrollii bir pistonun ileri ve geri hareketleriyle
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¢Oziiclinlin pompalandig1 kiiclik bir silindirden meydana gelmistir. Sirasiyla agilip
kapanan iki tane kiiresel kontrol muslugu, ¢oziiciiniin silindir i¢ine giris ve ¢ikis

akisini kontrol eder. Piston ¢oziicii ile dogrudan temas etmektedir.
Pistonlu pompalarin {istlinliikleri;
v’ Kiiglik i¢ hacimleri (35-400 uL)
v" Yiiksek ¢ikis basinci (700 atm’ye kadar)
v' Gradient eliisyona uygun oluslari
v" Kolon geri basincindan ve ¢6ziicii viskozitesinden biiyiik 6lgiide bagimsiz
olan sabit akig hizlaridir.

Siirgiilii Pompalar: Siirgilii pompalar, bir kademeli motordan giic alan vidali
giidiim mekanizmasi ile kontrol edilen sizdirmasiz bir siirgiisii olan siringa benzeri
silindirik bir kaptan olusur. Sirgili pompalarda ¢ikis akimi pulssuzdur.
Dezavantajlar1 ise smnirlt ¢oziicii kapasitesi (~ 250 mL) ve ¢oziicii degistirilmesi

gerektiginde karsilasilan giicliiklerdir.

Pinématik Pompalar: En basit pnomatik pompalarda sivi hareketli, sikigtirilmig bir
gaz ile basinglandirilabilen bir kap i¢ine yerlestirilmis bir kap i¢cine konur. Pnomatik
pompalarda ¢ikis basinci diisiiktiir ve akis hiz1 ¢oziicli viskozitesine ve kolon geri
basincina baghdir. Ayrica pndmatik pompalar, gradient eliisyona uygun degildir. Ve

basinglari genellikle 135 atm’den daha diistiktiir [39].

Sekil 3.4’de bir HPLC pompasi1 gosterilmektedir.
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Sekil 3.4. HPLC’si Pompasi

3.2.4. Ornekleyici (Autosampler)

Ornekleyici; analitlerin (numunelerin) kolon ve dedektdre gdnderilmesini saglar.
Ornekleyici temel olarak iki tiptedir; Manuel (El tipi) ve Oto drnekleyici (Otomatik)
modeller. Manuel ornekleyicilerde numune bir siringaya c¢ekilip valf yardimiyla
sisteme gonderilir. Oto Ornekleyicilerde ise bu islemleri cihaz kendisi
yapabilmektedir. Bazi tinitelerde sogutma, 1sitma, seyreltme ve karistirma 6zellikleri
vardir. 10 vialden 1000 viale kadar degisik kapasitede olanlari bulunabilir. Oto
ornekleyiciye numune verirken en 6nemli konu numunenin temiz olmasidir, aksi
halde sistem ¢abuk kirlenir veya tikanir. Numuneleri cihaza gondermeden Once
muhakkak siringa filtresinden veya kartustan gegirmek gerekir, numunenin miimkiin
oldugunca berrak ve renksiz olmasini tercih edilmelidir. Sekil 3.5’de bir 6rnekleyici

goriilmektedir.
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Sekil 3.5. HPLC’si Ornekleyicisi

3.2.5. Kolon

Sivi kromatografi kolonlar1 bir HPLC cihazinin en 6nemli pargasidir ve genellikle
paslanmaz gelikten imal edilir. Pek ¢ok liretici tarafindan iiretilen analitik kolonlar 2-
5 mm i¢ capli, 5-30 cm boyundadir. Tanecik ¢aplar1 ise 2-10 pum arasinda
degismektedir. Bu tip kolonlarin 1 metresinde 40000-60000 kadar tabaka bulunur.

Son yillarda uzunlugu 3-7,5 cm ve i¢ ¢ap1 1-4,6 mm olan yiiksek performansli mikro
kolonlar da imal edilmeye baslanmistir. Bu kolonlarin dolgu maddelerin pargacik
boyutlari 2-5 um ve tabaka sayist 10000 tabaka.m™’ye kadar ¢ikmaktadir. Bu
mikrokolonlar ile ¢ok az miktarda ¢oziici ile hizli bir sekilde ayirma
yapabilmektedir. Sivi kromatografisinde kullanilan ¢d6ziiclilerin safliklart yiiksek
olmasindan dolay1 pahalidir. Coziictiler kullanildiktan sonra atildig1 igin mikro kolon
kullanim1 ¢ok ©nemli bir Ustlinlik saglamaktadir. 15 saniye gibi ¢ok kisa bir

zamanda sekiz farkli madde birbirinden ayrilabilmektedir.
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Kolon dolgu maddeleri, film dolgular ve gézenekli dolgular olmak iizere iki tiptir.
Film dolgular, gbzenekli olmayan cam veya polimer tanelerinden olusur.
Yiizeylerine gozenekli yapida silika, aliimina veya iyon degistirici regineden olusan
ince bir gozenekli film kaplanmistir. Gozenekli dolgular, silika, aliimina ve iyon
degistirici recineden yapilir. S1vi kromatografisinde kullanilan en yaygin kolon dolgu
maddeleri silisyum dioksittir. Mikrondan daha kii¢iik boyutlardaki silisyum dioksit
parcaciklarinin aglomerasyonuyla, daha biliyiilk ve yaklagik aym1 boyutlarda
parcaciklar elde edilir. Hazirlanan, pargaciklarin yiizeyi, genellikle bu yiizeye fiziksel
veya kimyasal baglarla baglanmis ince bir organik filmle kaplanir. Silika temelli
bagl fazlar, yiizeyde bulunan silanol gruplarinin organosilanlarla reaksiyonlari

sonucu elde edilir.

En ¢ok kullanilan, klorodimetilsilanlarin yiizey silanol gruplari ile reaksiyonudur.
Ters faz sivi kromatografisi i¢in kullanilan ¢esitli alkil ve siibstitiie alkil silikalar bu
yolla elde edilir. Aliimiina parcaciklari, gozenekli polimer parcaciklari ve iyon
degistirici recineler de dolgu maddesi olarak kullanilabilmektedir. Anyonlar1 ve
katyonlar1 tutan iyon reginelerin dolgu maddesi olarak kullanilmasi halinde,

numunede iyon halinde bulunan tiirler birbirinden ayrilir.
Iyonlarm bu reginelere olan ilgilerine etki eden faktorler;

v Iyonun yiikii,

v Iyonun biiyiikliigii,

v pH,

v Iyon siddeti,

v" Kaullanilan reginelerin gézenek biiyiiklugii,

v' Coziicl cinsi,

v' Coziici derisimi,

v' Calisma sicakligidur.
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Kullanilan iyon degistirici regineler dogrudan kolona doldurulabilen kati recineler
olabilecegi gibi, bir kati yiizeyine kaplanmis sivi regineler de olabilir. Katyon
degistirici reginelerin ortak 6zelligi, kuvvetli bir asit olan siilfonik asit gruplar ile
zay1f bir asit olan karboksilikasit gruplarini icermeleridir. Anyon degistirici recineler
ise, kuvvetli baz olan kuarterner amin gruplart ile zayif baz olan primer amin gruplari

igerirler.

Sivi kromatografisinde kolon verimliligi, bir bilesigin kolondan gecisi sirasinda
meydana gelen bant genisliginin derecesi tarafindan etkilenir. Bant genislemesi ve
dolayistyla kolon verimliliginin kaybi, ¢oziinen bilesenlerin kolondan asagiya gocleri
sirasinda yer alan ¢ok sayida kiitle-aktarim islemlerinin sonucudur. Bu hizlar

etkileyen bazi degiskenler kontrol edilebilir ve ayirmalar i¢in kullanilabilir [37].

Kolon Dolgusu / Paslanmaz celik
tiip

Sekil 3.6. Standart Kolon Donanimi [40].

Kolon Verimliligine Etkiyen Degiskenler;
v' Hareketli fazin dogrusal hizi,
v' Hareketli fazda difiizyon katsayisi,
v" Durgun fazda difiizyon katsayisi,
v Kapasite faktorti,
v" Dolgu pargacik ¢api,
v" Durgun fazda s1vi kaplamanin kalinligidir [37].

Sekil 3.8’de kolon ve kolon firm1 gosterilmektedir.
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Sekil 3.7. HPLC Kolon Firim1 ve HPLC Kolonu

i¢ partikiil
Enjeksivon

Akis
KROMATOGRAM
Bilegen 1

Eil Bilesen 3

Zaman

Sekil 3.8. Kolonda Analit Bilesenlerinin Ayrilmasi ve Kromatogram [40].

3.2.6. Dedektor

Kolondan ¢ikan maddelerin derisimi kolon ¢ikisina yerlestirilen uygun bir dedektor
ile olgiiliir. Dedektor secimi dogru ve hassas bir analiz yapabilmek i¢in son derece
Onemlidir. Genellikle tek dedektor sistemi kullanilmakla beraber, birden fazla

dedektor sisteminin yer aldig1 cihazlar da vardir.
Dedektorde bulunmasi gereken dnemli 6zellikler sunlardir;

v Yiiksek duyarlilik,
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v’ lyi bir kararlilik ve tekrarlanabilirlik,

v Genis ve dogrusal bir ¢alisma araligi,

v Akis hizindan bagimsiz bir cevap verme siiresi,
v' Biitiin bilesenler igin benzer cevaplar vermeli,
v" Numuneyi bozmamali,

v" Ucuz ve kullanim kolayligi olmalidir.

Dedektorler iki grup altinda toplanirlar. Bunlar maddeye ydnelik dedektorler ve

cozeltiye yonelikdedektorlerdir.

Maddeye Yonelik Dedektorler: Hareketli faz igindeki maddenin ozelliklerini tayin

ederler ve en yaygin kullanilan tiirleri agagida verilmistir:

1. Fotometrikdedektorler (UV/GB,Floresans,Dizi diyot,Infrared),

2. Elektrokimyasal dedektorler,

3. Ayirim sonrasi tepkime dedektorleri,
4. Radyoaktivite dedektorleri,

5. Kiitle spektrometreleri.

Cozeltiye Yonelik Dedektorler: Ornek  6zelliklerinin
dedektorlerdir ve asagidaki sekilde siniflandirilabilir:

1. Refraktif indeks dedektorleri
2. Dielektrik sabiti dedektorleri
3. Tletkenlik dedektorleri

4. Yogunluk detektorleridir [32].
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Tablo 3.1. Yaygim HPLC Dedektérleri ve Ozellikleri [38].

Dedektor Analit/Ozellikler Duyarhhk
UV/GB absorbans Spesifik: UV kromofor gruplu bilesikler Ng
. o Diyot dizisi Spesifik: UV/GB dedektorleriyle ayni,

Diyot dizisi UV spektrumu da saglar Ng
Spesifik: Dogal floresans maddeler veya floresan i

Floresans etiketli bilesikler fg-ng

Kirilma indisi Gt?nel: P011m.erler, sekerler, trigliseritler, organik 0.1-10 ug
asitler, eksipiyanlar.

. i Genel: Ugucu olmayan veya yart ugucu bilesikler, ng’dan
Evaporatif 1s1k-sagma gradiente uyumludur diisiik
Elektrokimyasal Spesifik: Elektro-aktif bilesikler Pg
iletkenlik SPe5|f|k: Anyonlar ve katyonlar, organik asitler, ng

yiizey aktif maddeler ppm-ppb

. — I~ C Diisiik
Radyoaktivite Spesifik: Radyoaktif-etiketlenmis bilegikler Diizeyler
Kiitle spektrometre Hem genel hem spesifik: Kesin tespit fg-pg-ng

Bu calismada sadece FD dedektorii kullanildigi i¢in sadece FD dedektorii

anlatilmaktadir.

> FD DEDEKTORU

Fluoresans yetenegine sahip veya tiirevleriyle fluoresans yapabilen bilesikler bu
dedektorlerle ¢ok rahat tespit edilebilir (Sekil 3.10). Bu yiiksek secicilik bazen UV

dedektorlere oranla 1000 kat fazla olabilir.

Uygun dalga boyundaki 1sin hiicreden geger ve daha yiiksek dalga boylu 1s18a dogru
konuma yerlestirilmis dedektorce tespit edilir. Isik yogunlugu ve segicilik hassasiyeti

daha biiyiik bir hiicre kullanilarak arttirilabilir [41].
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Sekil 3.9. Floresans Dedektor [41].

Gelismis sistemlerde eksitasyon dalga boyu ayarlanabilmekte ve boylece spesifitesi
arttrilmaktadir. Ancak bu durum hassasiyeti diislirmektedir. Sistemde floresans

bozunmaya yol agan bilesikler veya oksijenin bulunmamasina dikkat edilmelidir
[37].

3.2.7. Kaydedici

Mikroislemciler ve bilgisayarlarin kullanildigi sistemlerde hareketli faz akis hizi,
enjektor, kolon firini, 6rnek alma sistemi, dedektdr ve veri kaydi sistemi merkezi bir
veri kayit cihazi ile kontrol edilmektedir. Mikroislemciler ve bilgisayarlarin
kullanilmas1 kromatografik sistemde tekrarlanabilirligi arttirmakta, sistem validasyon

parametrelerinde daha dogru degerler elde edilmesine olanak saglamaktadir [33].
3.3. Kromatografik Ayirma isleminin Grafiksel Sunumu
a- eve A gibi iki bilesik karigimi kromatografik sisteme verilir (a).

b- Abilesigi sabit fazda kalma egiliminde olmasina ragmen e bilesigi daha ¢ok

hareketli fazi1 tercih eder (b ).
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c- Karigim ilavesi devam ederken yeni bir denge olusmaya baslayacaktir. Mobil faz
icindeki Ornek molekiilleri dagilma katsayilarina gore sabit fazdaki agik uglara
baglanma egilimi gostereceklerdir. Yeni molekiillerin dagilma katsayilar1 yiiksek
oldugu i¢in sabit faza tutunmus olan molekiillerin tekrar mobil faz igersine
geemesine sebep olacaktir. Ve bu siire¢ yeni ve eski molekiiller arasinda iglem

boyunca devam edecektir ( ¢ ).

d- Islem defalarca tekrarlandiginda iki bilesik sonunda birbirinden ayrilir. e bilesigi
mobil fazi tercih ettigi i¢cin hizla kolon igersinden gececektir. A bilesigi ise sabit faza

daha fazla egilim i¢inde oldugundan kolonu gec terk edecektir (d ) [42].

Mobil Faz
DOEOOOE) Sabit Faz

X XY X XD o -l B X ¥ X X)) % 3=
A AT AT AT AR TN AT L AT TATA AT A A A A

Sekil 3.10. Ayirma Isleminin Grafiksel ifadesi [41].

3.4. Kromatografi Parametreleri

Kromatografik yontemlerde etkili bir ayrim gerceklestirebilmek icin dikkat edilmesi

gereken ii¢ nokta vardir.
1. Numune bilesenleri kolonda tutunabilmelidir.

2. Numune bilesenleri digerlerinden ayrilabilmelidir.
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3. Numune bilesenlerinin bant genislikleri nispeten dar olmalidir.

Kimyasal ve fiziksel etkilesimler sonucu olusan bu kosullarsaglanmazsa, uygun bir
calisma siiresinde ayrim gerceklesmez. Ayrimi iyilestirmek, uygun sabit faz ve
hareketli faz se¢imiyle dogrudan iliskilidir. Kosullarin uygunlugu ise

kromatogramlar yorumlanarak kontrol edilir.

Kromatogram; kromatografik bir yontemde numune bilesenlerinin kolona
verilmesinden dedektore gelene kadar aldigi yol veya zamana karsi, dedektor

tarafindan elektronik olarak verilen sinyalle olusturulan grafiktir.
Bir kromatogrami yorumlamak i¢in gerekli parametreler;

v' Alikonma zamani, tg

v’ Kapasite faktorii, k’

v’ Segicilik faktorii, o

v Kolon ayirma giicii, RS

v" Kolon verimliligi, N ve L olarak verilmistir [33].
3.4.1. Alikonma Zaman (tg)

Alikonma zamani (tg), humunenin kolona verilmesinden sonra dedekt6re ulasmasi
icin gecen siiredir. Alikonma davranisi numune bilesenlerinin hareketli faz ile sabit
faz arasindaki dagilimini gosterir. Alikonmay1 zaman olarak da hacim olarak da ifade

edebiliriz.

Alikonma hacmi; numune bilesenlerinin kolona verildikten sonra kolon boyunca
ilerlemesi ve dedektdre ulagabilmesi i¢in gerekli olan mobil faz hacmidir. tg

alikonma zamani ve Fc volumetrik akis hizinin ¢arpimi ile hesaplanir.

VR =tr.Fc (31)
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Fakat GC ve HPLC gibi kromatografik sistemlerde hareketli fazin volumetrik akis
hizin1 dogru olarak 6lgmek miimkiin olmayabilir. Bu nedenle alikonma zamani

ifadesini kullanmak dogru olur.

Numune veya hareketli faz genellikle kolonda alikonmayanbilir madde igerir.
Olmadigt durumlarda da pik tanimlanmasma yardimci olmasi i¢in kolonda

tutulmayan bir madde analiz 6rnegine ilave edilebilir.

Kolonda tutunmayan maddenin dedektore ulagma siiresi 6lii zaman (tv) olarak ifade
edilir ve kolonda ilerleme hiz1 hareketli faz molekiillerinin dedektére ulagsmasi igin

gereken siireye esittir [43,44].
3.4.2. Kapasite Faktorii (k)

Kapasite faktorii, kolonda ¢oziinen numune bilesenleriningd¢ hizlarini agiklamak icin

kullanilan bir ifadedir. Bir diger adi ise alikonma faktoriidiir.

. = BtM
4 Epf (3.2)
esitligi ile ifade edilir.

Burada ka’numune bilesenlerinden herhangi birinin kapasite faktoriidiir. ty; Oli

Zaman, tg ise analitin alikonma stiresidir.

Bir analit i¢in alikonma faktoriiniin 1’den kiigiik olmasi, numunenin kolondan ¢ikis
stiresinin ¢ok hizli oldugunu gosterir ve bu durum alikonma zamaninin dogru tayinini
zorlastirir. Alikonma faktoriiniin 20-30 birimden biiyiik olmasi, numunenin kolondan

¢ikis siiresinin ¢ok uzun oldugunu gosterir.

Ideal ayirmalar ise alikonma faktdriiniin 2 ile 10 arasinda oldugu kosullarda saglanir
[33,34].

3.4.3. Secicilik Faktorii

Iki bilesen arasinda ayrimi saglama yetenedi ve onlarin hassas olarak kolonda

alikonulmasi kolon seciciligi olarak adlandirilir. Busegicilik ayirma faktori (o)

41



olarak ifade edilir. A ve B gibi iki tiir i¢in birkolonun segicilik faktorii (o) esitlikte

goruldiigl gibi tanimlanir.

(>
I
H#4H:r"

3.3)

k,” kolonda daha kuvvetli tutulan analit i¢in kapasite faktoridiir. k;” ise kolondan

hizla ayrilan analit i¢in kapasite faktoriidiir. Buyiizden o daima 1’den biiyiiktiir.

k' degerleri tr ve tuy cinsinden yazilarak o’nin deneysel kromatogramdan

hesaplanabilecegi bir baginti elde edilir.

_ (tglg—ty

T (tg)i—ty (3.4)

3.4.4. Kolon Ayirma Giicii

Kolon ayirma giicii (Rs), kolonun iki analiti birbirinden ayirabilmesinin kantitatif bir
olgiistidiir. Kolon ayirma giicii, pik genisliklerinin orta noktalari agisindan komsu iki

pik arasindaki mesafeyi ifade eder. Ayirma giicii esitlikte verildigi gibi hesaplanir.

R = 2[(tg)p—(tga
s Wy +Wg (3.5)

Burada W, pik genisligini ifade eder. Rs=1 oldugu zaman neredeyse %?2’lik
cakismayla ayrim saglandigi anlamina gelir. Sekil 3.12°de bu kromatogram

gosterilmistir [45].
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Sinyal ey
Rg=0.50 Rg=0.75

7 Rg=1.00 Rg=1.50

Zaman

Sekil 3.11. Kolon ayrim giictiniin gosterildigi bir kromatogram [37].

Ayirma giiclinlin en az 1.5 oldugu durumlarda ideal ayirma gergeklesir.
3.4.5. Kolon Verimliligi

Kromatografik analizlerde pik genisligi Olgiilebilir ve bu kolon verimliligine isaret
eder. Pik genisligi ne kadar kiiciikse o kadar yiiksek verimle c¢alisilmistir.
Kromatografik kolon verimliliginin kantitatif bir 6l¢iisii olarak genellikle birbirleri
ile ilgili iki terim kullanilmaktadir: Tabaka yiiksekligi (H), ve Tabaka sayis1 (N)’dur.

Bu iki terim arasindaki iligki esitlikte verilmistir.

(3.6)

2|

Bu iliskide L, kolonun uzunlugudur (cm). Kromatografik kolonun verimliligi tabaka

say1s1 arttik¢a ve tabaka ytiksekligi azaldikg¢a artar.

Kromatografik kolon, teorik tabaka olarak adlandirilan, birbirini izleyen, fakat ayr
ince tabakalardan olusmus bir damitma kolonuna benzermis gibi diisiintiliir. Her bir

tabakada, analitin sabit ve hareketli fazlar arasinda dengeye ulastigi kabul edilir.

N =16(5)° (37

43



Bu esitlik kullanilarak N, iki zaman 6l¢iimii (tr Ve W) ile hesaplanabilir.

3.5. Yontem Validasyon Parametreleri
3.5.1. Dogruluk

Analiz sonucu elde edilen degerin ger¢ek degere yakinliginin olgiisiidiir. Sonuglar
ortalama % geri kazanim olarak verilir. Ortama ilave edilen analitin (analizi
yapilacak madde) analiz yapilan ortamdan hangi oranda geri alinabildigini gosterir

[46].
Geri kazanim caligmalari i¢in 3 yol izlenebilir. Bunlar:
3.5.1.1. Referans bir yontemle karsilastirmak

Gelistirilen analiz yontemi ile, 3 farkli derisimde, 3’er 6l¢glim alinir ve bu degerler %
geri kazanim degerlerine ¢evrildikten sonra tiimii bir araya getirilir. Sonuglar referans
kabul edilen olan baska bir yontem sonuclar1 ile istatistiksel olarak karsilastirilir.
Sonuglarin ortalamalari, % bagil standart sapma (% BSS) ve/veya % bagil hata (BH)
(% Bias) ile beraber verilir (3.8, 3.9) [47].

%BSS = = X 100 (3.8)

04BH = GD — =

x 100 (3.9)

3.5.1.2. Kor (matriks) ortamina analizi yapilan maddeyi ilave etmek

Farmasotik dozaj formlar1 gibi matriks etkisi olan numunelerle c¢alisildigi zaman
kullanilan bir yontemdir. Analizi yapilacak madde bos matrikse degisik derisimler de
eklenir. Bos matriks, ila¢ dozaj formlar1 i¢in (etken maddesiz) yardimci
maddelerden, pestisit kalintilar1 igin pestisit ile muamele edilmemis ekinlerden

olusur.
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Genellikle % 50, 75, 100, 125 ve 150 oraninda madde ilavesi yapilir ve her
seviyeden az 3’er 6lgiim yapilir. Sonuglar % geri kazanim olarak ifade edilir ve %

bagilstandart sapma ve/veya % bagil hata (% Bias) ile beraber verilir.
3.5.1.3. Standart ekleme yontemi ile saf madde ilavesi

Analizi yapilacak maddenin bilinen ve degisik miktarlari, matriks icerisinde yer alan
ve miktar1 bilinmeyen veya daha once tayin edilmis ayni maddenin iizerine ilave
edilir. Asil numunedeki etken madde derisimi, deney verilerinden matematiksel
olarak hesaplanir. Genellikle % 25, 50, 100 oraninda madde ilave etmek iyi bir
yaklagimdir. Madde ilave edilmis ve ilave edilmemis biitiin numuneler en az 3’er
defa analiz edilir. Sonuglar, ilave edilen ve Ol¢lilen madde miktarlar verilerek ifade
edilir. Bu teknik, katki maddelerinin ve yardimci maddelerin bilinmedigi durumlarda
kullanilir. Sonuglarin ortalamalar1, % bagil standart sapma ve/veya % bagil hata

(%Bias) ile beraber verilir.
3.5.2. Kesinlik

Gelistirilen yontemin ¢alisilan kosullar altinda tekrarlanabilirliginin dlgiisiidiir. Bagka
bir ifade ile aym1 yontem birden ¢ok sayida uygulandiginda analit i¢in bulunan
sonuglarin birbirine yakinliginin bir olgtistidiir. % BSS (Bagil Standart Sapma) veya
%VK (Varyasyon Katsayis1) olarak ifade edilir. Olgiim yapilan herbir derisim icin
minimum 5-6 tayin yapilmalidir. Bunlardan en az 3 deney sonucunun %BSS’1, teorik
degerin % 15’inden daha fazla sapma gostermemelidir. Kesinligin en yaygin

kullanilan 6lgiisii standart sapmadir [48-50].
3.5.3. Secicilik

Analizi yapilacak maddenin, numunede mevcut girisim yapma ihtimali bulunan diger
yardimct veya etken maddeler yaninda miktarmin tam ve dogru olarak tayin
edilebilecegini gosteren bir parametredir. Ozellikle kararhilik tayini ¢alismalarinda
yapilmasi kesinlikle zorunlu olan bir parametredir. Segicilik yeterli diizeyde degilse,

yontemin dogrulugu, kesinligi ve dogrusalligi hakkinda bir siiphe olusur [49].
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3.5.4. Teshis Sinir1 (LOD)

Analitin belirlenebildigi fakat nicel smirlar igerisine girmedigi en alt derigimdir.
Dogrudan, yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir. Dogrudan yapilan
deneylerden, gozlenerek yapilan hesaplamalarda genel olarak Sinyal/Giiriilti

(signal/noise) orani 3 olarak alinir.
Teshis Sinir1 (3.10) kullanilarak hesaplanir.
LOD=3,3xSS/m (3.10)

esitligi kullanilir. Bu esitlikte SS, kor ¢ozeltilerinde ( en az 5 adet) yontem
uygulandiginda elde edilen sonuglarin veya ilgili kalibrasyon dogrusunun kesim

degerinin standart sapmasi; m, ilgili kalibrasyon dogrusunun egim degeridir.
3.5.5. Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

Analizi yapilan maddenin miktarinin kabul edilebilir diizeyde kesinlikte ve
dogrulukta tayin edilebilecegi kalibrasyon egrisinin en alt derisimini olusturan
derisim diizeyidir. Dogrudan yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir.
Dogrudan yapilan deneylerden gozlenerek LOQ tespiti igin genel olarak

Sinyal/Gtiriiltli oran1 10 olarak alinir.
Tayin Alt Siir1 (3.11) kullanilarak hesaplanir.

LOQ=10xSS/m (3.11)

Burada SS, kor c¢ozeltilerinde (en az 5 adet) yontem uygulandiginda elde edilen
sonuglarin veya y eksenindeki kesim degerinin standart sapmasi; m, ilgili kalibrasyon
dogrusunun egim degeridir. Bir yontemde SS ve m degerleri, LOD esitliginde

kullanilan degerlerle aynidir.
3.5.6. Dogrusallik

Derisime kars1 cevabin dogru orantili olarak artmasi ve ¢izilen grafikte noktalarin
diiz bir ¢izgi lizerinde yer almasidir. Korelasyon katsayisi (r), dogrusalligi veren

parametredir. Dogrusallik, korelasyon katsayis1 r = 0,999 ise saglanmis demektir.
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Dogrusalligi belirleyebilmek icin stok c¢ozeltiden en az 5 degisik derigsimin
hazirlanmas1 ve analiz edilmesi gerekir. Bu derisimin alt sinir1 hedef seviyenin
%50’sinden diisiik ve tist sinir da % 150’sinden yiiksek olacak aralikta secilmelidir.
Bu 5 degerle yapilan dogrusalligin saptanmasi isleminin en az 3 defa tekrarlanmasi
gerekir. Dogrusalligin tam validasyonu igin ayrica egim ve kesim degerlerinin

%BSS’lar1 veya standart hatalar1 da hesaplanmali ve raporda verilmelidir.
3.5.6.1. Kalibrasyon Grafigi

Analitin bilinen derigsimleri ile degisen degiskenin cevaplar1 arasindaki iliskidir. Bir
kalibrasyon egrisi hazirlanirken secilen derisimler daha once yapilan calismalarla
belirlenir. Dogrusal veya dogrusal olmayan sonuglar elde edilebilir. Tayin alt sinir
ve tayin iist sinir1 derigsimleri de dahil olmak tizere ¢aligma araliginda en az 5 derisim
icin cihazdan Olciilen degerler kullanilarak hazirlanir. Dogrusal olmayan egriler icin

daha fazla standart derigimin seg¢ilmesi uygun olur.
3.5.6.2. Duyarhk

Duyarlik, dogrusalligin gecerli oldugu araliktaki dogru denkleminin egimidir. Pek
cok kitapta ayn1 zamanda tayin alt sinir1 olarak da tanimlanmigstir. Tayin alt sinir1 ne

kadar kiiciikse yontem o derece duyarlidir.
3.5.6.3. Calisma Arahg

Yeterli dogruluk ve duyarlikta dogrusalliga sahip yontemin gegerli oldugu alt ve {ist
siirlar arasinda yer alan derisim araligidir. Derisim araligi genellikle secilen
yontemin tipine gore degisir. Bu aralik yontemin dogrusalligi bulunduktan sonra
belirlenir. Ana maddenin analizinde standartlarin derisimleri genellikle hedeflenen
seviyede veya ona yakin Sl¢iiliir. Bu derisimin alt sinir1 hedef seviyenin %50’sinden
diisiik ve %150’sinden yiiksek olacak aralikta se¢ilmelidir. Hedef miktarin % 50, 75,
100, 125 ve 150 olacak sekilde aralik diizenlenebilir.

3.5.6.4. Saglamhk

Yontemin, analiz parametrelerindeki ufak degisimlerden etkilenmeden kalabilme

kapasitesidir. Bu parametreler organik ¢oziicli yiizdesi, pH, iyonik gii¢, sicaklik gibi
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etkenlerdir. Kararlilik yontemin normal kullanimindaki giivenirliginin bir dl¢tisiidiir

ve yontem gelistirilirken degerlendirilmesi gereken bir parametredir.
3.5.6.5. Tutarhhk

Yontemin gergek kullanim kosullari altinda tekrar edilebilirliginin saptanmasidir.
Bunun i¢in ¢alisma, ayn1 laboratuarda farkli analizciler tarafindan; ayni laboratuarda
farkli cihazlar tarafindan farkli laboratuarda gerceklestirilmesi gerekir. Reaktif ve
¢oziiclilerin markalarinin degistirilmesi; farkli giinlerde ve sicakliklarda yapilmasi
gibi normal test sartlarinin degistirilmesi; ayn1 marka ve modele sahip yeni bir kolon

kullanarak tekrarlanmasi gereklidir [51].
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4. METARYAL VE METOT

4.1. Kullanilan Bazi Kimyasallar Ve Ozellikleri

Tez ¢aligmasi sirasinda mobil faz karisimlarinin hazirlanmasinda ve optimizasyonun

parametrelerinin taranmasinda kullanilan standart ¢ozeltiler ve ozellikleri Tablo

4.1°de verildi.

Tablo 4.1. Kullamlan Kimyasallar ve Ozellikleri

KiMYASALIN ADI

KULLANIM AMACI

ACIKLAMA

Metil alkol (MeOH)

Karbendazim

Klorpirifos

Sodyum asetat

Sodyum siilfat

Etil asetat

n- Butanol

Siilfirik asit

Mobil faz standardizasyonunda

Standart olarak

Standart olarak

Ekstraksiyon yontemi kimyasali

Ekstraksiyon yontemi kimyasali

Ekstraksiyon yontemi kimyasali

Ekstraksiyon yontemi kimyasali

Ekstraksiyon yontemi kimyasali

HPLC safliginda Merck

HPLC safliginda Agilent lab.

HPLC safliginda Agilent lab.

HPLC safliginda Merck

HPLC safliginda Merck

HPLC safliginda Merck

HPLC safliginda Merck

HPLC safliginda Merck

4.2, Kullanilan Cihazlar

4.2.1. Yiiksel Performansh Sivi Kromatografisi

Karbendazim ve klorpirifosun kalitatif ve kantitatif analizi Shimadzu HPLC LC-

20AT model autosampler ekipmani bulunan doért pompa ile Shimadzu RF-20A

floresans dedektor kullanildi. Sistemde pompa {initesi (LC 20AT), 6rnekleyici (SIL
20 AHT), degazor ( DGU 20AS5R ), kolon firin1 ( CTO 10AS ) ve dedektor (RF-20A)

kisimlar1 bulunmaktadir.



10 pL ornekler enjekte edilerek 4.6 mmx250 mm capinda RP-Cyg Inertsil ODS-3
(5um) kolon iizerinde kromatografik ayirma gerceklestirildi.

Bu calismada, inertsil ODS — 3.5 um 4.6 x 250 mm kolonu kullanildi. Bu kolonda
farkli mobil faz karigimlarinda alikonma siireleri incelendi ve akis hizi ve kolon
sicakligl taramalar1 sonucunda en uygun kolon sicakligi ve akis hizi belirlendi. Akis

hiz1; 0.8 mL.dk™, kolon sicakligi olarak 40°C olduguna karar verildi.

Sekil 4.1. Shimadzu Marka HPLC Cihazi

4.2.2. Ultrasonik Banyo

Hazirlanan mobil fazlardaki ¢oziinmeyen gazlarin giderilmesi ig¢in Sekil 4.2°de

goriilmekte olan ultrasonik banyo kullanildi.
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Sekil 4.2. Ultrasonik Banyo

4.2.3. Terazi

Tartim islemleri Sekil 5.3’de goriilmekte olan Shimadzu AUX 320 marka terazi
kullanilarak ger¢eklestirildi.

Sekil 4.3. Shimadzu Marka Hassas Terazi

4.2.4. Ultra Saf Su Cihaz

HPLC de ¢alisilan ¢ozeltilerin tamaminda Sekil 4.4’de goriilmekte olan ultra saf su

cihazindan elde edildi. 18.2 pQ dirence sahip ultra saf su kullanildu.
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Sekil 4.4. Ultra Saf Su Cihazi

4.2.5. Filtrasyon Diizeneg

Hazirlanan ¢ozeltiler HPLC cihazinda kullanilmadan dnce Sekil 4.5°da goriilmekte

olan filtrasyon diizeneginden filtre edildi.

Sekil 4.5. Filtrasyon Diizenegi

4.2.6. Evoparator

Hazirlanan ekstraksiyon ¢ozeltilerinin buharlastirilip, ekstrat elde edilmesinde sekil

4.6’de goriilmekte olan rotary evaporatdr kullanildi.
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Sekil 4.6. Rotary Evoparator
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5. DENEYSEL

5.1. Karbendazim ve Klorpirifos i¢in Optimum Kosullarin Tayini

Standart olarak hazirlanan karbendazim ve klorpirifos ¢ozeltileri RP-HPLC-FD
kullanilarak 280-340, 285-315, 330-425, 330-460, 350-465 nm degerlerinde dalga
boyu taramalari yapildi. Sekil 5.1°de gortildigii gibi sadece 280-340 nm degerinde
her iki standarta ait kuyruklanma faktoriiniin diisiik, ayirim faktoriiniin yiiksek
oldugu pikler elde edilmistir. Floresans dedektérde (RP-HPLC-FD) dalga boyu
6l¢timii ile elde edilen veriler Tablo 5.1 ve Sekil 5.1 *de verilmektedir. Bu veriler ve
literatiirde dikkate alinarak optimum dalga boyunun 280-340 nm olmasina karar
verildi [52, 53]. Optimum dalga boyunun belirlenmesinin ardindan uygun mobil faz

secimi, akis hiz1 ve kolon sicakliginin etkisi incelenerek optimum kosullar belirlendi.

Tablo 5.1. Dalga Boyu Olgiimii

Karbendazim Klorpirifos
Dalga Boyu (nm)
AEx - AEm tR tR
(Uyarma-Yayilma)
280 — 340 4.02 5.56

tr: Alikonma zamani
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Sekil 5.1. (a) 280-340 nm, (b) 285-315, (c) 330-425, (d) 330-460, (d) 350-465 nm

Dalga Boyu Degerlerinde Yapilan Olgiimlere ait kromatogramlar

5.1.1. Karbendazim ve Klorprifos I¢in Optimum Mobil Faz Se¢imi

Mobil faz seg¢iminde metanol:su (MeOH:H,0) ve asetonitril:su (ACN:H,0) olmak
tizere iki farkli mobil faz karigimlarinda ayri ayri analizler yapilarak alikonma
zamanlari, analiz siireleri ve teorik tabaka sayilari incelendi. Analizler ve literatiir
taramast sonucunda pestisitlerin tayininde kullanilan en uygun mobil fazin
MeOH:H,0 karisimi olduguna karar verildi [54-57]. Analiz sonucunda denemesi

yapilan 2 farkli mobil faz karisimlar1 i¢in elde edilen veriler Tablo 5.2, 3, 4, 5 ve

Sekil 5. 2, 3, 4,5, 6, 7°de verildi.
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Tablo 5.2. ACN:H,0 Mobil Faz Karisim1 Verileri

ACN Karbendazim Klorpirifos
% R
100 2.786 5.336
90 4.05 7.072
80 3.597 -
70 2511 -
60 3.321 -
50 3.762 -
40 2.887 -
30 3.822 -
20 - -
10 - -
0 - -

tr: Alikonma zamam

Mobil Faz Taramasi

7 -

6 -

5 -
—¢—Karbendazim
——Klorpirifos

Alkonma Zamam (ty)
.

0 T T T T
20 40 60 80 100

% ACN

Sekil 5.2. ACN:H,0O Mobil Faz Taramasi
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Tablo 5.3. ACN:H,0 Mobil Faz Karisimi Verileri

ACN Karbendazim Klorpirifos
% N’

100 496.754944 1822.265344
90 1049.76 3200.843776
80 828.058176 -

70 403.527744 -
60 705.858624 -
50 905.769216 -
40 533.425216 -
30 934.891776 -
20 - -
10 - -
0 - -

N": Teorik Tabaka Sayisi

Mobil Faz Taramasi

3000

2500 A
2000

1500 - —4—Karbendazim

1000 —l—Klorpirifos

500

Teorik Tabaka Sayis1 (N*)

0 T T T T
20 40 60 80 100

% ACN

Sekil 5.3. ACN:H,0O Mobil Faz Taramasi
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Time 66.859 Inten. 86,874
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Sekil 5.4. Mobil Faz Olarak % 20 ACN:% 80 H,0O Karigimi Kullanildiginda Elde
Edilen Kromatogram

Tablo 5.2,3 de verilen oranlardaki asetonitril:su (ACN:H,0) karisiminin farkli analiz
stirelerinde (15-30-60-90-180 dk) mobil faz taramasi gergeklestirildi. Elde edilen
veriler incelendiginde asetonitril oran1 % 90’nin altina diistiigiinde klorpirifosun, %
30’un altina diistiigiinde ise karbendazimin piklerinde yayvanlagma oldugu goriildii
ve diizglin bir kromatogram elde edilemedi (Sekil 5.4). Diger ACN:H,O karisim
oranlar1 incelendiginde ise karbendazim ve klorpirifosa ait piklerde kuyruklanma ve
genisleme goriildii. Bu sebeplerden dolayt ACN:H,0 karisimi mobil faz olarak tercih

edilmedi.

Tablo 5.4. MeOH:H,0 Mobil Faz Karisimi Verileri

MeOH Karbendazim Klorpirifos

% tr

100 3.93 5.56
98 3.99 5.618

80

60

20

tr: Alikonma zamani
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Mobil Faz Taramasi

2 s K arbendazim

e K lorpirifos

Allkkonma Zamam (ml.dk)

90 92 94 96 98 100 102

% MeOH

Sekil 5.5. MeOH:H,0 Mobil Faz Taramasi

Tablo 5.5. MeOH:H,0 Mobil Faz Karisim: Verileri

MeOH Karbendazim Klorpirifos

% N

100 988.4736 1978.4704

98 1018.8864 2019.963136

80 - -

60 - -

20 - -

N Teorik Tabaka Sayisi
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Mobil Faz Taramasi
> 2000 - —
2 1700 -
7
- esiem K arbendazim
i
-g 1400 - s K lorpirifos
=]
[
22 1100 -
.E H
-*]
- 800 T T T T T 1
90 92 94 26 08 100 102
% MeOH

Sekil 5.6. MeOH:H,0 Mobil Faz Taramasi

uw
250000] Time 10217 Tnten. 765,921
325000+
3000004

2750004

225000
200000
175000

150000

125000

1000004

75000

50000

25000 j\\
T T T T T

00 10 20 30 40 ) B 70 &0 ) 180 110 120 120

Sekil 5.7. Mobil Faz Olarak % 98 MeOH : % 2 H,0 Karisimi1 Kullanildiginda Elde
Edilen Kromatogram

Calisilan % 20-60-80°lik MeOH:H,O karisimlarinda net bir kromatogram elde
edilmedi. % 98’lik MeOH - H,0 karisimi1 ve % 100’liik MeOH ¢ozeltisi sonuglarinda
ise her iki pestisit i¢in ayirim giicii iyi, istenilen alikonma zamanina sahip ve net pik
alanlar1 elde edildi. Bu nedenle % 98’lik MeOH:H,0O oranindaki karisimi mobil faz
olarak secildi.
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5.1.2. Karbendazim ve Klorpirifos icin Optimum Akis Hizinin Belirlenmesi

Karbendazim ve klorpirifos igin optimum mobil fazin belirlenmesinin ardindan
optimum akis hizini belirlemek amaciyla 0.2 — 2.0 ml.dk® araliginda akis hizi
taramast yapildi. Yapilan analizler sonucunda her iki pestisit i¢in analiz siiresi,
alikonma siireleri, teorik tabaka sayilari, kolon basinci, piklerin kuyruklanma ve
ayirim faktérleri incelenerek optimum akis hizinm 0.8 ml.dk™ olduguna karar verildi.

Tablo 5.6 ve Sekil 5.8’de akis hizinin alikonma zamanina etkisi goriilmektedir.

Tablo 5.6. Akis Hiz1 Tarama Verileri

Karbendazim Klorpirifos
ml.dk™ tr
0.2 16.267 23.886
0.4 8.181 11.752
0.6 5.487 7.985
0.8 4.042 5.594
1.0 3.323 4.684
12 2.77 3.513
1.8 2.395 3.401
2.0 2.135 3.048

tr: Alikonma siiresi
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Akis Hiz1 Taramasi
- 25~
&
ot
- 20 -
=
E 15 —#—FKarbendazim
LS —@—Klorpirifos
« 10
:
= 5
=
E 0 T T T T

0 0,5 1 1,5 2
AKkis Hiz1 mL.dk!
Sekil 5.8. Akis Hiz1 Taramasi
mnnnnnn:v Time 1403 Inten. 8,873,456

Sekil 5.9. 0.8 mL.dk™ Optimum Akis Hizina Ait Kromatogram

Tablo 5.7 ve Sekil 5.10 *de akis hizinin teorik tabaka sayisina etkisi goriilmektedir.

62



Tablo 5.7. Akis Hiz1 Tarama Verileri

ml.dk™ Karbendazim Klorpirifos
% N*
0,2 16935.3785 36514.62374
0,4 4283.440704 8839.008256
06 1926.858816 4080.6544
08 1045.616896 2002.741504
1 706.709056 1404.150784
1,2 491.0656 789.834816
14 367.1056 740.275264
16 291.7264 594.579456
18 225.961024 463.454784
2 184.42464 377.291776
: Terik Tabaka Sayis1

. Akis Hiz1 Taramasi

2 35000 -

-]

= 30000 -

=

vy 25000 -

2 20000 | ——Karbendazim

& T

S 15000 - ——Klorpirifos

= 10000 -

=

= 5000 -

S o

o

0 02040608 1 1214 16 1,8 2

Akis Hiz1 mL dk!

Sekil 5.10. Akis Hiz1 Tarama Verileri
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Tablo 5.7 ve Sekil 5.10°da verilen veriler incelendiginde 0.2 — 0.8 mL.dk™’lik akis
hiz1 araligina ait piklerde teorik tabaka sayilarinin yiiksek, elde edilen piklerin net

oldugu goriildii. Analizde kullanilan mobil faz ve zamandan tasarruf icin optimum

akis hiz1 0.8 ml.dk™ secildi.

Akis hizi taramasinda 1.0 mL.dk” ve iizeri degerlerde kolon basmci latm’ye
yiikseldi ve piklerde Sekil 5.11°de goriildiigi gibi kuyruklanma meydana geldiginden

dolay1 tercih edilen bir akis hiz1 olmadi.

S— 1 Time 2518 Inten. 3,511,822
6500000
E000000
5500000~
5000000
45000004
4000000
3500000
3000000+
2500000
2000000
1500000 (a)
1000000

500000-]

T T T T T T T T T y T T T T T
0.0 05 10 15 20 25 30 35 40 45 5.0 55 60 65 7.0 75

Time 0.190 Inten. 6,720,800|
6500000

6000000
5500000
5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000 (b)
1500000

1000000

500000

T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 s 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 80 65 7.0 75

Sekil 5.11. (a) ImL.dk™ Akis Hizina Ait Kromatogram, (b) 1.2mL.dk™* Akis Hizina
Ait Kromatogram

5.1.3. Karbendazim ve Klorpirifos I¢in Optimum Kolon Sicakhigmnin

Belirlenmesi

Karbendazim ve klorpirifosun tayini i¢in optimum kolon sicakliginin belirlenmesi
amaciyla 20-50°C araliginda analizler yapildi ve optimum sicaklik olarak 40°C
belirlendi. Tablo 5.8 ve Sekil 5.12’de verilen verilerde kolon sicakliginin teorik

tabaka sayisina etkisi gosterilmektedir.
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Tablo 5.8. Kolon Sicakligi Taramasinin Verileri

T Karbendazim Klorpirifos
°Cc N"

20 1140,277824 2468,897344
25 1137,0384 2450,646016
30 1131,111424 2419,852864
40 1116,094464 2334,8224
50 1100,116224 2283,310656

N : Teorik Tabaka Sayis1

Sicaklik Taramasi
« 2700 -
d
2 2300 | .—._.\.\l
=
@
- 1900 1 —o—Karbendazim
::E 1500 - ——Klorpirifos
=]
2w
e 1100 - —r—- 0
E
> 700 T T T T
= 10 20 30 40 50

Sicakhk °C

Sekil 5.12. Kolon Sicakligi Taramasi

Tablo 5.9 ve Sekil 5.13’da verilen verilerde kolon sicakliginin alikonma zamanina

etkisi gosterilmektedir.
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Tablo 5.9. Kolon Sicakligi Tarama Verileri

T Karbendazim Klorpirifos
°’C tr

20 4,221 6,211

25 4,215 6,188

30 4,204 6,149
40 4,176 6,04

50 4,146 5,973

tr: Alikonma zamani

Sicaklik Taramasi

—_ 6.5 -
T —a—a-
é 6 - —{— -
E 5.5
E 5 —4—Karbendazim
N 45 ~#-Klorpirifos
E 4 - = —
5
f 3.5
< 3  —

15 20 25 30 35 40 45 50 35

Sicakhk °C

Sekil 5.13. Kolon Sicakligi Taramasi

Sekil 5.12,13 ve Tablo 5.8,9 incelendiginde analize kolon sicakliginin ciddi bir etkisi
olmadigi goriildi. Optimizasyonu tamamlamak adina kolon sicakligr literatiir dikkate
almarak 40 °C secildi [48,49].

5.2. Kalibrasyon Grafiklerinin Cizilmesi

Kalibrasyon grafikleri optimum kosullarda (Dalga boyu 280 — 340 nm, akis hiz1 0.8
mL.dk™, mobil faz % 98’lik metanol ve kolon sicakligi 40 OC’dir.) iki standardin
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farkli derisimlerdeki ¢ozeltilerinin analizlerinden elde edilen sonuglara gore ¢izildi.
Bu grafiklerden yararlanilarak orneklerdeki karbendazim ve klorpirifos pestisit

miktarlar belirlendi.
5.2.1. Karbendazimin Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafigini ¢izmek i¢in 2000 ppm’lik karbendazim standardindan ara stok
standart ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden gerekli seyreltmeler yapilarak alinan

analiz sonuglar1 Tablo 5.10°da goriilen veriler elde edildi. Bu veriler kullanilarak da

Sekil 5.14’de goriilen grafik elde edildi.

Tablo 5.10. Karbendazimin Kalibrasyon Verileri

Karbendazim

ppb Pik Alam 1 Pik Alam 2 Pik Alam 3 Ortalama
10 25103 25095 25354 25184
100 129731,9 130882 130092,7 130235,53
1000 1271119,3 1270839,2 1279276,5 1273745
10000 11687162 11625153 11643091 11651802
100000 105306563 105418495 105460329 105395129
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Karbendazim
§ 10000 -
=
e
8000 -
=
= 6000 -
:L‘ y =1051.4x+ 330025
=< R2=0.9999
B= 4000 -
2000 -
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Derisim, (ppb) x 10000

Sekil 5.14. Karbendazime Ait Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafiginde pik alanlar1 kullanildi.
5.2.2. Klorpirifosun Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafigini ¢izmek i¢in 1000 ppm’lik klorpirifos standardindan ara stok
standart ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden gerekli seyreltmeler yapilarak alinan

analiz sonuglar1 Tablo 5.11°de goriilen veriler elde edildi. Bu veriler kullanilarak da

Sekil 5.15°de goriilen grafik elde edildi.
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Tablo 5.11. Klorpirifos Kalibrasyon Verileri

ppb Pik alam 1 Pik alam 2 Pik alam 3 Ortalama
10 21088 20792 19808 20562,67
100 150175 148922 149231 1494427
1000 1097336 1099890 1093526 1096917
10000 9503846 9521616 9496471 9507311
100000 89075883 88984259 89063511 89041218
Klorpirifos
= 9000
S
= 8000 -
7000
6000 -
= 5000
= y = 887.86x + 288484
< 4000 R:=1
=
= 3000
2000
1000
0 T T 1
0 2 4 6 8 10
Derisim,(ppb) x 10000

Sekil 5.15. Klorpirifosa Ait Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafiginde pik alanlart kullanildu.
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Sekil 5.16. Karbendazim ve Klorpirifosa Ait Tipik Kromatogram

5.3. Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Yozgat ve Kayseri'de farkli tarim alanlarindan elma, greyfurt, mandalina, ispanak ve
maydanoz ornekleri alindi. Her bir meyve ve sebze Ornegi; yiizeylerinde geri
kazanim ve yikama islemi yapilmadan (Kayseri ilinden alinan elma 6rnegine ayrica
geri kazanim ve yikama islemi uygulandi) yukarindan asagiya 8 parca halinde
dilimlendi, ogiitiildii. Toplanmis meyve veya sebze oOrneklerinin her birinden bir

homojen dilim 25 g alind1.

Sekil 5.17. Ispanak Orneginin Ekstraksiyona Hazirlanmasi

Ekstarksiyon islemi literature gore yapildi [58, 59]. 5 g sodyum asetat, 20 g sodyum
stilfat ve 40 mL etilasetat ilave edilerek Sekil 5.18’da goriildiigii gibi porselen

havanda 1 dk siiresince ezme islemi uygulanarak homojenize edildi.
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Sekil 5.18. Homojenizasyon Islemine Tabi Tutulan Ispanak Ornegi

Sekil 5.19°de goriildiigii gibi bu karisim ayirma hunisine dekante edilerek, drnekler

stvi-s1vi ekstraksiyona tabi tutuldu.

Sekil 5.19. Ayirma Hunisinde S1vi-Sivi Ekstraksiyonu

Ornek iizerine tekrar 2 kez etil asetat ilave edilerek ikinci kez homojenize etmeye
devam edildi. Ikinci uygulamadan elde edilen karisimda ayirma hunisine dekante
edilerek alindi. Havanda kalan ornege iki kez 1 M, 40 mL siilfirik asit ilavesi
yapilarak ayirma hunisine alind1 ve 3 dk kadar calkalanarak tabakalarin ayrilmasi

saglandi. Daha sonra etil asetat kismu filtre edilerek alindi.
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Sekil 5.20. Organik Fazin Sodyum Siilfattan Gegirilmesi

Sekil 5.20°de goriildiigii gibi organik faz sodyum siilfattan gecirildi ve sonra
siiziilerek oziitii elde edildi. Oziit 45°C evaparatorde 3 ml’ye buharlastirildi. Elde
edilen konsantre 10mL’ye metanol ile tamamlandi. Daha sonra 0,48 p filitre ile
stiziildii, 1ml alinip viallere konularak 10 pL' lik hacimler halinde HPLC’de analliz
edildi.

5.4. Optimum Sartlarda Elde Edilen Kromatogramlar

Optimum kosullarda 280-340 nm, 0.8 mL.dk™* mobil faz akis hizinda, kolon sicakligt
40°C’de elde edilen 10 ppm’lik standart karbendazim ve klorpirifos karisimlarina ait
kromatogram (A), yikama islemi uygulanmadan ekstrakte edilmis Kayseri elma
orneginde karbendazim ve klorpirifos (B), yikama islemi uygulandiktan sonra
ekstarkte edilmis Kayseri elma orneginde karbendazim ve klorpirifos (C)’a ait

kromatogramlar Sekil 5.21°de verilmektedir.
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Sekil 5.21. Optimum Kosullarda Karbendazim Ve CPF’a Ait Kromatogram (A),
Yikama Islemi Uygulanmamus Ekstraksiyon islemi Uygulanmis
Kayseri’den Alinan Elma Ornegine Ait Kromatogram (B), Yikama Islemi
Uygulanmis Ekstrakte Edilmis Kayseri’den Alman Elma Ornegine Ait
Kromatogram (C)

Sekil 5.21°de (A) kromatogramda goriildiigii gibi karbendazim 3.98 + 0.01,
klorpirifos 5.56 + 0.01 alikonma siirelerinde optimum sartlarda es zamanli olarak

birbirlerinden ayrilmislardir.

Calisilan taze sebze ve meyve Orneklerinden Kayseri iline ait elma 6rnegi secilerek
direk ekstraksiyona tabi tutulmasinin yaninda yikama, kabuk soyma ve geri kazanim

islemlerine tabi tutuldu.

Kayseri’den alinan elma 6rneginde yikama Oncesi ve yikama sonrasi ekstraksiyon
islemlerinin ardindan alinan kromatogramda ( Sekil 5.21 ) da goriildiigii gibi yikama
sonrasit dahi klorpirifos pestisitinin uzaklasmadigi hala varligmi siirdiirdiigi

goriilmektedir.

Optimum kosullarda elde edilen diger sebze ve meyve Orneklerine ait

kromatogramlarr asagidaki gibidir.
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Sekil 5.22. Kayseri’den Alman Elma Ornegine Ait Kromatogram

Sekil 5.22 Kayseri elma kromatograminda da goriildigi gibi 4.0 ve 5.59 alikonma
stirelerine sahip karbendazim (1) ve Klorpirifos (2) pestisitleri gézlenilmis, optimum

sartlarda es zamanl olarak birbirlerinden ayrilmiglardir.

w
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Sekil 5.23. Yozgat’tan Alinan Elma Ornegine Ait Kromatogram

Sekil 5.23 Yozgat elma 6rnegine ait kromatogramda da gorildiigii gibi 4.0 alikonma
stiresinde karbendazim piki gézlenmemis, 5.5 alikonma siiresine sahip klorpirifos (1)

piki gozlenilmistir.
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Sekil 5.24. Greyfurt Ornegine Ait Kromatogram

Sekil 5.24 Greyfurt 6rnegine ait kromatogramda da goriildigii gibi 4.0 alikonma
stiresinde karbendazim piki gozlenmemis, 5.57 alikonma siiresine sahip klorpirifos

piki gézlenilmistir.
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Sekil 5.25. Mandalina Ornegine Ait Kromatogram

Sekil 5.25 Mandalina 6rnegine ait kromatograminda da goriildiigii gibi 3.99 ve 5.56
alikonma siirelerine sahip karbendazim (1) ve klorpirifos (2) pestisitleri gozlenilmis,

optimum sartlarda es zamanli olarak birbirlerinden ayrilmiglardir.

75



uy

10000000-} 1

9000000+

Time 6.607 Inten. 9,495,390|

8000000
7000000+
6000000
5000000+
4000000+

3000000+
2000000
1000000+
o]
T T T
an 1'n 20 an 4n

Sekil 5.26. Ispanak Ornegine Ait Kromatogram

Sekil 5.26 Ispanak Ornegine ait kromatogramda da goriildigi gibi 4.0 alikonma
stiresinde karbendazim piki gézlenmemis, 5.59 alikonma siiresine sahip siddetli ve

genis klorpirifos (1) piki gozlenilmistir.
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Sekil 5. 27. Maydonoz Ornegine Ait Kromatogram

Sekil 5.27 Maydanoz 6rnegine ait kromatogramda da gorildigi gibi 4.0 ve 5.57
alikonma siirelerine sahip karbendazim (1) ve klorpirifos (2) pestisitleri gozlenilmis,

optimum sartlarda es zamanli olarak birbirlerinden ayrilmislardir.

Calisilan taze sebze ve meyve orneklerinde elde edilen karbendazim ve klorpirifos
pestisit miktarlart Tablo 6.2°de verilmektedir. Karbendazim ve Kklorpirifosun

gozlenebilme sinirlar sirasiyla 0.073 ve 0.062 mg LY dir.
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5.5. Kayseri Iline ait Elma Ornegi Ekstraksiyonuna Standart Cozelti Eklenmesi

Yapilan calismadaki ekstraksiyon etkinligini degerlendirmek i¢in standart ¢ozelti

ekleme ydntemi kullanildi. Bunun igin Kayseri iline ait elma 6rnegi secildi. Ornek

yikama islemi uygulanmadan ekstaraksiyona tabi tutuldu. Elde edilen ekstrakta

gerekli seyreltmeler yapilarak hazirlanan 100 ppb ve 1000 ppb derisimlerinde

karbendazim ve klorpirifos standart ¢ozeltileri eklendi. Her bir ekleme caligmasi1 12

kez tekrar edildi. Elde edilen veriler Sekil 5.28 ve Tablo 5.12’de goriilmektedir.

Tablo 5.12. Kayseri’den Alinan Elma Orneginde Geri Kazanim Calismas1 (ug/kg,

n=12).
(ng/ke) Eklenen Bulunan+SD Geri Kazamim
. (ng/L) (ng/L) %
0 490.77+1.64
£
N
3
= 100 574.97+1.67 84.20
£
©
vz
1000 1555.77+4.94 106.50
0 3470.74+4.62
S
& 100 3561.04+5.33 90.30
o
™
1000 4328.18+6.42 85.74

Karbendazim ve klorpirifosun ortalama geri kazanim araligi sirasiyla % 84.2-106.5

ve % 90.3-85.7 olarak saptandi.
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Sekil 5.28. Kayseri’den Alman Elma Ornegi Ekstarksiyonuna Ait Kromatogram (C),

100 ppb Karbendazim (1) Ve Klorpirifos (2) Eklenmis Hali (B), 1000 ppb
Karbendazim ve Klorpirfos Eklenmis Hali (A)
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6. SONUC VE YORUM

Bu ¢alismada karbendazim (mantar ilac1) ve klorpirifos’un (bdcek ilaci) tayini igin
floresans dedektor (RP-HPLC-FD) ile yiiksek basingli sivi kromatografik metod
gelistirilmigstir. Yapilan denemeler sonucunda MeOH:H;O karigimiin mobil faz
olarak kullanilmas1 kararlastirildi. Kromatogramlar i¢in optimum sartlar Tablo 6.1

‘de gosterilmektedir.

Tablo 6.1. Gelistirilen Yéntem I¢in Optimum Parametreler

Parametreler

Mobil faz metanol:su, 98:2, viv

Dalga boyu AEx ve AEm, sirasiyla 280 ve 340 nm
Akis hizi 0.8 mL.dk™*

Kolon Sicakhig 40°C

Belirlenen optimum sartlarda karbendazim ve klorpirifos pestisitleri sirasiyla 3.98 +
0.01, 5.56 = 0.01 alikonma zamanlarinda 8 dakikadan az bir siirede es zamanl

(simiiltane) olarak birbirlerinden ayrilmaktadir.

Mobil faz se¢imi i¢in iki farkli (ACN;H,O ve MeOH;H,0) mobil faz karisimi
denendi ve MeOH;H,0 karisimi mobil faz olarak segildi.

Mobil faz akis hizi; 0.2 — 2.0 mL.dk™ araligr 0.2 mL arttirilarak calisildi ve 0.8
mL.dk™* mobil faz akis hizi olarak belirlendi.

Kolon sicakliginin belirlenmesi i¢in 20 — 50°C°de calisild1 ve 40°C kolon sicaklig

olarak belirlendi.

Kalibrasyon grafikleri; karbendazim ve Kklorpirifos ¢ozeltileri igin 5 farkli
konsantrasyonda ¢alisilarak belirlendi. Her bir standart pestisit ¢ozeltisi li¢ kez tekrar

edildi. Her bir pestisitin kalibrasyon grafigi konsantrasyona kars1 pik alani olarak



grafige gecirildi. Pestisitler icin ¢izilen kalibrasyon grafikleri sekil 5.14,15°da

verilmektedir.

Karbendazim ve klorpirifosun dinamik araligi 0.100-100 mg.L™ arasinda, bagil

standart sapmas1 % 0.45’den (n=4) daha az, gozlenebilme sinirlar sirasiyla 0.073 ve

0.062 mg.L ™ dir (Tablo 6.2).

Tablo 6.2. Karbendazim ve Klorpirifosa Ait Analitik Veriler

. RSD LOD LOQ
Analit t
R (%)  (mg/kg) (mg/kg)
Karbendazim 3.98 £0.01 0.45 0.073 0.222
Klorpirifos 5.56 £0.01 0.43 0.062 0.187

tr: Alikonma zaman

Yozgat ve Kayseri'de farkli tarim alanlarindan toplanan ve caligilan elma, greyfurt,
mandalina, i1spanak ve maydanoz Orneklerine ait analiz sonuglart Tablo 6.3.’de

verilmektedir.

Tablo 6.3. Kayseri ve Yozgat Illerinde Farkli Tarim Alanlarindan Toplanan Taze
Meyve Ve Sebze Orneklerinde Karbendazim ve Klorpyrifos Kalitilarmin
(ug / Kg) Konsantrasyon Verileri.

Kayseri’den Yozgat’tan

(An;’ﬂ't) Alian Alian Greyfurt Mandalina  Ispanak  Maydanoz
ne/ke Elma Elma
Karbendazim 474+ 1 - - 1964 + 44 - 3071 + 56

Khlorpyrifos  3593+31 4603+ 79 1828 + 16 1359+ 12 5638+ 51 1364=+20
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Avrupa Birligi (AB) direktifleri ve Tiirkiye’de kabul edilen pestisit kullanim oranlari
dikkate alindiginda sebze ve meyvelerde izin verilen maksimum kalinti miktarlar
klorpirifos i¢in 0,5 mg.kg™, karbendazim i¢in 2,0 mg.kg™ > dir [23.30]. Karbendazim;
agiz yoluyla alindiginda LDsp degeri (tavsanlarda) > 15,000mg/kg, deri yoluyla
alindiginda (tavsanlarda) > 2,000mg/kg, degerlerinde toksiktir [60]. Klorpirifos;
tavsanlarda agiz yoluyla alindiginda LDsy degeri 1000 ile 2000 mg / kg arasinda,
tavuklarda agiz yoluyla alindiginda 32-102 mg / kg arasinda toksiktir[61].

Toplanan 6 ornekte kloroprifos kalintisinin kabul edilebilen konsantrasyon sinirlarini
astig1, maydonoz hari¢ diger Orneklerde ise karbendazim kalintisinin izin verilen
siirlar i¢inde oldugu gorildi. Klorpirifos kalintisimin  kirlilik  seviyesi AB

direktiflerine ve Tiirkiye’ye gore sinir degerlerinin iizerinde oldugu gorildii.

Kayseri iline ait elma 6rneginde ekstraksiyon, yikama, kabuk soyma ve geri kazanim
islemleri sonucunda elde edilen veriler sirastyla Tablo 6.4,5°de verilmektedir.
Yikama islemi sonrasi elma ekstraktina ait kromatogram tezin deneysel boliimiinde

Tablo 5.22°de verilmektedir.

Tablo 6.4. Kayseri’den Alinan Elma Orneklerinde Yikama Sonras1 Analiz Sunuglari
(ne/kg)

Su ile Yikama Sonrasi Analizleri (n=4)

Analit MKamA - s00mLsuile  1000mLsuile  2000mLile
(ng/kg) ekstraksiyon yikama yikama yikama
verileri sonrasi sonrasi sonrasi
Karbendazim 473+ 5 362+9 149 +£5
Klorpirifos 3709 £ 79 3387+3 1702 £ 10 968 +7

Tablo 6.4’de ki verilerde Kayseri’den alinan elma 6rneginde karbendazimin kabul
edilen smurlar arasinda oldugu ve 2000 mL su ile yikama isleminden sonra
uzaklastig1, klorpirifosun ise kabul edilen sinirlar1 astigr ve 2000 mL su ile yikama

isleminden sonra bile uzaklastirilamadigr goriildii.
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Pestisit kalintisinin 6rnek ylizeyindeki degerlerinde klorpirifostan kurtulamadigi
gorildii. Devaminda elma kabugu ve elma i¢ kisminda pestisit analizleri yapildi.

Elde edilen analiz sonuglar1 Tablo 6.5°de verilmektedir.

Tablo 6.5. Kayseri’den Alinan Elma Kabuk ve Elma I¢i Orneklerinde Analiz

Sonuglar1 (ug/kg)

Meyva Kabugunda Analizler (n-4)

Analit

Elma kabugu Elma ici
(ng/kg) & ¢
Karbendazim 451+5
Klorpirifos 2288 £21 1073 £ 12

Tablo 6.5°de ki verilerde elma kabugunda karbendazimin kabul edilebilen sinirlar
arasinda oldugu ve kabugun soyulmasi ile i¢ kisminda gozlenebilen bir degerde
olmadig1 goriildii. Klorpirifosun ise elma kabugunda kabul edilebilen sinirlar astig

ve kabugun soyulmasi ile uzaklagsmadigi, elmanin i¢ kismina dahi isledigi goriildi.

Klorpirifos yaygin kullanilan bdcek ilaglarindan olmasi dolayisiyla pek ¢ok sebze ve
meyvede pestisit kalintisi olarak kirlilik meydana getirmektedir. Yikama islemleri ile
tamamen uzaklastirilamadigi gibi meyve-sebze i¢ kisimlarina da niifuz ederek saglik

agisindan risk olusturmaktadir.

Karbendazim ve klorpirifosun geri kazanimi i¢in Kayseri elma 6rnegi yikama iglemi
uygulanmadan ekstaraksiyona tabi tutuldu. Elde edilen ekstrakta gerekli seyreltmeler
yapilarak hazirlanan 100 ppb ve 1000 ppb derisimlerinde karbendazim ve klorpirifos
standart c¢ozeltileri eklendi. Her bir ekleme c¢alismasi 12 kez tekrar edildi.
Karbendazim ve klorpirifosun ortalama geri kazanim araligi sirasiyla % 84.2-106.5
ve % 90.3-85.7 olarak saptandi (Tablo 5.12).

Cozelti sarfiyatinin az, ¢evreyi kirletme faktoriiniin diisiik oldugu ve HPLC kullanimi
ile analiz kolayliginin saglandigi goriilmiistir. Bu c¢aligma eser miktardaki
karbendazim ve klorpirifos’un simiiltane tayini i¢in RP-HPLC-FD kullanilarak sebze
ve meyvelerde diisik LOD ve LOQ ile kisa zamanl (8 dakikadan az) analiz olarak

ilk ¢alisma olmustur.
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