T.C.

KIRIKKALE UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUMURTADA PERMETHRININ HPLC/UV SISTEMDE TAYINI:
OYUK (HOLLOW) FIiBER SIVI FAZ MiIKROEKSTRAKSIYON
YONTEMI iLE ZENGINLESTIRME VE ON TEMiIZLEME

GAMZE YILMAZ
KiMYA ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Doc. Dr. Ayla DEMIRCIi

KIRIKKALE-2023



OZET

YUMURTADA PERMETHRININ HPLC/UV SISTEMDE TAYINi: OYUK
(HOLLOW) FIBER SIVI FAZ MIKROEKSTRAKSIYON YONTEMI
ILE ZENGINLESTIRME VE ON TEMIZLEME

YILMAZ, Gamze
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Ayla DEMIRCI
Mayis, 2023, 104 Sayfa

Bu calismada, yumurtada permethrin tayini igin hollow (oyuk)-fiber sivi faz
mikroekstraksiyon metoduna dayanan bir sivi kromatografik yontem gelistirilmistir.
Permethrinin zenginlestirme isleminde 6n temizleme materyali olarak hollow fiber
kullanilmistir. Calismanin basinda, zenginlestirme faktoriine (EF) etkili ekstraksiyon
stiresi, karigtirma hizi, tuz ve pH gibi HF-LPME parametrelerinin etkileri kismi
faktoriyel deney tasarimi (2*7!) ile incelenmistir. Bir sonraki basamakta, merkezi
kompozit tasarim kullanilarak ekstraksiyon siiresi, karistirma hizi1 ve NaCl (%,w/v)
parametrelerinin etkisi incelenmistir. Optimize edilmis HF-LPME kosullar:
ekstraksiyon stiresi: 18 dakika, karigtirma hizi: 950 rpm, alic1 faz: toluen, % 7.0 NaCl
ve pH: 8.0. Hollow-fiber mikroekstraksiyon ile optimum kosullar belirlendikten sonra
yumurtada geri alinabilirlik ¢calismalar1 yapildi. Ekstraksiyon kalibrasyon dogrular
10-1000 ng g araliginda dogrusallik gosterirken (r?: 0.9904—0.9932), permethrin icin
en diisiik tayin smirlar1 ve zenginlestirme faktorleri 2.68-8.35 ng g ve 386-532
(RSD<11.3) araliginda bulunmustur. Bu ¢alismada HF-LPME teknigi, yumurtada
permethrinin belirlenmesi basarili bir sekilde gelistirilmis ve optimize edilmistir.

Yontemde, iyi bir zenginlestirme faktorti, tekrarlanabilirlik ve diisiik tayin limiti elde



edilmistir. Sivi-s1vi ekstraksiyon gibi geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda, bu
yontem organik ¢oOziicliniin asgari tiiketimini saglarken yesil kimyaya katkida
bulunmaktadir. Onerilen ydntem, basit, ucuz, hizli ve farkli yumurta érneklerinde

pestisitlerin konsantre edilmesinde ve belirlenmesinde basariyla uygulanabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Permethrin, Yumurta, Mikroekstraksiyon, HPLC



ABSTRACT

DETERMINATION OF PERMETHRIN IN EGG BY MEANS OF HPLC/UV
SYSTEM: ENRICHMENT AND CLEAN-UP BY HOLLOW FIBER LIQUID
PHASE MICROEXTRACTION METHOD

YILMAZ, Gamze
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry, Master's Thesis
Supervisor: Associate Professor Ayla DEMIRCI
May, 2023, 104 Pages

In this work, a liquid chromatographic method based on hollow-fiber liquid phase
microextraction (HF-LPME) was developed to determine permethrin in eggs. Hollow
fiber was used as a clean-up material for enrichments of permethrin. At first, the
effects of the HF-LPME experimental parameters such as extraction time, stirring
speed, salt and pH on the enrichment factor (EF) were studied simultaneously using a
24 fractional factorial design. In the next step, centre composite design was
performed to evaluate the effects of three parameters, extraction time, stirring speed
and NaCl (%,w/v). The optimized HF-LPME conditions were as follows: an extraction
time of 18 min, a stirring speed of 950 rpm, an acceptor phase of toluene, 7.0% NaCl
and a source pH of 8.0. After optimizing hollow-fiber microextraction conditions in
terms of recoveries for eggs were studied. The extraction calibration plots were linear
over the range of 10-1000 ng g* (r?: 0.9904-0.9932) and the limits of detection
(LODs) for permethrin studied were from 2.68 to 8.35 ng g~*. Enrichment factors (EFs)
were achieved from 386 to 532 (RSD<11.3). In this study the HF-LPME technique has

been successfully developed and optimized for the determination of permethrin in



eggs. The method provides a good enrichment factor, good repeatability and low
detection limit. Compared to the traditional methods such as liquid-liquid extraction,
this method provides minimal consumption of organic solvent, which is in agreement
with green chemistry. The proposed method is simple, inexpensive, fast, and can be
successfully applied for preconcentration and determination of pesticides in different

egg samples.

Key Words: Permethrin, Egg, Microextraction, HPLC
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1. GIRIS

Pestisit, Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) tarafindan “insan veya
hayvanlarda olusabilecek hastaliklar1 tasiyict; gidalarin, tarimsal iiriinlerin, ahsap ve
ahsap irlinlerinin, hayvan yemlerinin iretimi, islenmesi, tasinmasi, depolanmasi,
pazarlanmas1 sirasinda bu uygulamalar1 olumsuz etkileyecek her tiirlii zararlinin
onlenmesi, yok edilmesi, kontrol altina alinmasi amaciyla hayvanlarin iizerinde veya
viicutlarinda bulunabilecek =zararlilarin kontrol altina alinmasi i¢in kullanilan
maddeler” seklinde tanimlanmustir [1]. Kisaca besin maddelerinin {iretimi, tiikketimi ve
depolanmasi sirasinda besin degerini bozan ve bitkilere zarar veren bdcekleri,
mikroorganizmalari ve diger zararlilar1 yok etmek i¢in kullanilan kimyasal maddelere
pestisit ad1 verilir. Bu tanimdan anlasildig1 gibi pestisitler tarimsal amagli kullaniminin

yan1 sira zararlilarin farklh alanlarda kontrol altina alinabilmesi i¢in de yaygin olarak

kullanilmaktadir [2].

1.1. Pestisitler

Pestisitler, canlilarin yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilmek amaci ile ihtiyag
duyduklar1 besin maddelerinin iiretim asamasindan tiiketimine kadar korunabilmeleri

icin kullanilan madde veya madde karigimlaridir [3].

Pestisitler, tarim tirtinlerinin hastaliklardan, zararlilardan ve yabanci otlardan korumak
amaciyla kullanilan kimyasal bazli ticari triinler olup tarimsal {iretimin
vazgecilmezidir. Pestisitler, kullanim amaglarina gére herbisit (yabani ot kontrolii),
fungusit (mantar hastaliklar1) ve insektisit (zararli hasere kontrolii) olmak iizere {i¢ ana
gruba ayrilir. Ozellikle, 1970'lerden sonra pestisitlerin kullanim1 giderek artmis ve
tirtin kalitesini korumak ve verimi artirmak amaciyla tarimsal tiretimin 6nemli bir
parcasi haline gelmistir. FAO verilerine gore 1997-2017 yillar1 arasinda kiiresel
pestisit kullanim miktar1 1.4 kat artarak 2.91 milyon tondan 4.11 milyon ton oldugu
tespit edilmistir [4]. Tiirkiye'nin pestisit kullanim miktar ise 1.6 kat artarak 54 bin tona
ulagsmustir. Pestisitler, verim kaybini azaltarak ekonomik olarak fayda saglarken,

tirtinler tizerindeki pestisit kalintilar1 tikketim yoluyla insan viicuduna ge¢mekte ve



birgok akut ve kronik hastaliga neden olmaktadir. Bunun yaninda faydali
organizmalarin yok edilmesi, toprak ve su kaynaklarinin kirlenmesi gibi ciddi ¢cevresel
sorunlara neden olurlar. Pestisitler modern tarimin ayrilmaz bir pargasit konumundadir.
Bununla birlikte, bilingsiz pestisit kullanimi insan ve gevre sagligi tizerinde olumsuz
etkiler birakmaktadir. Pestisitlerin ¢cevre ve insan sagligi sorunlari tizerindeki etkisinin
en aza indirilebilmesi icin toksikolojik etkileri tizerindeki ¢alismalarin yan1 sira esas
uygulayici olan ¢iftgilerin davranislarinin ve risk algilamalarinin incelenmesine iliskin

caligmalara da gereksinim duyulmaktadir.

1.1.1. Pestisitlerin Simiflandirilmasi

Pestisitler farkli sekilde siniflandirilmaktadir. En yaygin olan siniflandirma big¢imi

etkiledikleri canli gruplarina gore siniflandirmadir [5]. Buna gore pestisitler;

- Insektisitler (Bdcekleri dldiiren): Klorlanmis hidrokarbonlular, organik
fosforlular, karbamatlilar, sentetik pretroidler, bakteriler.

- Akarisitler (Akarlar1 6ldiiren): Amin ve hidrazin tiirevleri, kiikirtliiler,
organik kalaylilar.

- Nematisitler (Nematodlar 6ldiiren)

- Mollusisit (Yumusakgalar1 6ldiiren)

- Rodentisit (Kemirgenleri 6ldiiren)

- Avisit (Kuslan 6ldiiren)

- Fungisit (Funguslar1 o6ldiiren): Bakirhilar, kalaylilar, kiikiirtliiler,
dithiokarbamatlilar, benzimidazoller, piperazinler, triazoller.

- Bakterisit (Bakterileri 6ldiiren)

- Herbisit (Yabanci otlar1 6ldiiren): Benzimidazoller, karbamatlarlilar,
anilidler, triazinler, uraciller.

- Algisit (Algleri 6ldiiren) olmak iizere siniflandirilmaktadir.

Bu pestisitlerden en ¢ok kullanilanlart herbisitler, insektisitler ve fungusitlerdir.

Akarisitler: Keneler, hali bocekleri, toz bocekleri gibi canlilar akarlar olarak
bilinmektedir. Akarlarin kontrol edilmesinde ve 6ldiiriilmesinde kullanilan pestisitler

akaristlerdir. Akarisit olarak kullanilan bazi pestisitler Azoxystrobin, Malathion’dur.

2



Rodentisitler: Kemirgen ve fare tiirii canlilarin 6ldiiriilmesinde ve kontrol altinda

tutulmasinda kullanilir.

Avisitler: Tarim zararlis1 kuslarin 6ldirilmesinde ve kontrol altina alinmasinda
kullanilirlar.

Mollususitler: Yumusakgalarin o6ldiriilmesinde ve kontrol altina alinmasinda
kullanilirlar. Ornek olarak Thiodicarb, Methiocarb sayilabilir.

Nematositler: Nematodlarin, topraktaki segmentsiz kurtlarin 6ldiiriillmesi ve kontrol
altina alinmasi i¢in kullanilirlar. Nematosit olarak kullanilan pestisitlere 6rnek olarak;
Cadusafos, Ethoprophos verilebilir [6].

Herbisitler: Istenilmeyen yabani otlar1 temizlemek igin kullanilan kimyasal ilaglar
genel olarak herbisit olarak siniflandirilir. Pestisitlerden olan herbisitlerin kullanimi
fazla oldugu i¢in bu alandaki calismalar giin gecgtikce Onem kazanarak devam
etmektedir. Cesitli besin kaynaklarindaki herbisitlerin transferi; herbisitlerin tipine,
ortam pH’mna, sicaklik ve nem miktarina, topragin organik madde igerigine,
biiylimenin evresine ve hayvan tiirlerine baghdir. Herbisitler besin zinciri i¢inde giiclii
olduklarindan insan, hayvan ve ¢evre i¢gin tehlike arz etmektedir.

Fungusitler: Herbisit ve insektisitlerden sonra diinyada yaygin olarak kullanilan diger
bir pestisit grubu ise fungusitlerdir. Fungusitler mantarlar1 6ldiirmede kullanilmakta
ve ekonomik olarak en 6nemli pestisit grubunda yer almaktadirlar. Fungusitlerin en
genis kimyasal siniflarindan biri azole (penkonazol, mayklobutanil ve triadimenol vb.)
bilesikleridir. Ozellikle saraplik {iziimlerde ve sarapgilikta cok kullanilan bu bilesikler
sarabin 6zelliklerinin korunmasi i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Fungusitler
dogal kimyasal yapilarindan dolayr toksiktirler bu ylizden biyolojik olarak
parcalanmalar1 olduk¢a giictlir. Fungusitlerin kimyasal kalintilar1 toprakta ortaya
cikarak gida zincirine girmekte ve bu sebeple insan ve hayvan sagligi i¢in fungusitlerin
bilingli kullanimi 6nem teskil etmektedir [7].

Insektisitler: Istenmeyen boceklerin dldiiriilmesini saglayan kimyasal ilaglarin genel
ismine insektisit adi verilmektedir. Giinimiizde en ¢ok kullanilan sentetik
insektisitlerdir. Bu insektisitler arasinda en ¢ok organoklorlu (siklodienler, diklor
difenol trikloretan (DDT) vb.), organo fosforlu (kloropirifos, fention vb.), karbamat
(aldikarb, metiyokarb vb.) pestisitleri ve piretroid (permethrin, deltamethrin)

kullanilmaktadir.



|Organoklorin | [ Organofostat “iu'hn]nhr | [Piretroidier ]

1-DDT 1- Malathion 1- Propoxur 1- Deltamethrin

2-BHC 2- Temephos 2-Bendiocarb 2- Cyfluthrin
3- Fenthion 3. Carbaryl 3- Bifenthrin
4- Dichlorvos 4-Lambda-
5- Fenitrothion cyhalothrin
6- Primiphozmethyl 5- Permethrin

Sekil 1.1. Insektisitlerin Tiirleri [8]

Calismamizda kullanilan insektisit tiiri piretroid smifindan permethrindir.
Permethrinin kimyasal adi; 3-fenoksi benzil (1RS)-cis, trans-3-(2.2-diklorovinil-2.2-
dimetilsiklopropan karboksilattir ve molekiiler formiilii: C2:H20Cl203 olarak gosterilir.
Permethrin, pratik olarak ilimli toksik olmayan formiiliine gore 2. veya 3. EPA
zehirlilik sinifinda bir pestisittir. G6z ve deri tahrigine sebep olma potansiyelinden
dolay1 kesin olarak belirtilenler 2. grupta yer alir. Permethrin igeren {irlinler uyar1 ya
da dikkat etiketi tasimak zorundadir. Tarim alanlarinda kullanilan biitiin {riinler
(¢iftlik hayvanlar ve arazi kullanimlar1 disinda) suda yasayan organizmalar tizerindeki
olumsuz etkileri sebebiyle smirlandirilmis kullanimli bocek ilaglaridir. Permethrin,
kabuklu yemis, meyve, sebze, pamuk, siis bitkileri, mantar, patates ve hububat
tizerindeki bocek ¢esitlerine karst kullanilan genis spektrumlu sentetik piretroid bocek
oldiirtictidiir. Seralarda, evlerin bahgelerinde ve termit kontroliinde kullanilir. Ayrica
1sirict sinek ve hamam bocegi gibi hayvan ektoparazitlerinin kontroliinde de kullanilir.
Permethrinin toprakta ve cevrede etkisi disiiktiir. Yarilanma omrii 30-38 giin
arasindadir. Organik tiplerin disindaki topraklarda kolayca bozunabilir niteliktedir.
Toprak mikroorganizmalari permethrinin topraktaki seviyesini diisiirmede biiyiik rol

oynar. Topraga besin eklenmesi permethrin seviyesindeki diismeyi arttirabilir.



Topraga permethrin eklendiginde toprakta sodyum ve fosfor olusmasi olasilig
diismektedir. Permethrin toprak tarafindan &zellikle organik maddeler tarafindan
sikica sarmalanir. Permethrinin su tarafindan yikanmasi ve yer alt1 sularini kirletmesi
beklenmektedir ¢ilinkii permethrin toprak parcaciklari tarafindan sikica sarilir ve
neredeyse suda ¢oziinmeyen bir yapiya sahiptir. Permethrinin cis ve trans izomerleri

asagida gosterilmistir [9,10].

<

Trans-permethrin

Sekil 1.2. Permethrinin cis ve trans izomeri

1.1.2. Organik Klorlu Pestisitler (OCPs)

C, H atomlarindan olusan organik maddelerin klorlanmasiyla elde edilen, yapilarinda
ylksek oranda CI bulunan pestisitlere organoklorlu pestisitler adi verilir. 1940’larin
basinda DDT’nin insektisit 6zelliginin kesfedilmesiyle kullanilmaya baslanilmistir.
Organoklorlu pestisitler oldukga kararli yapilar olup bozunmadan uzun yillar ¢evrede
kalabilirler. Bu sebeple kalici organik kirleticiler sinifinda degerlendirilirler. Suda

cozliniirliikleri diisiik olan pestisitlerin yagda ¢o6ziiniirliiklerinin yiiksek olmasi



nedeniyle canlilarin yag dokusunda depolanirlar. Biyotransformasyonlarinin olduk¢a
yavas olmasi nedeni ile canlilarda birikmeye baglarlar. Bu olay biyoakiimiilasyon
olarak adlandirilir. Organoklorlu pestisitler bitkilerin ve hayvanlarin yag dokusunda
birikerek canlilarin besin zincirine girerler. Besin zincirinin daha iist seviyelerine
dogru gittikce canlidaki organoklorlu pestisit miktar1 artig gosterir. Bu duruma
biyomagnifikasyon adi verilir. Organoklorlu pestisitler ¢esitli akut ve kronik

zehirlenmelere yol agmakta ve organizma iizerinde ciddi problemlere yol agmaktadir.
Organoklorlu pestisitler kimyasal yapisina gore

1. Diklorodifeniletanlar
2. Klorlu siklodienler
3. Klorlu benzen ve siklohekzan yapisinda olanlar olmak iizere ii¢ ana sinifta

toplanmustir [11].

Bu c¢alismada insektisit grubunda olan permethrinin tavuk yumurtalarindaki analizi
esas alimmustir. Kiiresel olarak, organofosfat (OP) pestisitlerinin kullanimi azaldikg¢a
piretroid insektisitlerin kullanimi artmaktadir. Piretroid insektisitler, hedeflerine sinir
ve kas hiicrelerindeki sodyum-iyon kanallarinin bozulmasi ve degistirilmesi
yontemiyle ulasir. Bununla birlikte, piretroid insektisitlerinin OP ve karbamat
pestisitleri de dahil olmak iizere diger pestisit siniflarina kiyasla diisiik toksisiteye
sahip oldugu diistiniilmektedir. ABD ve Kanada'da permethrin en sik kullanilan
piretroiddir. Permethrin, zararlilar1 ve bocekleri kontrol etmek igin birkag farkli
bicimde kullanilir. Oncelikle, tarimsal ortamlarda, i¢ ve dis mekanlarda, konutlarda
insektisit olarak ekinlere piiskiirtiiliir. Permethrin disinda yaygin olarak kullanilan
diger piretroid insektisitler arasinda cypermethrin, deltamethrin, cyfluthrin, fenvalerat

ve d-fenothrin bulunur. Ancak bunlarla sinirli degildir.

Piretroid insektisitlerin yaygin ve ¢esitli kullanim1 insanlarda soluma, yutkunma ve
dermal yollar ile hastalik olusturma riski tasir [12]. Tavuk ciftliklerinden alinan
yumurta Orneklerinde ise siklikla fibronil kalintilarina rastlanmistir. Fibronil, diisiik
polariteye ve kiiciik molekiil agirligina sahiptir. Aseton ve toluen gibi diisiik polar
organik ¢oziiclilerde ¢oziiniir. Merkezi sinir sistemi aktivitesini bozmak ve hatta 6liime
neden olmak i¢in glutamatla aktive edilmis kloriir kanalinin yani sira y-aminobiitirik
asiti hedef alan ndrotoksik aktiviteye sahip etkili bir fenilpirazol insektisittir. Bir kiral

pestisit olarak, fibronil uzun zamandir kati, siv1 sprey veya graniil iiriinde karisim



olarak kullanilmaktadir. Erken zamanlarda, yiiksek toksik organofosfor pestisitlerinin

yerine fibronil kullanilmigtir. Bocekler bu insektisitlere daha duyarlidir [13].
Kimyasal yapilarina gore pestisitler asagida sekilde siralanabilir;

- Organik Klorlu pestisitler: BHC, DDT

- Organik fosfatl pestisitler: Paration, Tenitrotion

- Karbamatl pestisitler: Karbaril, Benomil

- Herbisit asitler: 2,4-D, 2,4,5-T

- Ure herbisitler: Dinuron, Linuron

- S-triazinler: Atrazin, Simazin

- Piretroidler: Deltamethrin, Cyfluthrin, Bifenthrin, Lambda-cyhalothrin,
Permethrin

- Digerleri: Kalay ve Organo-Civa bilesikleri [14].

1.1.3. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Organoklorlu Pestisit (OCP)’ler dogada kalict 6zellikte olup toprakta birikebilme
ozelligi gosterir. Cevreye ve insan sagligina olumsuz etkileri goriildiigii i¢in son
yillarda dikkat ¢ekmeye baslamistir [15]. Organoklorlu pestisitler yapilarinda klor
bulunan aromatik veya alifatik bilesiklerdir. Yapilarinda karbon, hidrojen ve klor gibi
cesitli bilesikler icerir. Bu bilesikler son derece toksik olabilirler. Bunun yani sira
dogada yavag bozunmalar1 ve toksisiteleri sebebiyle yasaklanmiglardir. Bunlar
arasinda en dikkat ¢ekici 6rnek diklorodifenil trikloroetan (DDT) ‘dir. 1930'larin
sonlarinda Isvicreli kimyager Paul Miiller'in sentezi ve daha sonra insektisit olarak
etkinliginin gosterilmesiyle bu bulus Miiller'e 1948'de Fizyoloji ve Tip alaninda Nobel
Odiilii'nii kazandirmustir [ 16]. Organik klorlu pestisitler, ¢esitli hidrokarbonlarin % 33-
67 oranlarinda klorlandirilmasiyla elde edilir. Organik klorlu pestisitler, gogunlukla
inert ve stabil olabilirler. Suda ¢6ziinmeyip organik ¢oziiciilerde, mineral, bitkisel ve
hayvansal yaglarda ¢oziiniirler. Bu birikim bazen insan ve hayvanlar tek dozda, akut
olarak zehirleyebilecek miktarin ¢ok {izerine ¢ikabilmektir. Pestisitlerin taginimi ve
yeralti sularina karigmasinda en onemli faktor kimyasal ve biyolojik 6zellikleridir.
Suda ¢oziiniirliigii ve buharlasma yetenegi yiiksek olan pestisitler kolaylikla su
dongiisiine girebilir ve ¢oziintrligi disiik, biyolojik yar1 omiirleri yiiksek olan

pestisitler toprak partikiillerine tutunarak uzun siire kalarak zamanla bu g¢evrelerde



birikmektedirler. Pestisitler toz halinde uygulanmalari durumunda riizgarlarla
tasinirlar. Ozellikle uygulama yiiksekten olursa ¢ok kiiciik partikiiller halinde havada
asili kalarak ¢ok uzaklara tasinabilirler. Bu durum riizgar ve su ile pestisitlerin

tasinmasinin bir sonucudur [17].

Permethrin gibi Piretroid (PYR) pestisitler krizantem c¢ig¢eklerinden elde edilen
piretinlerin dogal pestisit olarak modifikasyonundan elde edilen sentetik kimyasallar
igerir. Piretrinler, siklopropan karboksilik asit ve siklopentonolon alkolden iiretilen
esterlerdir. PYR pestisitleri, biyolojik aktiviteyi ve stabiliteyi iyilestirmek ve
piretrinlerin temel asit/alkol bilesimini korumak i¢in 1949'dan beri sentezlenmektedir.
Tarim, veterinerlik ve tibbi uygulamalarda iiretilen ve kullanilan bir diizineden fazla
PYR vardir. Sentetik PYR'ler ve tiirevleri, kimyasal yapilarina ve varsayilan etki
mekanizmalarina gore tip I ve tip Il olarak siiflandirilir. Genel olarak, PYR bilesikleri
olduk¢a hidrofobiktir. PYR pestisitlerinin tarimda, ormancilikta, evlerde, halk
sagliginda ve depolanan friinlerde siirekli kullanimi maruz kalma riskini
artirtr. PYR'ler, sinir sistemindeki aksonal zarlara etki ederek elektrik impulslarinin
iletimini etkiler ve sodyum kanallar ile etkileserek haserede felce yol actigi tespit
edilmistir. PYR bilesiklerinin memeliler lizerinde OP ve karbamat bilesiklerinden
daha diisiik toksisitesi vardir. Bu nedenle hassas PYR tespit yontemlerine ihtiyag
vardir. Piretrinler, su, nem ve giines 15181 varliginda giicti artirmak ve 6mrii uzatmak
icin sentetik olarak modifiye edilmis siklopropan, karboksilik asit ve siklopentenolon
alkol esterleridir. PYR bilesiklerinin kimyasal yapilari benzerdir ve piretrinlerin
temel asit/alkol bilesiminden olusur. PYR bilesikleri, sirastyla iki, dort veya sekiz
stereoizomer olusturan bir, iki veya ili¢ kiral merkeze sahip olabilir. Cogu sentetik
PYR, deltamethrin (DEL) ve esfenvalerat disinda optik olarak saf bir bilesik yerine

karmasik bir izomer karisimini temsil eder [18] .

1.1.4. Kullanim Alanlan

Organik klorlu (OC) pestisitler, hasarat kontrolii amagli kullanilmalar1 sonucu ¢evrede
uzun siire kalmalar1 ve potansiyel toksisitelerinden dolay1 ciddi problemlere yol
acarlar. Yagli dokularda biriken bu bilesiklerin hayvanlarda yiiksek seviyeye ulagsmasi,
gida zincirinde de yiiksek seviyede bulunabilecegini agik¢a gostermektedir [19].

Ozellikle et ve et iiriinleri, siit iiriinlerinde siklikla organik klorlu pestisitlerin varligina
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rastlanmaktadir. Pestisitlerin kullanim amaclar1 saglig1 korumak ve ayn1 zamanda tilke
ekonomisine katki saglamaktir. Besin maddelerinin ve diger yararli {iriinlerin iiretimini
artirmalart ve muhafaza edilmeleri esnasinda korunmalarini saglamalar1 ise
ekonomiye direkt olarak katki saglamaktadir. Bu katki sebebiyle pestisitler tarimsal
tiretime stabilizasyon garantisi saglayan ajanlar olarak belirtilirler. Pestisitlerle
artirilan tarimsal verim ve kithigin 6nlenmesi bu ajanlarin hem ekonomiye hem de
insan sagligina olan katkilarinin dikkat g¢ekici 6rnegidir [20]. Pestisit kalintilarinin
belirlenmesi, yeterli ve dogru kullanimi ve analizlerinin diizenli yapilmasi tiiketici ve
cevre sagligl acgisindan ¢ok onemli bir konudur. Pestisit kalint1 analizleri ile ilgili
birgok deneme c¢alismasi yapilmistir. Bu c¢alismalarda degradasyon egrilerinin
cikarilmasi, piyasadan arastirilan Orneklerde en yiiksek sinira uygunluklarinin
saptanmast (MRL) ve diyet ¢calismalarda toplam giinliik alim degerlerinin belirlenmesi
miimkiin olabilmektedir. Bu yapilan arastirmalarda elde edilen sonuca gore farkl

analitik yontemler uygulanabilmektedir [21].

Pestisit kalintilarinin gida veya yemlerde insan tiiketimi i¢in kabul edilemez bir risk
teskil eden seviyelerde bulunmamasini saglamak i¢in, Avrupa komisyonu tarafindan
maksimum kalint1 seviyeleri (MRL' ler) belirlenmistir. MRL'ler, gida ve yemdeki veya
gida tizerindeki pestisit kalintilar i¢in iist yasal konsantrasyon smirlaridir. Bitki ve
hayvansal kaynakli ¢ok ¢esitli gida kaynaklari i¢in ayarlanirlar ve genellikle piyasaya

stirildiikleri tirtin igin gegerlidirler [22].

1.1.5. Pestisitler ve Cevre

Pestisitler uygulandiklart alanlardan fizikokimyasal 6zelliklerine bagli olarak riizgar,
yagmur gibi etkenlerle farkli yerlere siiriiklenerek c¢evre sorunlarina sebep
olabilmektedir. Bir kismi buharlagsma yoluyla atmosferde kalici toksik madde
birikimine sebep olurken bir kismi da fotokimyasal yolla pargalanarak toksik veya
toksik olmayan maddelere doniisebilmektedir. Diger bir bolimi ise toprakta
tutulmakta, topragi kirletmekte ve toprak i¢inde kimyasal ve mikrobiyolojik
parcalanma tepkimeleri gecirmektedir. Bir kismi ise yagmur, sel ve kar sular ile
topraktan siiriiklenmekte, nehir, gdl ve deniz sularini kirletebilme o6zelliklerine
sahiptir. Tarimda pestisitlerin kullanilmas: nedeniyle hava, toprak ve su zamanla

Kirletilmektedir. Bu sebeple pestisitler, dogal besin zincirinde yer alan tiim canlilarin



hayatin1 tehdit etmektedir [23]. Hava, su ve topraga karisabilen pestisitler insan

sagligini i¢in tehlike arz etmektedir.

Pestisitler ¢evreye; atmosfer, su, toprak ve pestisitlerin yapimi ya da genis alanda
kullanimi sonucunda bulasabilmektedir. Su igerisinde istenmeyen bazi akuatik
bitkilere ya da bdceklere karsi pestisitlerin dogrudan suya uygulanmasi, pestisitli
bitkilerden topraga, toprak alt1 sularina, dolayisiyla su ekosistemine karismasi ya da
pestisitle bulagsmis atmosfer i¢indeki partikiillerin yagmur sular1 ile taginmasi sonucu
sulara pestisit bulagsmaktadir. Pestisitler dogrudan toprak yiizeyine ve igine, bitki
lizerine veya tohum ilaglamasi seklinde uygulanmaktadir. Bitki yiizeyine atilan
pestisitlerin dnemli bir kism1 topraga diismekte ve topraga diisen pestisitler toprak
tipine, ¢Ozlinlirliigiine, kaliciik ve iklim faktorlerine bagli olarak toprak iginde
zamanla hareket edebilme kabiliyetine erismektedir. Yapilan arastirmalar sonucu bazi
organik Klorlu pestisitlerin topraga uygulanmasi halinde % 50 'den fazlasinin 15-16 y1l
toprakta kalabilecegi tespit edilmistir [24]. Hayvansal besinler, 6zellikle organik klorlu
pestisitlerin birer kalint1 kaynagi olup yapilan arastirmalar hayvansal besinlerin daha
yilksek oranda pestisit kalintis1 tasidigini agikca goOstermektedir. Pestisitler
hayvanlarin  dokularinda pestisitlerin  cinsine ve derisimine baglh olarak
birikebilmektedir.

1.1.6. insan Saghg Uzerine Etkileri

Insanlar pestisitlere oral, solunum, gdéz ve deri gibi farkli yollarla maruz
kalabilmekledir. Pestisitler maruziyet miktari, pestisit tipi ve metabolizmaya bagh
olarak, basit alerjik reaksiyonlardan baslayarak kisiyi 6lime kadar gotiirebilmektedir.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO), y1lda en az 3 milyon pestisit kaynakli zehirlenme vakas1
ve buna bagli olarak yaklasik 220.000 6liim olay1 yasandigini bildirmektedir. Gelismis
ilkelerde bitki koruma iirlinlerinin pazara sunulmasina iligkin diizenlemeler {izerinde
calisgilmaktadir. Bir pestisit lriinlindeki tiim aktif maddelerin farkli biyolojik
sistemlere uygulanmasi kapsamli bir dizi testle aragtirilmaktadir. Pestisitler akut veya
tekrarlayan diisiik seviyeli maruziyet sonrasi kronik toksik etkide bulunabilirler. Akut
zehirlenme, pestisitlere maruziyet sonrasi genellikle 24 saat icerisinde meydana gelen

kalic1 olmayan zehirlenmeler olup belirtileri; karin agrisi, mide bulantisi, kusma,

10



diyare, kilo kaybi, istahsizlik, bas donmesi, bas agrisi, zihin karigiklifi, burun ve
bogazda tahris, ciltte kasinti/dokiintii, gozlerde batma, bulanik gérme, korlik ve
nadiren olimdiir. Pestisitler igerdigi aktif bilesiklerin toksik tehlike derecesine gore
siiflandirilmast WHO tarafindan yapilmistir [25]. Yas, cinsiyet, irk, sosyoekonomik
durum, beslenme diizeni, saglik durumu, maruziyet siiresi ve sekli, pestisit derisimi,
pestisitlerin etkisi ve etkisi altindaki insanlar iizerinde onemli bir etkiye sahiptir.
Pestisitlerin akut etkileri tahrise, dermatite, sistemik absorpsiyona bagli olarak 6liime
dahi sebebiyet verebilmektedir. Solunum ve kardiyovaskiiler hastaliklar, pestisitlerin
etkilerine daha duyarlidir. Astim veya siddetli alerjiler, bunlardan yanit diizeyi yiiksek
olanlardir. Pestisitlerin insanlar iizerindeki kronik etkileri kanser, dogum sonrasi
etkiler, norolojik etkiler, epilepside artis ve Parkinson, hipertansiyon, dogurganligin
ciddi Ol¢tide azalmasi ve kisirlik olarak siralanabilir [26]. Pestisitlerle insanlarin
temast, ilag iiretimi, tasima, depolama, kullanma ve ila¢ kalintist igeren triinlerin
tiketimi sirasinda olmaktadir. Bu etkilesim sonunda insan viicuduna girmeleri ise
ozellikle agiz, deri ve solunum yoluyla olmaktadir. Pestisitlerin yan1 sira, pargalanma
tirtinleri olan metabolitleri de insanlar {izerinde ciddi etkileri olabilmektedir. Bu
maddelerin bir kisminin biriktigi, bir kisminin da birikmedigi halde sinir hiicrelerinde
tahribat yaptigi icin tehlikeli sonuglari olabilmektedir. Pestisitlerin ¢ogu kanserojenik
ve alerjik etkiler gosterirler. Pestisitler, insanlarin yakin ¢evresinde bulunan ve
insanlara yarar saglayan biiylikbas, kiiclikbas ve kiimes hayvanlar1 gibi canlilar
tizerinde de olumsuz etkilere sahiptir. Hayvanlarda da insanlarda oldugu gibi
zehirlenmelere sebep olurlar. Pestisitlerin, ¢iftlik hayvanlarinin yag, siit, et ve yumurta
gibi iriinlerinde birikebilecegi goz ardi edilmemelidir. Pestisitler, suya taginmalari
sonucu baliklarda da zehirli etki gosterirler. Bu etkiler sonucu, suda yasayan canlilar

kitleler halinde 6lebilirler [17].

1.1.7. Pestisitlerin Tayin Yontemleri

Gidalarda organoklorlu pestisitlerin kromatografik tayinlerine iliskin farkli caligmalar
yapildigini literatiirdeki caligmalar acik¢a gostermektedir. Bu ¢alismalardan bazilarin

siralamak gerekirse;

G. M. M. Anwarul Hasan ve ekibi tarafindan yapilan bir calismada yumurta drnekleri

islenmeden once, kabugu cikarilarak yiiksek hizli bir karistiricida biitiin yumurta
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harmanlanmigtir. Ekstraksiyon yontemi, kiiciik degisikliklerle orijinal QUEChERS
yontemine gerceklestirilmistir [27]. Yumurta 6rneklerinden OCP'lerin ekstraksiyonu
icin toplam 10 g numune homojenize edilerek tartildiktan sonra 50
ml'lik polipropilen tiipe aktarilmistir. Daha sonra 1 g sodyum kloriir ve 20 mL (n -
hekzan: aseton = 1/1, v/v) tiip igindeki 6rnege eklenmis ve drnek vorteks karistiric ile
5 dakika iyice karistirilmistir. Karigtirilan numuneler daha sonra 10 dakika ultrasonik
banyoya alinarak daha sonra 3500 rpm'de 5 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant,
susuz sodyum siilfat ile 100 mL'lik baska bir tiipe aktarilmistir. Tim siire¢ tekrar
edilmistir. Gaz kromatografisi (GC) analizinden once, saflastirilmis ¢oziicii 0.22
um membran filtreden siiziilmiistiir. Daha sonra her bir 6ziiti GC—MS/MS Analizi
icin 2 mL'lik numune siselerine aktarilmistir. Yumurta 6rneklerinde bilinen iki
konsantrasyon: 1 pg kg ve 2 pg kg eklenmis drneklerdir. Eklenmis numuneler ve
bos numuneler arasindaki karsilastirmadan geri kazanim  performansi
degerlendirilmistir. OCP kalintilarinin geri kazanim ytizdesi (%) yumurta i¢in % 82.19
olarak tespit edilmistir.

Rafat Ahmad ve arkadaslar: tarafindan yapilan bir arastirmada Urdiin'den toplanan
yumurta, tavuk ve etten (kuzu ve dana) olusan 519 numunede organoklorlu pestisit
(OCP) kalintilart ornekler belirlenmistir. Tim numuneler, aldrin,
diklorodifeniltrikloroetan ve metabolitler (DDT'ler), dieldrin, endosulfan izomerleri,
endrin, heksaklorosiklohekzan izomerleri (HCH'ler), heptaklor, heptaklor epoksit ve
heksaklorobenzen (HCB) kalint1 icerikleri agisindan analiz edilmistir. Ornekler, 25
°C' de 8 saat boyunca Soxhlet ile ekstrakte edilmistir. Numunelerin temizlenmesi
Florisil kolon kromatografisi ile gerceklestirilmis ve analiz bir elektron yakalama
detektoriic.  (GC-ECD) ile donatilmis bir gaz kromatografisi iizerinde
yapilmistir. Sonuclar, incelenen yumurta, tavuk ve et numunelerinin sirasiyla
yumurtada % 28'inin (38/134), tavukta % 20'sinin (23/115) ve ette % 49'unun
(131/270) OCP kalintilar1 ile kontamine oldugunu gostermistir [28].

Octavio P. Luzardove arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada Kanarya Adalar
pazarlarindan toplanan {i¢ farkli tiretim tlirlinden (geleneksel, serbest dolasan ve
organik) yumurtalar tizerinde 16 polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH), 20
organoklorlu pestisit (OCP) ve 18 poliklorlu bifenil (PCB) analizi yapilmstir.
Konvansiyonel olarak iiretilen yumurtalardaki PAH konsantrasyonlari, serbest dolagan
veya organik yumurtalardan neredeyse 4 kat daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir. Se¢ilen tiire bakilmaksizin, yumurta tiiketimine dayali olarak organoklorlu
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kirleticilerin ortalama diyet alimi tahminleri, Kanarya Adalar1 niifusu i¢in ihmal
edilebilir diizeydedir. Bununla birlikte, PAH'larin medyan diyet alim tahminleri,
biiyiik 6l¢iide segilen yumurta tipine baglidir [29].

Canbay ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢calismada 20 adet bal 6rneginde, Isparta
ve cevresinde sik¢a kullanilan organofosforlu pestisit ve piretroid grubu 10 adet
pestisitin analizi yapilmistir [30]. Elde edilen veriler 1s1¢inda Isparta ve gevresinde
stkea kullanilan organofosforlu ve piretroid ester insektisitlerin kalinti miktarlari
Olctilebilir degerde bulunmustur. Kovan ballarinda diklorvos, paratiyonmetil,
methidathion ve azinfos-etil dedekte edilememistir. Bunun yaninda diazinon 0.021 ng
g’!; klorpirifos 0.024 ng g'*; malathion 0.020 ng g*; ethion 0.046 ng g*; sipermethrin
0.021 ng g; deltamethrin ise 0.019 ng g* olarak tespit edilmistir. Paketlenmis bal

orneklerinde ise, calismada yer alan pestisitlerden hicbiri 6l¢iilebilir degerde degildir.

Hepsag tarafindan yapilan bir ¢alisma ise domatesler iizerinde yapilmistir bu
calismada Mersin ili ve ¢evresindeki illerden temin edilen domates 6rneklerinde 205
farkli pestisitin taramasi yapilmistir. Domateslerde bulunan pestisitlerin Tiirk Gida
Kodeksi ve AB (Avrupa Birligi) MRL (Maksimum Residue Limiti)’ne gore
degerlendirilmis, 6rneklerin % 74’iinde pestisit kalintisina rastlanmazken, Orneklerin
%18'inde dimethoate (ortalama 3.289 mg kg™?), chlorpyrifos (ortalama, 3.528 mg kg
1Y ve endosiilfan (ortalama 2.854 mg kg?) bulunmustur. Sadece kalint1 seviyesi
dedekte edilebilen seviyenin (LOQ) iizerinde ¢ikan 4 6rnekte methomyl 0.487-0.687
mg kg, 4 6rnekte acetamiprid 0.584-0.682 mg kg araliginda tespit edilmistir. Ancak
bu degerler Tiirk Gida Kodeksi (TGK) ve Avrupa Birligi (AB) Maksimum Kalinti
Limitleri (MRL)’nin altinda degerlerdir [31].

1.2. Yumurta ve Kimyasal Yapisi

Yumurta, embriyonun gelisimi i¢in gerekli olan tiim etkili maddeleri yapisinda
bulunduran tek gida maddesi olarak 6ne ¢ikmistir. Yumurtanin % 9.5’ni kabugu, %
63’nii yumurta aki ve % 27.5’ni yumurta sarist olup yumurta kabugu mineral kaynagi,
yumurta ak1 protein kaynagi ve yumurta sarisi yag acisindan énemli ve fonksiyonel bir
biyoaktif bilesen olup insan sagligi agisindan 6nemli bir gida maddesidir. Ayrica
koruyucu amagla antibakteriyel, antiviral, anti-kanser ve hastaliklara kar1 koruyuculuk

gibi ozelliklerinden dolayi tercih sebebidir. Bir adet yumurta bir bireyin giinliik yag
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ithtiyacinin % 7.5’ni, doymus yag ihtiyacinin % 8’ni ve giinliik kolesterol alim
ihtiyacinin % 7’sini kargilayabilmektedir. Yumurta saris1 A, D, E ve K vitaminlerini
icermekte olup yumurta akinda B1 ve B12 vitaminleri bulunmakta ve B2 ve B9
vitaminleri hem sarisinda hem akinda bulunmaktadir. Yumurtanin kimyasal yapisi

tabloda gosterilmistir.

Tablo 1.1. Yumurtanin kimyasal yapis1 [32]

Yumurtanin kompozisyonu (100 g)

Bilesen Biitiin Yumurta | Yumurta Aki | Yumurta Sarist
Protein 12.0 10.2 16.1
Karbonhidrat | 1.0 1.0 1.0

Yag 10.9 - 34.1

Kiil 1.0 0.680 1.7

Yaklasik %10 kabuk, %30 sar1 ve %60 aktan ibaret olan ve %10 diizeyinde protein
igeren yumurta ortalama olarak 50-60 g agirligindadir. Tavuk yumurtasi, eriskin bir
insanin giinliik protein ihtiyacinin yaklasik olarak %10’nu karsilayabilmekte olup
yetiskin bir insanin giinliik almasi gerekli hayvansal kaynakli protein miktarinin (kadin
i¢in gilinliik 24.2 g, erkek i¢in giinliik 28.6 g oldugu diisiiniiliirse) hemen hemen 1/4'
inll bir yumurta ile karsilanabilir [33].

1.2.1. Yumurta ve Pestisit

Yumurta ve yumurta triinlerindeki pestisit kalintilar1 son dénemlerde biiyiik bir
kiiresel endise haline gelmistir. Yapilan ¢alismalarda, yumurta ve yumurta iiriinlerinde
fibronil ve metabolitleri gibi insektisitler i¢in analitik yontemler tespit edilerek
giderilmeye calisilmaktadir. Bununla birlikte, yumurtalar i¢in ¢oklu kalint1 analiz
yontemler tizerinde az sayida ¢alismalar yapilmistir. Gidalardaki pestisit kalintilarini
izlemek icin en faydali olan ¢ok kalintili analitik bir yontemdir; kullanimi insan
sagligina yonelik olasi riskleri onleyebilmek adina ¢ok Onemlidir. Bugiine kadar,
yumurta matrikslerinin ¢oklu kalint1 analizlerinde pestisitlerin ekstraksiyonu igin LC-

MS/MS ile birlestirilmis QEChERS kullanimini bildiren ¢ok az sayida ¢alisma vardir
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[34]. Yumurtanin besin zincirinde yiiksek tiiketimi nedeniyle kalitesi ve giivenligi goz
ontinde bulundurulmali ve bunun icin gegerli ve gilivenilir Onlemler
alinmalidir.  Pestisitler ve  veteriner ilaglart  yumurtada  bulunabilecek
maddelerdendir. Pestisitler, veteriner ilaglar1 ile birlikte genellikle tehlikeli
hastaliklara neden olabilecek hastaliklarin  yayilmasin1i  Onlemek amaciyla
kullanilir. Pestisitlerin kotiiye kullanilmast yumurta, siit ve bal gibi 6zellikle hayvansal
gidalarda tehlikeli sonuglara sebep olabilmektedir. Sonug¢ olarak, bu iiriinlerdeki

pestisitlerin degerlendirilmesi tiim diinyada biiyiik bir talep ve ihtiya¢ haline gelmistir
[35].

1.3. Yiiksek Performans Sivi Kromatografi (HPLC) Sistemi

Kromatografi, bir karisim igerisindeki bilesiklerin biri hareketli digeri sabit iki faz
arasindaki farkli tutunma 6zelliklerine dayanarak yapilan ayirma islemine dayanan bir
tekniktir. Kromatografi kelime anlami olarak, renkli yazilim (Chromatography:
chroma renk, graphy ise yazilim) anlamima gelmektedir. Kromatografi ilk kez
1900'lerin basinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett tarafindan kesfedilmistir. Tswett,
klorofil ve ksantofil gibi c¢esitli bitki pigmentlerini ayirmak i¢in bu ydntemi
kullanmustir. Tswett, cam bir kolonda, CaCO3 adsorbani {izerinden bitki ekstresinin
petrol eterli ¢ozeltisini gecirmis ve kolonda sar1, yesil bantlarla bir ayirma isleminin
oldugunu gérmiistiir. Kromatogram; kolondan ¢ikan maddenin derigimlerinin uygun
bir dedektor ile Olcililerek zamana karsi c¢izilen grafik olarak tanimlanmaktadir.
Grafikte X-ekseni zamani gostermektedir. Y-ekseni ise kullanilan dedektoriin dlgtiigi
fiziksel Ozelligi (absorbans, fluoresans, iletkenlik, akim, kirilma indisi vb.)
gostermektedir. Alikonma zamani genellikle dakika cinsinden verilmektedir [36].
Kromatografik analizlerde kullanilan Yiiksek Performans Sivi Kromatografi (HPLC)
son donemlerde bilim insanlar1 tarafindan zaman ve enerji tasarrufu sebebiyle tercih

edilmektedir.

Yiiksek performansli sivi kromatografi giliniimiizde analitik kimyanin en onemli
araclarindandir. Sivida ¢oziinebilen herhangi bir numunedeki bilesenleri ayirma,

tanima ve miktarin1 belirleme kapasitesine sahiptir. Giiniimiizde ppt (trilyonda bir
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kisim)  seviyesinde eser konsantrasyona sahip bilesikler bile kolayca
tanimlanabilmektedir. HPLC farmasdtik, gida, kozmetik, cevre ve endiistriyel gibi
birgok alanda kullanilmaktadir. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi veya
Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi olarak taninan HPLC teknigi; sagliktan ziraata
kadar fen bilimlerinin bir¢cok dalinda kullanilan gelismis bir kromatografi teknigidir.
Cozlinlir forma gegebilen tiim bilesikler (aminoasitler, sekerler, vitaminler,
antibiyotikler, pestisitler, gida tatlandiricilar1 ve renklendiricileri ve bunlarin tiirevleri
vb.) bu teknik ile kantitatif olarak hizli ve giivenilir sekilde tespit edilebilmektedir.
HPLC cihazin1 olusturan baslica bilesenler; mobil faz, pompa, kolon ve kolon firini,

degazor, otodrnekleyici ve enjektor, dedektorlerden olusur [37, 38].

Alag Kontrolsri
Enjeksivon Vanas

Solvant -
A&B On Kolon
o
it B0 o [
== Analitk Kolon
l | | | |
. . T Bilgisayar
P ) »
(= , _—
L Vakum Pompas: O Q0
K;txstzg1c1 Dedektor
Yuksek Basmng Pompas:
Atk

Sekil 1.3. HPLC Sistemi

Mobil faz; kullanilacak olan ¢6ziiciiyii igeren hareketli fazdir. HPLC cihazi, bir veya
daha fazla, her biri 200-1000 mL ¢dziicii igeren camdan yapilmis hazne igermektedir.
Hazne i¢inde bulunan fazlarda ¢6ziinmiis gazlar bant genislemesine ve dedektor
performansinin diismesine sebep olmaktadir. Hareketli faz, hazneye doldurulmadan

once vakum altinda siiziilerek gaz halindeki maddeler uzaklastirilmalidir.
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Kolon; ayrimin gergeklestigi esas yerdir ve se¢imi bu ylizden 6nem tasir. Eger
sistemimizde kolon firin1 da varsa sicakligi da kontrol edebiliriz ki bu ¢alismamizin
hassasiyetini arttiracaktir. Her yeni kolon ilk takildiginda iireticinin tavsiye ettigi gibi
bir mobil faz gecirilerek sartlandirilmalidir. Bu islem yaklasik 30-45 dakikadir. Ayrica
kolon degisimi yaparken de sokiilen kolonlar uygun ¢oziicii ile yikanip, her iki ucu
kapatilip saklanabilir.

Degazor; mobil fazin kolona gelene kadar sistemde olusabilecek hava kabarciklarinin
atilmasi gorevini goriir.

Oto ornekleyici ve enjektorler; ornekten istenilen miktarda ¢ekilerek mobil fazla
beraber kolona verilmesini saglar. Eski HPLC cihazlarinda manuel enjeksiyon
kullaniliyordu, bu hem hata payini arttirtyordu hem de kullanicinin cihaz basinda
beklemesini mecbur birakiyordu. Oysa oto drnekleyiciye (otosampler) sahip bir HPLC
sisteminde 90 6rnege kadar yiikleme yapilip ¢alistirilabilir.

Dedektorler; ornekteki analitleri dlciilebilir sinyallere cevirerek kantitatif analize
imkan saglar. Absorbans (UV, DAD) dedektor, floresans dedektor, kirilma indisi
dedektorii (RID), elektrokimyasal dedektor ve iletkenlik dedektorii gibi gesitleri
vardir. Hatta son zamanlarda HPLC ye kiitle dedektorii (MS) bile eszamanli olarak
entegre edilebilmektedir [39].

Yiiksek basingta yapilan kromatografide, sisteme verilmeden once, hareketli fazin
igerisindeki ¢oziinmiis gazlar uzaklastirilmalidir; aksi halde HPLC’ de, hava, hareketli
fazda, yiiksek basing altinda ¢dziineceginden, pompa basinda veya dedektor
hiicresinde, dogru analize imkan vermeyen, hava kabarciklar1 olusur. Bu durum,
dedektorden ¢ok hatali degerler alinmasina neden olur. Hareketli fazdan gaz
uzaklastirma islemi 1sitma veya vakum uygulayarak olur. Vakum Uygulama iglemi
degazor ile saglanir. Degaze islemi ozellikle, gazlarin kolayca ¢oziindiigii su, alkol ve
asetonitril veya bunlarin karigimi i¢in gereklidir [40].

Kullanilacak HPLC metodunun gelistirilmesi i¢in oncelikli olarak analizin amaci ve
gerekgeleri oncelik olarak belirlenmelidir. Bu kapsam ve amagla, analitin fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri incelenerek kullanilacak olan dedektor, mobil faz, durgun faz ve
caligsilacak olan HPLC sistemi belirlenir. Devaminda ise; metodu gelistirmek icin
ayrilacak olan zaman, enjeksiyon basina maksimum analiz zamani, birim zamanda
incelenecek olan ornek sayisi, olasi analit degradasyonlart (hidroliz, fotoliz,
dehidrasyon, termoliz vb.) ve bozunma iriinleri dngoriilerek belirlenmelidir. Son

olarak ise gecerliligin geregi olarak tayin siniri, dogrusallik, dogruluk ve kesinlik
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parametreleri tespit edilmelidir. Bu bahsedilenlerden yola ¢ikarak yapilacak agamalari

asagidaki sekilde siralayabiliriz [41].

- Omnege ait fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin belirlenmesi

- Ornek hazirlanmasna ait detaylarin belirlenmesi

- Dedektor seciminin yapilmasi

- Kromatografik ayirma kosullarinin saptanmasi

- Kromatografik kosullarin optimize edilmesi

- Muhtemel problemler i¢in 6zel ¢6ziim islemlerinin saptanmasi

- Rutin laboratuvar analizleri i¢in metodun validasyonu

HPLC, yapilar1 benzer kimyasal tiirlerin ayrilmasi ve saflagtirilmasi islemlerinde,
kalitatif ve kantitatif analizlerinde olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
Belirli bir bilesigin, sabit ve hareketli faz iistiinde, ayirt edici bir hareket sabitliginin
oldugu g6z Onilinde bulundurularak yapilan ayirmadir. Herhangi bir karisim
icerisindeki hedef bir bilesigin, diger bilesiklerden ya da safsizliklardan ayrilmasi
islemi HPLC ile rahatlikla yapilmaktadir. Saflastirma isleminde, saflastirilacak
bilesigin 6zelliklerine uygun hareketli faz ve kolon se¢imi yapildiginda iyi bir ayrim
gerceklestirilir ve ayrica yiiksek saflik elde edebilmek i¢inde diger bilesiklerin kolon
igerisindeki go¢ hizlarinin yeteri derecede birbirinden farkli olmasi gerekmektedir. Az
sayida ve bilinen tiirleri igeren karisimlardaki bilesenlerin varligini tanimak amaciyla
HPLC yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. HPLC ‘nin yaygin bir sekilde kullanilmasi
kismen hizina, basitligine ve ayirmalarda oldukga basarili olusuna ayrica ayrilan
tiirlerin kantitatif olarak belirlenmesine baghdir. Kantitatif analiz analit pikinin pik
yiiksekligi veya pik alani dlglimleri esas alinarak yapilmaktadir. Pik alani derigim ile
dogrusal olarak degismektedir. Dikkat edilmesi gereken parametreler, kolon sicakligi,
hareketli faz akis hiz1 ve numune enjeksiyon hizidir [42]. Bunlara ek olarak kolonun
asir1 yliklenilmesinden kaginilmasi gerekmektedir. Numune enjeksiyon hizinin etkisi,

kromatogramda erken gelen pikler i¢in 6zellikle dnemlidir.
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1.4. Gidalarda Pestisitlerin Kromatografik Analizlerinde Ornek

Hazirlama Tekniklerinin Gelistirilmesi

Gida analizlerinde kullanilan ¢ok ¢esitli pestisitler vardir. Analitik kimya alaninda
calisan aragtirmacilar i¢in gida ornekleri lizerinde ¢alismak olduk¢a zordur. Dogru ve
tekrarlanabilir sonuglar i¢in kromatografik tekniklerin etkili olmasi1 gerekir. Yasal
olarak giivenli tiikketim i¢in gidalardaki kalint1 analizleri diizenli bir sekilde izlenmeli
ve gerekli analizler yapilmalidir. Maksimum kalint1 seviyelerinin (MRL) saglikli
sekilde degerlendirilebilmesi i¢in 6rnek hazirlama yontemlerinin dogru tespit edilmesi
ve uygulanmasi gereklidir. Dogru ve tekrarlanabilir sonuclar elde etmek i¢in numune
hazirlama tekniklerine 6nem vermek gerekir. Birgok analizde oldugu gibi gida
ornekleri analizlerinde de 6rnek hazirlama yontemi en yorucu ve uzun kisimdir. Dogru
analizin formiilii ¢cok sayida analiz yapmaktir. Bu ylizden analitik laboratuvarlarda
numune hazirlama islemleri cok 6nemlidir. Besin kaynagina bagl olarak pestisitlerin
sayist genis bir aralikta degisebilir. Cok sayida gida matriksi iizerinde farklt numune

hazirlama yontemleri gerekmektedir [39].

Tiirkiye’de pestisit kullanimina bakildiginda ise Ege ve Marmara Bolgeleri’nde
digerlerine nazaran ¢ok daha yogun pestisit kullanilmasi sorun teskil etmektedir [43].
AB tilkelerine gore kiyaslandiginda ise Tiirkiye’de cok daha az pestisit kullanildig:
goriilmektedir [44]. Tarimsal olarak benimsenen ilke ise pestisitlerin gerekli oldugu
kadar ve gevreye, insan sagligina zarar vermeyecek diizeyde kullanilmasidir [45].
Pestisit kullaniminin yararlar1 yabani ot ve hasereleri kontrol etmek, bdceklerden
kaynaklanan hastaliklar1 azaltmak ve gida gilivenligini saglamak olsa da ekosistem
tizerindeki olumsuz etkileri olduk¢a endise vericidir. Zararlilar1 61diirmenin yani s1ra,
pestisitler, belirtilen talimatlarla ¢elisiyorsa evcil hayvanlar, kuslar, baliklar, faydali
bdcekler ve hedef olmayan bitkiler de dahil olmak iizere hedef olmayan organizmalar
igin toksik olabilmektedir [46].

Cevre ve gida orneklerindeki pestisit kalint1 analizleri yillardir diinyanin her yerinde
bir¢ok resmi ve 6zel laboratuvar tarafindan uygulanmaktadir. Pestisit kalint1 analizleri
icin en etkin yaklasim ise kuskusuz birden ¢ok pestisit sinifini iceren ¢oklu kalinti
analiz metotlaridir. Coklu kalint1 analiz metotlar1, yiiksek analiz maliyetini diistiriir ve
laboratuvarlarin  performanslarinin  artmasim1  saglayarak daha fazla talebin

karsilanmasina katk1 saglar [47]. Pestisit coklu kalint1 analizi, gida matrikslerindeki iz
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bilesenleri belirlemek i¢in kullanilan analitik bir tekniktir ve geleneksel ekstraksiyon
yontemlerinin sinirlamalarini ve dezavantajlarint ortadan kaldirmak igin solvent
ekstraksiyonu ve temizleme adimlar1 da dahil olmak iizere etkili ve kullanigh bir
numune hazirlama yaklasimina ihtiyag vardir. QUEChERS (hizli, kolay, ucuz, etkili,
saglam ve gilivenli) numune hazirlama teknigi minimum ¢oziicii saglayarak basit
ekstraksiyon ve temizleme adimlari igerir. Bu yaklagim yiiksek analit geri kazanimlari
nedeniyle pestisit kalintilarinin analizi i¢in gelistirilmis ve yaygin olarak uygulanmistir
[48]. Coklu kalint1 analiz metotlar1 yiiksek verim ve zaman ve ekonomi tasarrufu
sebebiyle son yillarda bilim insanlarinin tercihi haline gelmistir. Bu sebeple gida
analizlerinde farkli ekstraksiyon yontemleri uygulanmaktadir. Bu teknikler asagida

siralanmustir.

- Siv1 Siv1 Ekstraksiyon (LLE)

- Kat1 Faz Ekstraksiyon (SPE)

- Matriks Kati1 Faz Dagilimi (MSPD)

- Kat1 Fazli Mikroekstraksiyon (SPME)

- Manyetik Karistirma Cubugu ile Ekstraksiyon (SBSE)
- Swv1 Fazli Mikroekstraksiyon (LPME)

- Dispersif S1vi S1ivi Mikroekstraksiyon (DLLME)

- Tek Damla Mikroekstraksiyon (SDME)

- Oyuk Fiber Sivi Faz Mikroekstraksiyon (HF-LPME)

- Katilastirilmis Yiizen Organik Damla Mikroekstraksiyon (SFODME)
- Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MAE)

- Siiperkritik Akigskan Ekstraksiyonu (SFE)

- Basin¢h Siv1 Ekstraksiyon (PLE)

20



1.4.1. S1v1 Sivi Ekstraksiyon (LLE)
Birbiri igerisinde homojen olarak karigmayan iki analitin dagilmasiyla olusan

ekstraksiyon islemine s1vi sivi ekstraksiyon denir.

Cesitli maddelerin zenginlestirilmesinde ve var olduklar1 ortamdan geri kazanilmasi
gibi islemlerde sivi-sivi ekstraksiyon (LLE) islemi uygulanir. Bu metotun esasi sulu
karigmayan ornekten organik ¢oziicii yardimiyla maddenin ekstraktina dayanir. Bazi
dezavantajlara da sahiptir. Bunlardan birkagin1 siralamak gerekirse ¢evreye zarar
verebilmesi, toksik ¢oziicii ve Ornegin cok kullanilabilmesi, ¢ok fazla asamada
gercekleserek zaman alict olmasi gibi faktorler siralanabilir [49]. Prosesin uygun
sekilde diizenlenmesine olanak verdigi icin kati-sivi ekstraksiyona gore daha g¢ok
tercih edilir [50]. Enerji maliyetleri distnildigiinde son yillarda sivi sivi
ekstraksiyonun ¢ozelti bilesenlerini ayirma agisindan biiyiik bir 6neme sahip oldugu
gorilmistiir [51].

LLE genel olarak organik maddelerde kullanilan geleneksel ekstraksiyon
yontemlerinden biridir. Ekstraksiyon numuneden gelen pestisit kalintilarinin matriksi
yiiksek oranda parg¢alamasi yoluyla olur [38].

S1v1 s1v1 ekstraksiyonu iki agsamada ger¢eklestirmek miimkiindiir. Bunlar kesintili ve
siirekli olarak ikiye ayrilir. Kesintili ekstraksiyonda kati1 karigimlarin ekstraksiyonu
icin cam kapakli bir erlendeki ¢ozelti sadece ayrilacak olan maddeyi ¢ozebilen bir
¢oziicii ile bir siire calkalanir. Daha sonra aktarma, siizme ve santrifiijleme ile ayrilma
saglanir. Bu islemde Onemli olan kisim ayrilacak olan maddenin miktar1 ve
¢Ozilinlirliigline bagli olarak uygun hacimdeki bir c¢oziicii ile birkag kez
calkalanmasidir. Siirekli ekstraksiyon ise ayirma hunisi ile yapilir. Burada 6nemli olan
analit iceren ¢ozeltide analiti daha ¢cok ¢6zen ayrica analit ile de karigsmayan bir ¢oziicii
ile karistirmaktir. Analitin miimkiin oldugu kadar ayrilabilmesi i¢in ka¢ defa

karistirilmasi gerektigini matematiksel olarak hesaplamak gerekebilir [52].
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Sekil 1.4. S1v1 S1vi Ekstraksiyonun Sematik Gosterimi [53]

Pestisitler genis bir uygulama yelpazesinde yaygin olarak kullanilmaktadir ve yiiksek
tilketim oranlar1 nedeniyle uzun siire dayanabilecekleri ¢evre ve su kaynaklart gibi
yerlerde bulunurlar. Pestisitlerin genellikle tehlikeli yan etkileri vardir ve diisiik
konsantrasyonlarda bile bir dizi zararli hastaliga neden olabilir. Bu amagla, ¢evresel
orneklerden pestisitlerin ¢ikarilmasi ve belirlenmesi, numune karmasikligindan ve
bircok numunedeki diisiik pestisit konsantrasyonlarindan kaynaklanan Onemli
zorluklar sunar. Genellikle, diisiik konsantrasyonlari ve numunelerin karmagikligi
nedeniyle pestisitlerin dogrudan ekstraksiyonu ve belirlenmesi imkansizdir. Numune
hazirlamanin ana hedefleri, karisan tiirleri ortadan kaldirmak, hedef analit/analitleri
onceden konsantre etmek ve analitleri (gerektiginde) daha kararli formlara
dontistiirmektir. Bu sebeple sivi s1vi ekstraksiyon pestisit analizlerinde tercih edilen
bir yontem olarak yerini almistir [54].

Mahdavi ve arkadaslarinin yaptig1 bir caligmada ise elmada pestisit kalintilar
belirlenmistir. Bu ¢alismada elma homojenize edilerek %1 asetik asit iceren 10 mL
ACN eklenmis ve karisim yaklasik 1 dakika calkalanmistir. Daha sonra, susuz
magnezyum siilfat (4 g), sodyum kloriir (1 g) ve sodyum asetat (1.5 g) eklenerek
karisim 5 dakika boyunca 3450 rpm'de santrifiijlenmistir. Saflagtirma iglemini yapmak

i¢in ekstraksiyondan elde edilen ¢ozeltiye 0.6 g susuz magnezyum siilfat ve 0.2 g poli
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ikincil Amin (PSA) eklenmistir. Ornekler 1 dakika boyunca ¢alkalanmis ve daha sonra
3 dakika santrifiijlenmistir. Ustte kalan faz bir siringa filtresi kullamlarak filtreden
gegcirilmistir ve ardindan 1 mL 'ye buharlastirilmistir. Kalan ¢ozelti LC-MS/MS'e
enjekte edilmistir. Bu sonuglara gére elmalarda % 68 oraninda pestisit kalintis1 tespit
edilmistir. Saglik agisindan degerlenlendirildiginde tiiketicilerin yiiksek risk altinda
olmadigin1 ancak tespit edilen pestisit kalintist nedeniyle kontrol planlamasinin
yapilmasi gerektigi belirtilmistir [55].

Timofeeva ve ekibi tarafindan yapilan bir ¢alismada elma, kiraz, ahududu, portakal ve
ananas sulari siipermarketlerden (Rusya'nin Saint Petersburg kentinden) satin alinarak
malathion, diazinon, imidacloprid ve triadimefon diizeyleri belirlenmistir. ilk adimda
0.3 mL numune alinmis ve iizerine 0.6 mL asetonitril ilave edilmistir. Orek ve
asetonitril 30 s boyunca karistirilarak homojen ¢ozelti elde edilmis, 0.3 mL glikoz
cozeltisi (400 g L 1) eklenerek karisim 60 s boyunca karistirilmistir. Siringa pompast
ve karistirici, ekstraksiyon ve faz ayrimini saglamak amaciyla 20 s durdurulmustur.
Son asamada pestisit igeren tist asetonitril faz1 HPLC-MS/MS sistemine verildi. Elde
edilen sonuglara gore dogrusal kalibrasyon araliklari malathion ve triadimefon i¢in
0.01-10 mg L, diazinon igin 0.001-10 mg L™ ve imidacloprid igin 0.1-10 mg L™
olarak bulunmustur. Yontemin RSD (n=4) olarak ifade edilen tekrarlanabilirligi % 3-
% 5 araliginda tespit edilmistir [56].

1.4.2. Kati1 Faz Ekstraksiyon (SPE)

SPE ayirma teknikleri arasinda sik kullanilan bir yontemdir. Numunelerden genellikle
pestisitleri, zararli organik bilesikleri, zehirli metal iyonlarini belirlemede ve ayirmada
tercih edilen bir yontemdir [57]. SPE eser elementlerin zenginlestirilmesinde
kullanilan bir kat1 faz oziitleme teknigidir. Kat1 faz oziitleme alaninda bazi yeni
calismalar yapilmistir. Bunlar genis yiizey alani, analite karsi secicilik, asit ve bazlara
dayaniklilik, yiiksek adsorpsiyon kapasitesi gibi iyi performansli materyallerin sentezi

ve elde edilmesi ile ilgilidir. [58].
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Sekil 1.5. Kat1 faz ekstraksiyonun basit sematik gdsterimi [59]

SPE yontemi ile kiigiik ve tek kullanimlik ekstraksiyon diskleriyle veya kolonlara
dolgu maddeleri doldurularak yogunlastirma, istenmeyen bilesenlerden ayirma gibi
islemler yapilmaktadir. Daha sonraki analiz asamalari i¢in uygun matriksler, kolon ve
disk degisimleri saglanmaktadir. Kolondan gegirilme esnasinda 6rnek molekiilleri ile
dolgu maddesi olarak adlandirdigimiz tutucu madde arasinda kimyasal bir reaksiyon
meydana gelir. Bu sekilde iki ayrim meydana gelir. En ¢ok tercih edilen analiz edilecek
ornek tutucu maddeye baglanarak kolon i¢inde kalirken istenmeyen bilesenler madde
ile herhangi bir temasa gegemez ve bu sekilde uygun bir yikama ¢ozeltisi ile ayrimlari
saglanir. Analiz edilecek madde ise tutucu materyalden uygun bir ¢oziicliyle
cozdiiriilerek ayrilir. Diger yontem ise ¢ok fazla tercih edilmez. Burada istenmeyen
maddenin tutucu madde ile etkilesimi s6z konusudur. Bu yontem matrsiden ayrilmasi
zor olan maddelerde kullanilir. Matrikste istenmeyen maddeler tutucu tarafindan ¢ok
sik1 bir sekilde baglanir ve aranan madde ile tutucu madde arasinda herhangi bir
etkilesim olmaz. Uygun bir ¢oziicii kullanilarak ¢ozdiiriilerek toplanir [35].

Sivi ekstraksiyon teknikleri karsilastirilirsa SPE yonteminin daha uygun ve

uygulamasinin basit oldugu goriilecektir. SPE’nin daha farkli avantajlar1 vardir.
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Bunlar birkagini siralamak gerekirse;

- Diger siv1 sivi ekstraksiyon tiirlerine gore daha diisiik hacimde solvent
gerektirir
- Basit uygulanabilir ve zaman alic1 degildir

- SPE kartuslari kisa siireli depolama i¢in kullanilabilir [40].

Han Yeong Kaw ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢calisma yagl biyolojik numunelere
tizerinde yapilmistir. Her gida tiiriinden yaklasik 0,5 kg hemen homojenize edilmis ve
ardindan 24 saat dondurularak kurutulmustur. Tiim 6rnekler sise igerisinde bir sonraki
analize kadar -20 °C'de dondurucuda saklanmustir. Toplam 0.75 g (£0.01 g) numune
hassas bir sekilde tartilmis ve 5 mL'lik bir santrifiij tiipline alinmistir. Her numuneye
150 ng standartlar (giliglendirilmis numunelerde 150 ng karigik hedef analitler)
eklenmis ve ardindan 1.5 mL asetonitril ilave edilmistir. Sonrasinda 15 dakika
ultrasonik banyoda ekstrakte edilen numunelerden 1 mL 6rnek enjekte edilmistir. d-
SPE adsorbenti kullanilarak ekstraksiyon saglanmis ve yapilan analizde yumurtada
metoksiklor saptanmistir. Piretroid pestisitlerinin uygulanmasi biiyiikk 6l¢iide
arttigindan biyota drneklerinde yaygin olarak tespit edilmistir. Ciftlik somonlarindaki
piretroidlerin tespit sikliginin % 100 oldugu tespit edilmistir. Bu calismadan elde
edilen sonuglara gore hayvan yetistiriciligi endiistrisinde piretroidlerin artan
uygulamasinin insan sagligi ve ¢evre agisindan yiiksek antropojenik olusuma neden
oldugu saptanmustir [60].

Yang ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada ahududu, cilek, yaban mersini ve iiziim
Cin'deki siipermarketlerden satin alinmig ve drnekler homojenize edilmistir. Daha
sonra homojenize edilen 10 g numune 50 mL santrifiij tiipiine aktarilmis ve 20 mL
asetonitril ile karistirllmistir. Karisim 2.0 dakika boyunca ¢alkalanmis ve daha sonra
5.0 g sodyum kloriir eklenmistir. Tekrar 2.0 dakika boyunca ¢alkalanmigtir. Karigim
3000 rpm'de 5 dakika santrifiijlendi. Kat1 fazli ekstraksiyon (SPE), Envi-Carb kartusu
(3 mL ve 250 mg) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Daha sonra 6rnekler GC’ye enjekte
edilmistir. Bu ¢alismada 88 pestisit analizinde SPE-GC-MS sistemi kullanilmistir.
SPE yonteminin avantajlart arasinda ¢esitli meyvelere uygulanabilirligi, yiliksek
ekstraksiyon verimliligi ve diisiik matriks etkileri saglayan 6n islem ve numune basina

sadece kiiciik hacimlerde ¢oziicii kullanim1 (44 mL asetonitril, 8 mL toluen ve 1 mL
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aseton) sayilabilir. Boylece, burada aciklanan ydntem, meyve matrikslerindeki

pestisitlerin rutin kalint1 analizi i¢in uygulanabilir bulunmustur [61].

1.4.3. Matriks Kat1 Faz Dagihimi1 (MSPD)

Ideal olarak bir numune hazirlama ydntemi ayni1 anda ekstraksiyon ve saflastirma
gerceklestirebilmelidir. MSPD yontemi bu adimlar etkili bir sekilde gelistirmek i¢in
uygulanan bir yontemdir [62].

Matriks kati faz dagilimi 1989 yilinda piyasaya sunulmustur. Bu ekstraksiyon yontemi
250’den fazla ¢alismada kullanilmigtir. MSPD yOntemi ¢ok ¢esitli analitik yontemlerin
bir tiir kombinasyonunu i¢erir. MSPD isleminde numune (kat1 veya s1vi) bir cam igine
yerlestirilir. Uygun destek malzemeler kullanilir. Bunlar tiirevlendirilmis silika (C18)
veya oktadesilsiloksan (ODS) olabilir. Kat1 destek numune bir cam kullanilarak
yaklagik 30 saniye karistirilir. Karistirildiktan sonra numune bos bir kolon veya SPE
sorbentinin tizerinde eliisyondan 6nce temizlenir ve kurutulur. Siitun genellikle bos bir
siringa materyaline benzer. Paslanmaz celik veya polipropilen frit, seliiloz filtreden
olusabilir. SPE ve MSPD arasindaki temel fark numunenin kolon boyunca
dagilmasidir [42].

Bir dizi numuneden ¢esitli bilesiklerin ekstraksiyonu ve analizinde matriks kati faz
dagilimmin (MSPD) bir¢ok kullaniminin bir incelemesi saglanmaktadir. Matriks kati
faz dagilimi (MSPD), kati, yari-kat1 veya yliksek viskoziteli biyolojik numunelerin
hazirlanmasi, o6ziitlenmesi ve fraksiyonlanmasi i¢in biraz genel bir analitik islem
olarak 0zel uygulama bulmustur. Sadeligi ve esnekligi, bu amagclar i¢in daha klasik
yontemler yerine tercih edilmesine katkida bulunur. MSPD numuneye mekanik
karigtirma ile uygulanan ve numune matriksinin bir kati destek bagl fazi (SPE) veya
diger katilarin ylizey kimyasi ile etkilesimlerini i¢eren birkag basit kimya ve fizik

ilkesine dayanmaktadir [63].
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Sekil 1.6. MSPD Prosesi [64]

Matriks kati faz dispersiyonu (MSPD), giiniimiizde tek adimli ekstraksiyon i¢in yaygin
olarak kabul edilen bir tekniktir. Son yillarda MSPD'deki ilerleme, yeni ve 6zel olarak

tasarlanmis malzemelerin dahil edilmesiyle devam ederek gelisme gostermistir [65].

Kemmerich ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada Brezilya’da en ¢ok tiretilen
meyvelerden bazilar iizerinde (liziim, elma, seftali, trabzon hurmasi, incir, armut ve
ayva) kalint1 analizi yapilmistir. Bu sebeple meyveler iizerinde yapilan bir caligmada
organik bir treticiden satin aliman meyveler UHPLC-MS/MS cihazlan ile analiz
edilmistir. MSPD yonteminin uygulanabilirligini degerlendirmek igin yerel
pazarlardan elde edilen elma, seftali, armut ve erik meyve 6rnekleri analiz edilmistir.
Her numuneden 1 kg'lik bir kisim toplanarak saplar ¢ikarildiktan sonra iglenmis ve
ekstraksiyona kadar —4 °C'de muhafaza edilmistir. Ekstraksiyon prosediirii 50 mL'lik
bir tiipte 0.500 + 0.001 g numune agirligindan ve 1.0 g C18 sorbent ve 3 c¢elik top
eklenmesinden olusur. Analizi saglanan meyveler 5 pL olacak sekilde UHPLC-
MS/MS cihazina enjekte edilmistir. Elde edilen sonuglara gore meyvelerin icerisinde
133 farkli pestisit kalintis1 tespit edilmistir [66].

P.C. Abhilash ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada yerel marketlerden bazi
gida ornekleri (limon, portakal, elma, {iziim, muz, mango, havug, patates, sogan,
salatalik, domates, lahana, karnabahar, 1spanak, bugday ve yesil gram) satin alinmistir.
Ornek hazirlama asamasina gegmeden once herhangi bir pestisit olmadigim

dogrulamak i¢in tiim matriks ekstraktlari kontrol edilmistir. Optimize edilmis kosullar
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altinda, 5 g numune matriksi 500 mg Florisil ile dagilmis ve 1 g susuz magnezyum
stilfat ve 500 mg sodyum kloriir ile karigtirilmistir. N6tr aliimina (2 g) ve susuz sodyum
stilfat (500 mg) igeren bir cam siituna aktarilmistir. Daginik numune matriksi daha
sonra 10 ml n-hekzan-etil asetat karisimi (70:30, v/v) ile elde edilmis ve ayni ¢oziicti
karigiminin 10 ml'si ile tekrarlanmistir. Civili numuneler i¢in Onerilen yontemin geri
kazanimlar1 % 93 ile % 103 arasinda degismektedir ve giinliik degiskenlik % 5 ile %
10 arasinda kalmistir. 4-, B-, y- ve - HCH'nin algilama smir1 (LOD) sirasiyla 3, 6, 4
ve 5 ng g! olarak bulunmustur. Gida matriksleri ve sifali bitkilerdeki HCH
kalintilarinin analizi i¢in bu yontemin giivenilirligini ve etkinligini dogrulayan gergek
orneklerin rutin analizinde tatmin edici sonuglar elde edilmistir. Kullanilan yontem
kesin, dogru ve tekrarlanabilir olarak nitelendirilmistir. Gida matrikslerindeki HCH
kalintilarinin analizi i¢in bu yontemin giivenilirligini ve etkinligini dogrulayan gergek

orneklerin rutin analizinde tatmin edici sonuglar elde edilmistir [67].

1.4.4. Kat1 Faz Mikroekstraksiyon (SPME)

Geleneksel ornek hazirlama metotlarina alternatif olarak SPME metodu
gelistirilmistir. Kati fazli mikroekstraksiyon yontemi 6rnek hazirlama, konsantre etme,
ekstrakte etme gibi asamalar1 tek basamaga indirgemeyi basaran bir yontemdir.
Bunlarin yani sira hizli, basit, ekonomik bir ekstraksiyon yontemidir. Kullanim

kolaylig1 saglayarak karmasik bir aparat kullanimini da gerektirmemektedir.

SPME’nin performansini ekstraksiyon kosullari, fiber tipi, ekstraksiyon yontemi ve
desorpsiyon kosullar1 etkilemektedir [68].

SPME o6rnegi maddeden zenginlestirme, matriksten ayirma ve tayin etme gibi
ozelliklere sahip ve bunlar1 tek basamakta gerceklestiren bir ayirma yontemidir. Bu
yontem son Yyillarda gelistirilerek gida, ¢evre gibi bir¢cok alanda kullaniimaya
baslanmistir. SPME’nin hizl1 ve basit bir yontem olmasi avantaji iken, pahali olmasi,
diisiik tekrarlanabilirligi, kullanim miktarindaki sinirlamalar ve segiciliginin diisiik
olmasi dezavantajlari olarak siralanabilir [69].

SPME teknigi 1990 yilinda gelistirilmis ve 1993 yilinda ise ticari olarak iiretilmeye
baslanarak piyasaya sunulmustur [70]. Bu teknikte kullanilan enjekt6r dolgu materyali

fiber ile kaplidir ve fiber {izerinde de polar ya da apolar ince fiber kaplamasi vardir.
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Sekil 1.7. SPME Sistemi [71]

Her iilkenin gidalardaki pestisit analizlerinde maksimum kalint1 diizeyleri i¢in
belirledigi farkli limitler vardir. Karsilastirmali olarak yapilan bu analizlerde her
pestisit tiirtiniin detayl1 olarak incelenmedigi goriilmiistir. SPME tekniginin
gelismesiyle matriks etkisinden dolay1 pestisitlerin kararsizligi en aza indirilerek daha
temiz ozler elde etmek miimkiindiir [72].

Ayrica SPME teknigi otomatik veya yar1 otomatik ekstraksiyon teknikleri arasinda
cevresel numunelerde pestisitlerin  belirlenmesi i¢in kullanilan en yaygm
metodolojilerden biridir [73].

Wen-kui Li ve arkadaglarimin yaptigi bir ¢alismada pazarlardan piring ve elma
ornekleri satin alinmistir. Piring numuneleri ince toz haline getirilmis ve bunun 1.0 g"
50 mL % 50 metanol c¢ozeltisi ile karistirtlmistir. Ardindan 35 °C'de 20 dk.
Sonikasyona tabi tutulmustur. Elde edilen karisim 5000 rpm'de 5 dakika santrifiij
edilmis ve ekstraktlar toplanmistir. PH’1 7.6'ya ayarlanarak SPME-HPLC ile analizi
saglanmistir. Elma 6rnegi ise takip edilen prosediir piring numunesi ile aynidir. Ayni
islemler bes parti piring ve elma icin tekrarlanmistir. Yiiksek performansl sivi
kromatografisi (HPLC) ile birlikte, piring ve elma orneklerinden asetamiprid (As),
dimetipin (Dim) ve amitrole (Ami) eszamanli belirleme i¢in bir SPME-HPLC yontemi
kurulmustur. Kritik ¢ikarma parametreleri optimize edilerek analitik yontemin 0.99'un
tizerindeki dogrusal katsayilarla iyi dogrusalliga sahip oldugu kanitlanmistir. RSD %
4.9'dan az, geri kazanim % 79.3 ile % 106.8 arasinda, diisiik algilama sinir1 (LOD) ise
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As, Dim ve Ami i¢in 0.86 ile 1.38 ng g arasinda degismektedir. Arastirilan ¢alisma
ile istenilen dogrusallik, dogruluk, hassasiyet, LOD'ler ve LOQ'larin yani sira kolaylik
ve yiiksek verimlilik elde edilmistir [74].

Adalberto Menezes Filho ve arkadaglarinin mango lizerinde yaptig1 bir calismada
meyvelerin yaklasik 500 g’1 6giitiilmiis ve bir gida islemcisinde homojenize edilmistir.
Daha sonra cam siselere aktarilmistir ve kullanilincaya kadar -18°C’de saklanmustir.
Ekstraksiyon i¢in bir numune 6rnegi (3 g) 20 mL'lik bir kapta tartilarak {lizerine 50
mikrolitre ¢alisma standardi eklenmis ve dinlenmeye birakilmistir. Ardindan 10 mL
20:80 (v/v) izopropil, %5 NaCl ve pH degeri 3 olan HCI ve su karigimi ilave edilmistir.
Bu karisim 1000 rpm'de 10 dakika karistirllmigtir. Elde edilen numune 5000 rpm'de
15 dakika santrifiij edilerek iist tabaka 10 mL'lik bir dl¢iilii balon ve hacim alkol:su
karisimi ile tamamlandi. Burada kullanilan SPME elyafi (85 um poliakrilat) olarak
belirlenmistir. Elde edilen ¢dzelti 280 °C'de 5 dakika desorpsiyon i¢in GC enjektdriine
yerlestirilmistir. GC-MS ile tayin edilen analiz sonuglarina gore gelistirilen yontemin,
mangolardaki pestisit kalintilarinin nitel ve nicel olarak belirlenmesine ve biiyiik
olasilikla diger meyve ve gida matrikslerine de uygulanabilecegi belirtilmektedir.
Yontem segici ve hassastir ve 0rneklerde 14 pestisit belirlenmesine izin verilmistir.
Bunlar klofentezin, karbofuran, fenthion, tiabendazol, bifenthrin, imazalil,
difenoconazol, permethrin, prochloraz, pyraclostrobin, azoxystrobin, parathion-metil,
malathion ve diazinon’dir. Sonuglar yasal olarak kabul edilen MRL’nin altinda
cikmistir [75].

1.4.5. Manyetik Karistirma Cubugu ile Ekstraksiyon (SBSE)

Karistirma ¢ubugu sorptif ekstraksiyon c¢ok cesitli ve polar olmayan ¢odziinenlerin
orneklenmesi ve zenginlestirilmesi i¢in kullanilan ve solvent gerektirmeyen
tekniklerden birisidir. Son yillarda uygulanan popiiler bir 6rnek hazirlama yontemidir.
Tipik bir SBSE karistirma ¢ubugu ve birlestirilmis miknatis ¢ekirdekli bir cam tizerine
kaplanmis polidimetilsiloksan (PDMS) filmden olusur. Numune alma, dogrudan
daldirma veya karistirma ¢ubugunu numunenin tepe bosluguna uygulama yoluyla
gerceklesir [76]. Teknik sorptif ekstraksiyon esasina dayanir. Bir analitin

ekstraksiyonu i¢in karistirma ¢ubugunun lizerine fazla miktarda ekstraksiyon fazi
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uygulanmasi gerekir. Kullanilan ekstraksiyon fazi i¢in genellikle polidimetisiloksan

(PDMS) tercih edilir [77].

PDMS tercih edilmesinin sebebi ise diisik cam gecis sicakligi, uygun
kosullandirmadan sonra yiiksek sicakliklarda c¢ok diisiik kanama profili, ¢ok iyi
yayilma ve gegirgenlik gibi 6zellikleri siralanabilir [78]. Ortaya ¢ikisindan bu yana
SBSE gida, ¢evre ve biyolojik aragtirmalarda yaygin olarak kullanilmistir. SBSE igin
tercih edilen kaplamanin polidimetilsiloksan (PDMS) olmasi ticari olarak bir sinirlama
meydana getirmistir. Bu sebeple SBSE kullanimi apolar ve orta derecede polar

bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in kullanilir [79].

- Ekstraksiyon Fazn
{Adsorban)

<+t Ornek #
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e -

Manyet

Manyetik Bahlk

® Manyetik Karnstirien

Sekil 1.8. SBSE’nin basit sematik gosterimi [69]

SBSE’nin apolar ve orta derecede polar bilesiklerin ekstraksiyonunda tercih
edilmesinin sebebi ise yiiksek bir ekstraksiyon etkinligidir. Ozellikle son yillarda
farmasotik tUriinlerde, gidalarda, biyolojik numunelerde, dogal bilesiklerin, organik
bilesiklerin, kirleticilerin ekstraksiyonunda ¢ok sayida yeni analitik SBSE yontemleri
gelistirilmistir [80]. Pestisitler, yaygin kullanimlari, toksisiteleri ve biyolojik
birikimleri nedeniyle ¢evreyi kirleten toksik maddeler arasinda yer almaktadir.
Ozellikle insanlarin ihtiya¢ duydugu meyve ve sebzelerde tehlikeli olabilirler. Bu
nedenle, mevcut analitik yontemleri kullanarak meyve ve sebzelerdeki pestisit
kalintilarin1 izlemek ¢ok onemlidir. Bu sebeple SBSE teknigi klasik ekstraksiyon

yontemlerine gore daha iyi bir analiz sunma imkan1 verir [81].
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Pat sandra ve arkadaslar1 SBSE yontemiyle sebze, meyve ve bebek mamasi tizerinde
calismalar yapmislardir. Bu ¢alismaya gore yaklasik 15 gr sebze, meyve veya bebek
mamasi 0rnegi 100 mL'lik bir sise icerisine dogru bir sekilde tartilarak {izerine 30 mL
metanol eklenmistir. Karisim 5 dakika boyunca bir mikser kullanilarak homojenize
edilmis ve sise daha sonra 15 dakika boyunca ultrasonik bir banyoya yerlestirilmistir.
Karigimin bir kismi (yaklasik 10 mL) kapal1 20 mL’lik bir siseye yerlestirilmis ve 5000
rpm'de 5 dakika santrifiijlenmistir. 0.5 mm PDMS tabakasi (24 uL) ile kaplanmis 10
mm uzunlugunda bir SBSE karistirma ¢ubugu yardimiyla karisim 1000 rpm'de 60
dakika karistirildi. Daha sonra karistirma ¢ubugu cimbizla ¢gikarilmig damitilmis suya
kisa bir slire daldirilarak damlaciklari ¢ikarmak igin tily birakmayan dokuya
yerlestirilmistir. Elde edilen numunelerin analizi GC-MS ile yapilmistir. 10 bebek
mamasi 6rnegi analiz edilmis ve 4 tanesinde piperonil butoksit, pirimethanil (iki 6rnek)
ve bromopropylate olmak tizere 0.5-2 ppb arasinda pestisit izleri tespit edilmistir. Bu
yontemin sebze, tavuk ve piringte de etkili sonuglar verecegi tespit edilmistir. GC-MS
ile yapilan bu analizde SBSE tekniginin 350 pestisitin belirlenmesinde ppb alt1
seviyelerine kadar inebilmesi sebebiyle ¢cok yonlii analiz sagladig1 ve uygun oldugu
belirlenmistir [82].

Blasco ve arkadaslarinin portakallar iizerinde yaptig1 bir calismada 6rnegin 5 g'lik bir
kismu tartilarak 25 mL'lik bir Erlenmeyer sisesine yerlestirilmis ve 5 mL metanol ile 5
mL su eklenerek 15 dakika boyunca homojenize edilmistir. Elde edilen karigim 40 um
filtreden gecirilmistir. Filtre keki 5 mL su ile yikanmistir. Portakal ekstresinin filtrati
(15 mL) 25 mL'lik bir cam kabin igine yerlestirilmis ve 900 rpm’de 2 saat boyunca
karistirma ¢ubugu kullanilarak ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyondan sonra karigtirma
cubugu sulu numuneden cimbizla ¢gikarilarak numune matriksinin fazlaligini gidermek
icin temiz suya 1 dakika daldirilmistir. Daha sonra karistirma ¢ubugu 500 pl asetonitril
ile doldurulmus 2 mL'lik siseye yerlestirilmistir. Pestisitlerin desorpsiyonu 10 dakika
boyunca ultrasonik bir cihazla gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gére 200 gr
portakal lizerinde yapilan bir ¢alismada 1sirgantanol, karbendazim, fenthion, flusilazol,
hexythiazox, imidacloprid, methidathion, methiocarb, pyriproxyfen ve triklorfon
tayini i¢in s1vi kromatografik-kiitle spektrometrik yontemi gelistirilmistir. Bu ¢alisma
ayrica karbendazim ve hexythiazox'un sec¢ilen bilesiklerin en yaygin olan pestisit
oldugunu gostermistir. Portakallarda bulunan pestisit konsantrasyonlar1 AB veya
Ispanyol mevzuati tarafindan belirlenen simirlardan daha diisiik cikmistir. Bu da

Ispanyol portakallarinin insan tiiketimi igin iyi kalitesini gostermistir. SBSE,
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portakallardan pestisitlerin ¢ikarilmasi igin alternatif bir yontem olarak belirtilmistir.
Avantajlart basit kullanim, ihtiya¢ duyulan kiigiik ¢6ziici, numune miktarlar1 ve
yuksek seciciligidir. Elde edilen sonuglara gore gelecekte yaygin olarak uygulanan
ekstraksiyon yontemlerine hizli ve hassas bir alternatif olabilecegi igin umut verici bir

teknik oldugu belirtilmistir [83].

1.4.6. Sitv1 Faz Mikroekstraksiyon (LPME)

Sivi fazli mikroekstraksiyonun temeli klasik sivi sivi ekstraksiyona dayanir. Fakat
bundan en 6nemli farki ekstraksiyon sirasinda kullanilan sivinin mikrolitre diizeylere
inmesidir. Bu sayede ¢ozilicii kaybi engellendigi i¢in buharlastirma asamasinda
herhangi bir isleme gerek kalmaz. Sivi fazli mikroekstraksiyon isleminde maddeler
cogunlukla sulu bir faz igerisinde yer alirlar. Burada su ile karismayan alic1 faz ise

genellikle organik ¢oziiciilerdir [69].

Sivi  fazli mikroekstraksiyon (LPME) ¢evre, klinik, gida ve endiistriyel
laboratuvarlarda giderek onemli bir hale gelmistir. Geleneksel saflagtirma ve
ekstraksiyon yontemlerine kiyasla ciddi dl¢iide azaltilmis solvent ihtiyacina sahiptir
[84]. Ozellikle metallerde LPME cevresel analizlerde énemli bir numune hazirlama
teknigidir. Iyonik sivilarm da LPME ile ekstraksiyona dahil edilmesi ile oda
sicakligindaki organik tuzlarmn farkli 6zelliklerinden dolay1 ilgi odagi olmustur [85].
Sivi fazli mikroekstraksiyon (LPME), sivi-sivi ekstraksiyonuna benzer ekstraksiyon
prensibine sahip minyatiir bir ekstraksiyon teknigidir. LPME'de ekstraksiyon ve
zenginlestirme tek adimda gergeklestirilebilir. Temel LPME kombinasyonu
oziitlemenin tek bir damla ¢oziicii igerdigi bir kombinasyonudur. Gozenekli membran
destekli i¢i bos fiber LPME'nin (HF-LPME) kullanimin1 gerektiren baska bir LPME
modudur ve karmasik ¢evresel matrikslerin dogrudan ekstraksiyonu i¢in uygundur.
Iyon gifti ekstraksiyonu, kompleks olusturma, kimyasal tiirevlendirme, faz transfer
katalizi ve nanopargacik destekli kimyasal reaksiyonlar LPME’ nin duyarliligini
artiran Ozelliklerden birkagidir [86].

Teknolojideki ilerlemeler son derece verimli, giivenilir, saglam ve analitik araglarin
gelistirilmesine yol agmistir ve son teknolojik cihazlar dahi numune hazirlama islemi

Ozenle yapilmadig: takdirde yetersiz kalmaktadir. Sivi sivi ekstraksiyon yaygin bir
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numune hazirlama teknigiydi. Fakat uzun ekstraksiyon periyotlari, diisiik verim gibi

sebeplerle yerini biiyiik 6l¢iide LPME teknigine birakmistir [87].

1.4.6.1. Dagitica Siv1 Sivi Mikroekstraksiyon (DLLME)

DLLME teknigi organik ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin sulu numunelerde mikrolitre
diizeyinde uygulanmasidir. Son yillarda ortaya ¢ikan bir numune hazirlama teknigidir
[88]. Dispersif sivi stvi mikroekstraksiyon diisiik solvent, ¢alisma hizi ve basitligi gibi
nedenlerle ¢evre dostu bir numune hazirlama teknigidir. Bu nedenlerle son yillarda
bilim insanlar1 tarafindan ilgi goriip popiiler bir numune hazirlama teknigi haline

gelmistir [89].

Ekstraksiyon ¢oziiciistiniin suda ¢oziinmeyen kiiciik bir miktarinin numune iginde
dagildig: dispersif sivi stvi mikroekstraksiyon teknigi uygulama miktari agisindan en
basarili tekniklerden birisidir. Bu yontem igerisindeki gelismeler verimlilik ve

stirdiirtilebilirlik a¢isindan son derece 6nemlidir [90].
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Sekil 1.9. DLLME Sistemi [91]

DLLME hem geleneksel hemde mikro diizeyde uygulanan numune hazirlama
tekniklerinin bir kombinasyonudur [92].
Ozellikle pestisit analizleri ise DLLME nin baslica uygulama alanlarindandir [47].

Dispersif sivi sivi mikroekstraksiyon numune hazirlamada en 6nemli tekniklerden
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birisidir. Ozetleyicide kullanilan organik damlanin numuneye enjeksiyonu
gerceklestirilmeden 6nce dagitict ¢oziicii ile karistirilir. Bu ¢alkalama islemi manuel
ya da otomatik olabilir. Calkalama isleminden sonra bulaniklig1 gidermek igin santrifiij
islemi uygulanir. Organik faz bu sayede ayrilarak analitik cihaza aktarilir. DDLME’de
kullanilan dispersiyon islemi numune ve 6ziitleyici arasindaki temas yiizeyini artirir.
Bu durum ise verimi ve 6ziitleme kinetigini artirir [93].

Farajzadeh ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada kayisi, {iziim, seftali, armut, nar,
eksi kiraz ve portakal igeren yedi paketlenmis meyve suyu yerel siipermarketlerden
(Tebriz, iran) satin almmustir. Bu numuneler 5 dakika santrifiijlenerek elde edilen
siipernatantlar 1:1 (v/v) oraninda deiyonize su ile seyreltilmistir. Analitlerle
sabitlenmis 10 mL deiyonize su (200 ng /mL) veya seyreltilmis meyve suyu 5 mL cam
test tiipiine aktarilmistir. Daha sonra, ¢6zeltiye 50 mg sorbent eklenmis ve sorbentin
¢ozeltiye dagilimimi tamamlamak i¢in karisim 3 dakika boyunca calkalanmistir. Bu
adimda, analitler sorbent {izerine adsorbe edilmistir. Son olarak tortulu fazin 1 pL'si
(10 £ 0.5 pL) almarak GC'ye enjekte edilmistir. Elde edilen kromatogramlar,
penkonazoliin (32 £ 1) ng mL™ konsantrasyonunda belirlendigi iiziim suyu harig, tiim
orneklerin analitlerden arindirilmis oldugunu gostermistir. Her deney ii¢ tarafli olarak
tekrarlanmigtir. Uziim suyunda bulunan penkonazol konsantrasyonunun onerilen
Codex maksimum kalint1 sinirmin (0.4 mg kg?) altinda oldugu belirtilmelidir [94].
Abolghasem Jouyban ve arkadaglari tarafindan inek siitii iizerinde yapilan bir
calismada PET siselerde paketlenmis alt1 siit 6rnegi yerel saticilardan (Tebriz, Iran)
satin almmustir. Iki taze 6rnek dogrudan yerel bir siit sirketinden (Sarab, Dogu
Azarbaijan, Iran) elde edilmistir. Bu numuneler analizlerinden énce 4 °C'de bir
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Mevcut yontemde 5 mL numune veya analiz
igermeyen siit 0.5 mg L konsantrasyonda analitlerle sabitlenerek bir cam test tiipiine
aktarilmis ve igine 0.5 g NaCl (%10, w/v) eklenerek ¢oziilmiistiir. Daha sonra karisima
1.04 g ChCl ve 0.94 g EG eklenmis ve 1 dakika boyunca ¢alkalanmistir. Tiip, 7 dakika
boyunca termostath (50 °C'de ayarlanmig) ultrasonik bir banyoya yerlestirilmistir.
Daha sonra, karistm 4000 rpm'de 5 dakika santrifiijlenmis ve ayrilmis siipernatant
fazin tamamu (yaklasik 1 mL) ¢ikarilmistir. Son olarak, elde edilen ¢6zeltinin 1 pL'si
GC mikro siringa kullanilarak nicel analiz i¢in GC-FID sistemine enjekte edilmistir.
Elde edilen kromatogramlar, secilen analitlerle ilgili tutma siirelerinde pik olmadigin
ve segilen Orneklerin analitlerden arindirilmis oldugunu gostermistir [95]. Secilen

numunelerin yontemin verimliligi {izerindeki matriks etkilerini test etmek igin, 50 ve
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100 ng mL?' olmak iizere iki konsantrasyonda standart ekleme ydntemi
gergeklestirildi. Sonuglara gore, gergek drneklerin matrikslerinin gelistirilen yontemin

performansi lizerinde 6nemli bir etkisi olmadig tespit edilmistir

1.4.6.2. Asih (Tek) Damla Mikroekstraksiyon (SDME)

Dasgupta ve ekibi tarafindan gelistirilen bu yontem karmasik bir numune matriksinden
bazi analitlerin izole edilmesi ve zenginlestirilmesi i¢in gelistirilen basit bir numune
hazirlama yontemi olarak kabul edilen SDME organik molekiillerin analizinde, gida,
¢evre ve endiistriyel alanlarda kendine ¢alisma imkani bulmustur [96]. SDME sulu
numunelerin 6n hazirlik asamalarina yonelik 6rnek hazirlama teknigidir. SDME
tekniginin en 6nemli avantaj1 toksik organik ¢oziiciilerin kullanimini en aza indirerek
ekstraksiyon sirasinda tehlikeleri minimum diizeyde tutabilmesidir. Bu nedenle SDME

teknikleri ¢evre dostu olup ekonomik olarak da daha uygun maliyete sahiptir [97].

Daha ¢ok sulu ve gazli numunelerdeki analitlerin konsantrasyonunda ve
saflastirilmasinda  kullanilir. Mikrolitre diizeyinde ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
kullanimini igerdiginden 6nemli analitik yontemlerden biridir [98].

Tek damla mikroekstraksiyon yontemi ucuz, kullanimi kolay, giivenilir ve neredeyse
solvent kullanilmadan gerceklestirilen bir 6rnek hazirlama teknigi oldugundan bilim
insanlar1 tarafindan cokga tercih edilmektedir. SDME tekniginde konsantrasyon ve
Oziitleme minimum sayida birlestirilerek analitik sisteme aktarilir ve bu sekilde
ekstraksiyon gerc¢eklesmis olur [100].

Norma S. Pano-Farias ve arkadaglart mango iizerinde SDME teknigi kullanarak
arastirma yapmislardir. Meksika'nin Colima kentinde bulunan bir ¢iftlikten elde edilen
pestisit igermeyen mango meyveleri kullanilmistir. Mango, matriks karmagikligi,
ekonomik 6nemi ve Meksika'daki iiretimi nedeniyle secilmistir. Yikanmis 0.6 kg
mango soyulmus ve bir mutfak robotunda homojenize edilmistir. Koyu cam siselere
aktarilarak —20 ° C'de depolanmistir. 3 g homojenize mango 6rnegi 50 mL santrifiij
tiiptine aliip 9 mL %10 sulu ACN ile eklenerek 1 dakika boyunca manuel olarak
karistirlmistir. Ornek 15 dakika boyunca sonikasyona tabi tutulduktan sonra 3500
rpm'de santrifiij edilmistir. Son olarak, bu ¢ozelti SDME tekniginde kullanilmak iizere
20 mL’lik siseye aktarilmistir. SDME isleminden 6nce, kullanilan 10 uLL mikro siringa,

ekstraksiyon ¢oziiciisii (toluen) ile bes kez yikanmistir. Daha sonra, mikro siringaya 2
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pL toluen cekilerek sise kapaginin septumundan 10 mL numuneye igne daldirma
islemi uygulanmistir. Ekstraksiyon isleminden sonra, mikro damla mikro siringaya
geri ¢ekilerek GC-MS sistemine enjekte edilmistir. Elde edilen sonuglara gére RSD
%?20'den diisiik ve geri kazanim % 70-120 araliginda bulunmustur [101].
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Sekil 1.10. SDME Sistemi [99]

Ercheng Zhao ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada 5 ml portakal suyu numunesi su
ile seyreltilerek SDME isleminden 6nce santrifiijlenmistir. Her ekstraksiyondan 6nce
mikro siringa ignedeki kabarciklar1 ortadan kaldirmak i¢in ¢6ziicii ile en az 10 kez
yikanmistir. Numune ¢ozeltisi, 15 mmx4 mm karistirma ¢ubugu ile manyetik bir
karistirici ile ¢alkalanmistir. Ekstraksiyondan 6nce mikro siringaya belirli bir miktarda
organik ¢ozilicli ¢ekilmistir. Sabitlenen mikro siringa daha sonra numune sisesinin
septumuna (10 ml kapasite) yerlestirilerek numuneye enjekte edilmistir. Ekstraksiyon
tamamlandiginda, damla, mikro siringaya geri ¢ekilmis ve dogrudan GC’ye enjekte
edilmistir. Optimize edilmis SDME kosullarinda portakal sularindaki tiim hedef
analitler icin 10-500 pug L! derisim araliginda bagil geri kazanimlarin % 70’in {izerinde

¢ikmasi uygulanabilir rutin bir analitik yontem olabilecegi vurgulanmistir [102].
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1.4.6.3. Oyuk (Hollow) Fiber Sivi Faz Mikroekstraksiyon (HF-LPME)

SDME yénteminin farkli bir versiyonu olarak kabul edilen i¢i bos fiber s1iv1 faz mikro
ekstraksiyonu (HF-LPME), 1999 yilinda Pedersen-Bjergaard ve Rasmussen tarafindan
gelistirildi. HF-LPME'de, mikro damlay1 kaybetme riskini azaltmak i¢in {izerine bir
oOziitleyici mikro damlanin hareketsiz hale getirildigi bir destek olarak gdzenekli bir
fiber kullanilir. I¢i bos elyaf ayn1 zamanda pargaciklarin mikro damlaya ulagmasini
Onleyen bir koruyucu gorevi goriir ve bodylece temiz O6zler meydana getirilmesi
saglanir. Hareketsizlestirilmis sivi, alici faz/¢6zelti olarak adlandirilir ve numune

¢ozeltisi, donor faz/gozelti olarak adlandirilir [103].

HF-LPME'de hem numune hem de ekstraksiyon asamasi sabittir. Membran (HF)
yalnizca tek bir ekstraksiyon i¢in kullanilir ve numune isleme i¢in pompalar gibi
herhangi bir analitik cihaza gerek duyulmaz. HF-LPME ucuz membranlar kullanilir,

ancak ekstraksiyon adiminin otomasyonu zordur [104].

alici1 faz verici faz
(donor) S (acceptor)

analit

g6zenekli hollow fiber

Sekil 1.11. HF-LPME Sistemi

HF-LPME yontemleri, kullanilan sivi fazlarin sayisina gore iki ana simifa
ayrilabilir. Bunlar ii¢ fazli HF-LPME ve iki fazli HF-LPME yontemleridir. Ug fazli
yontem basitge, hareketsiz organik ¢6ziiciiniin veya destekli sivi zarin (SLM) iki sulu
numune ¢oOzeltisi fazina ve i¢i bos fiberin i¢inde bulunan sulu alic1 faza maruz

birakildig1 sulu-organik-sulu bir sistem olarak kabul edilir. Buna karsilik, iki fazli HF-
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LPME'de, alic1 faz ¢ozeltisi de SLM'nin organik ¢oziiciisii ile aynidir ve her ikisi de
su ile karismaz [105].

Hem iki hem de iic modda HF-LPME, karmasik biyolojik ve ¢evresel numunelerden
temiz Ozler elde ederek en iyi sekilde ekstraksiyonu saglamis olur [106].

Xiaojin Sun ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada sazan, tilapia, yilan balig1
ve turbot yerel siipermarketlerden satin alinmistir. Yenilebilir dokular homojenize
edilerek —20 °C'de dondurulmustur. Sekiz gram balik kas1 5 g aktif susuz sodyum
siilfat ile bir santrifiij tiipiinde tartilmistir. Ornek daha sonra 25 dakika boyunca 15 mL
aseton ultrasonik banyoya alinmis ve {ist sivi faz 10 dakika boyunca 5000 rpm'de
santrifiijleme ile ayrilmigtir. Daha sonra, numuneye 15 mL aseton eklenerek
ultrasonikasyon ve ayirma adimlari tekrarlanmistir. Fiber aseton i¢inde bekletilerek
havada kurutulmustur. Daha sonra 2.7 cm uzunlugunda kesilmistir. Polipropilen (PP)
hollow fiber (200 um duvar kalinligi, 1.2 mm i¢ ¢ap, 0.2 um gozenek capi) ile HF-
LPME teknigi ile ekstraksiyonu ger¢eklestirilen numunelerin analiz sonuglarina gore
HF-LPME yonteminin uygulanabilirligi tilapia, yilan balig1 ve turbot dahil olmak
tizere farkli balik tiirleri analiz ederek degerlendirilmistir. Sekiz OPP i¢in elde edilen
geri kazanimlar ti¢ balik tiirtinde % 71.8 ve % 95.2 arasinda degismekte oldugu
gbzlenmistir [107].

Wang ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismada HF-LPME yaklasimi, salatalik
orneklerindeki pestisit kalintilarin1 belirlemek i¢in kullanilmistir. 0.80 mm i¢ ¢apls,
0.16 um gozenek capli PVDF hollow fiber kullanilmistir. Daha 6nce homojenize
edilmis salatalik 6rnegi (2.0 £ 0.2 g) 10 mL'lik bir sisede tartilarak 5 mL saf su
eklenmistir. Sise 1 dakika boyunca kuvvetlice ¢alkalanmis ve ultrasonik olarak 5
dakika karigtirllmistir. Ekstrakt 3 dakika boyunca 12000 rpm'de santrifiijlenmistir.
Stipernatant bir pipetle alinarak 10 mL siseye aktarilmistir. HF-LPME teknigi ile
ekstraksiyonu yapilan numuneler UHPLC-MS /MS cihazina enjekte edilmistir. Elde
edilen sonuglara gére LOD'ler 0.01-0.31 pg kg™ ve LOQ'lar 0.05-1.00 pg kg™ arasinda
degismektedir [108].

1.4.6.4. Yiizen Kat1 Organik Damla Mikroekstraksiyon (SFODME)

SFODME yo6ntemi Khalili Zanjani tarafindan GC-FID ile endokrin bozucu polisiklik
aromatik hidrokarbonlar1 (PAH) yogunlastirmak icin gelistirilmistir. SFODME

yonteminin amaci oziitleyicilerle sulu ¢ozeltilerin algilama sistemlerine taginmasini
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ortadan kaldirmaktir. Katilastirilmis ylizen organik damla mikro o6ziitleme
(SFODME), baz1 arastirmacilar tarafindan DLLME'nin bir benzeri olarak kabul edilir,
ancak organik ¢oziicliyii ¢ozeltiden ayirma modu kendine 6zgiidiir ve bu nedenle ayri
bir LPME yo6ntemi olarak ele alinir. SFODME, yiizen organik damlaciklarin (LPME-
SFOD) katilasmasina dayali siv1 fazli mikroekstraksiyon teknigidir [109].

SFODME yontemi pestisitlere uygulanirken numune ¢dzeltisinin bir kismi uygun bir
cam kaba konur. Genellikle bir siringa kullanilarak sulu numuneye hizli enjeksiyon
yoluyla 1 pL hacimde uygun bir ekstraksiyon ¢oziiclisii eklenir. Ekstraksiyon
¢cozliciisii oda sicakligima yakin, 10-30°C araliginda bir erime noktasina sahip
olmalidir. Cozelti daha sonra Onceden belirlenmis bir siire boyunca calkalanir
(genellikle manyetik karistirma ile); bu adimda analitler organik faza ekstrakte
edilir. Santrifiijden sonra, cam kap bir buzlu su banyosuna daldirilir ve yiizen organik
¢oziicli kisa bir siire sonra katilagir. Daha sonra, katilasan ¢oziicii kiiciik bir spatula
kullanilarak konik bir siseye aktarilir, oda sicakliginda hizla eritilir ve uygun adimlar
gerceklestirildikten sonra enjekte edilir. Manyetik karistirmanin yani sira manuel
olarak da calkalanabilir [110].

SFODME, basitlik, kisa ekstraksiyon siiresi, minimum organik ¢oziicii tiikketimi ve
yuksek zenginlestirme faktorii elde etme gibi avantajlara sahiptir. Bu yontemde kolay
bozulan ve temizlenmesi zor olan konik tabanli cam tiiplerin kullanilmasina gerek
yoktur. Yiizdiriilen 6ziitleyici katilastirilir ve analiz i¢in kolayca toplanir. Geleneksel
DLLME'den farkli olarak, bulutlu bir ¢ozelti tizerinde DLLME ve SFODME
kombinasyonu ve ardindan ekstraksiyon ¢oziicliniin katilasmasi, organik dagitici
¢oziicliye ihtiya¢ duymaz. DLLME-SFO, cok daha az miktarda ekstraksiyon
¢oziiciisiine ihtiyag¢ duyar ve bu nedenle DLLME'den daha az toksiktir [112].

Li ve arkadaslar1 tarafindan bal ve su 6rneklerinde pestisit analizi yapilmistir. 1.5 g bal
numunesi ile 10.5 g deiyonize su homojen bir sekilde karistirilmis ve 0.22 mm seliiloz
membrandan siiziilmiistiir. Hazirlanan 6rnekler 4 °C sicaklikta ve karanlik bir ortamda
muhafaza edilmistir. Su Orneklerinde ise gdl suyu kullanilmig ve bardaga alinan
ornekler 4 °C sicaklikta ve karanlik bir ortamda muhafaza edilmislerdir. Su 6rnekleri
kullanilmadan 6nce 0.22 mm kalinliktaki bir zardan gegirilmistir. Kromatografik
analiz HPLC siteminde gerceklestirilmistir. Enjeksiyon hacmi 10 mL olarak

belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gére su numunelerindeki RSD degerleri % 0.9 ve
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% 6.7 arasinda degismektedir. Bal numunelerinde RSD degerleri % 9.2 ve % 0.2
araliginda degismektedir [113].
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Sekil 1.12. SFODME Prosediirii [111]

Yang ve arkadaslar1 meyve suyu 6rneklerinde analiz yapmiglardir. Dort gergek meyve
suyu oOrnegi kullanilmistir. Meyve suyu ornekleri 4 °C'de bir buzdolabinda
saklanmigtir. 50 mL'lik taze meyve suyu 10 dakika boyunca 4000 rpm'de
santrifiijlenmistir. Ekstrakt islenmeden 6nce 0.22 pm membran ile filtrelenmistir. Elde
edilen sonuglara gore dort meyve suyuna pH 7 iken ayni 6rnek ortam olusturulmustur.
Bu yontemle orneklerde hedef pestisitler tespit edilememistir. Ayrica, RSD'lerin % 0.2
ile % 7.3 araliginda olmasi, bu yontemin yiiksek tekrarlanabilirlige sahip oldugunu

gostermistir [114].

1.4.7. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MAE)

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE), dl¢limleri kolaylastirmadaki avantajlari
nedeniyle gida ve c¢evre Orneklerinden bir dizi organik kirleticinin hizli bir sekilde
ekstraksiyonu i¢in etkili bir yontem oldugundan son donemlerde biiyiik ilgi gérmiistiir.
Klasik tekniklere gore onemli Glglide daha diisiik ekstraksiyon siiresine ve ¢oziicii

tilketimine sahiptir. Genel olarak, MAE cihazlari, kontrollii basing ve sicaklik altinda
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kapal1 bir ekstraksiyon kab1 veya atmosfer basincinda odaklanmis bir mikrodalga firin

icerir [115].

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE), ekstraksiyon siiresinin azaltilmasi, ¢oziicii
ve enerji tiikketiminin yan1 sira ayni anda birden fazla ekstraksiyon gerceklestirme
olasilig1 gibi birgok avantaj sunan bir 6rnek hazirlama teknigidir. Numune hazirlamada
mikrodalga enerjisinin kullanimi ilk olarak 1970'lerin basinda elementel analiz igin
basingli kosullar altinda numune analizi i¢in ortaya ¢ikti. MAE'nin gelisimi daha sonra
gerceklesti ve organik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in mikrodalga enerjisinin ilk
uygulamas1 Ganzler ve arkadaslari tarafindan gelistirildi. 1986 yilinda yerli bir
ekipman olarak Mikrodalga kullanild1 ve dogal bir iiriiniin ekstraksiyonu ile ilgili ilk
patent 1991 yilinda Pare tarafindan alinmistir. Bu teknoloji 901 yillarda 6zellikle
kirleticilerin ve dogal iirlinlerin ekstraksiyonu i¢in laboratuvarda MAE cihazlarinin
tanitilmasiyla oldukga ilgi gordii [116].

Ekstraksiyon sirasinda mikrodalgalarin mantigi, iki cakisan mekanizma yoluyla
elektrik alan ile enerji transferinde yatmaktadir. Ik olarak, dipol rotasyonu, dipollerin
polar bilesenlerle etkilesimi ve dipollerin uygulanan alanla yeniden diizenlenmesine
bagl olarak meydana gelir, bu da 1s1 tireten zorlanmis molekiiler hareketlere neden
olur. Ikincisi, iyonik iletim, elektromanyetik radyasyon sirasinda ¢oziicii icindeki
yiklii iyonlarin hareketiyle uygulanarak cozelti icinde bir diren¢ olusturur ve
slirtinmeye neden olur. Sonug olarak 1s1 agiga ¢ikar. Bununla birlikte, gida matriksinin
mikrodalga 1s1masin1 emme ve 1s1 iiretme yetenegi, dielektrik kaybina baglidir [117].
MAE performansini etkileyen ana parametreler sunlardir: ¢oziiciiniin ve matriksin
yapisi, ¢oziicli hacmi, mikrodalga giicii ve sicaklik [119].

Mikrodalga destekli ekstraksiyonun atik olusumunu engellemesi, kirliligi azaltmasi,
cevre dostu olmasi, ekstraksiyon siiresini kisaltmasi, giivenli ve verimli olmasi baslica

avantajlar1 arasindadir [111].
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Gouri Satpathy ve arkadaslarinin 35 farkli meyve ve sebze o6rneklerinde yaptigi bir
calismada her taze meyve ve sebzeden bir veya iki kilogram blender kullanilarak 30
dakika karistirilmistir. Ornekler 1000 rpm'de 30 dk. kadar homojenize edilmis ve derin
dondurucuda —20 ° C'de muhafaza edilmistir. Analiz i¢in 10 g homojen karigimlr alt
numune bir ekstraksiyon kabina tartilarak meyve ve sebzelerde 0.025 mg kg™, 0.05
mg kg ve 0.1 mg kg konsantrasyonlar1 vermek icin standart karisik pestisit ¢ozeltisi
ile sabitlenmistir. 15 ml aseton karisimi eklenerek 5 dakika boyunca sonikasyon islemi
uygulanmistir. MAE teknigi kullanilan numunelerden elde edilen sonuglara gore
meyve ve sebze numuneleri yliksek neme (%>80) sahip oldugundan, yiiksek dielektrik
kayba sahiptir ve mikrodalga emme yeteneginin ekstraksiyon c¢oziiciisiinii ve
verimliligini arttirir, bu nedenle 1sitma iglemini kolaylastirir. Ayrica matriks iizerinde
sisme bir etkiye sahip olabilir ve analiz matriks etkilesimini etkileyebilir, bu da
analizleri ekstraksiyon i¢in daha kullanilabilir hale getirir. Mikrodalga ekstraksiyonu,
sistemin agir1 1sinmasin1 6nlemek i¢in havalandirma adimu ile ayrilmis iki rampa ile
programlanmistir. Ekstraksiyon sirasinda oOlgiilen sicaklik 75-80 ° C olarak tespit
edilmistir [120].

Guihua Fang ve arkadaglarinin bebek siitii lizerinde MAE teknigini kullanarak
yaptiklar1 bir arastirmada bebek siitii 0rneklerinde prometrin, ametrin, prometon,
cyromazine, atrazine, atraton, simetryn ve melamin pestisitlerinin aragtirilmistir. Sabit

pestisit konsantrasyonu (2 mg kg, 4 mg kg? hari¢ tiim analizler igin melamin ve
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cyromazine i¢in) metanolde hazirlanmis, 0.5 g bebek siitiine eklenerek homojenize
edilmistir. Karigim ekstraksiyondan once bir saat kuluckaya yatirilmistir. Ekstraksiyon
¢Oziiciisiinii istenilen pH'a ayarlamak icin 1 M hidroklorik asit veya 2.5 M potasyum
hidroksit  kullanilmistir. Karistirma hizi 600 rpm olarak ayarlanmistir.
Ekstraksiyondan sonra, numunelerin kapaklari agilmadan 6nce oda sicakligina kadar
sogutulmustur. Daha sonra ekstrakt 9000 rpm'de 5 °C'de 10 dakika boyunca
santrifiijlenmistir. Optimum MAE kosullar1 belirlendikten sonra, 6rnek LC-MS/MS
sistemine verilmistir. Elde edilen sonuglara gore 5-100 pg kg™ derisim araliginda tiim
pestisitler i¢in % 72- % 111 arasinda degisen ekstraksiyon geri kazanimlar1 elde
edilmigtir. Bagil standart sapmalart (RSD) % 8'den azdir. Soxhlet ile
karsilastirildiginda, MAE yonteminde daha az ¢6ziicli kullanmistir ve daha kisa bir

ekstraksiyon siiresi ile daha yiiksek geri kazanimlar elde edilmistir [121].

1.4.8. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SFE)

SFE'nin ilk uygulamalari, King tarafindan belirtildigi gibi 1970 yili baglarinda gida
endiistrisinde gelistirildi. Yillar igindeki teknolojik degisimler ile SFE, hem ekstrakte
edilmis fraksiyonlarin toplanmasi yoluyla ilgili bilesiklerin izolasyonunu hem de
istenmeyen bilesiklerin  bir matriksten ¢ikarilmasin1  saglar [122]. SFE,
laboratuvarlarda pestisit kalintilarinin ekstraksiyonu i¢in, yiiksek enstriimantal analiz
maliyeti ve her matriks i¢in ¢ok sayida parametrenin optimizasyonunu saglamak i¢in
diizenli olarak kullanilmaktadir. SFE'nin gida analizindeki en biiyiik avantajlari,
yuksek ekstraksiyon seciciligidir. Bu sayede elde edilen ekstrakt nispeten saftir ve

konsantre edilmistir [123].

SFE, oncelikle kati numunelere uygulanabilen verimli bir ekstraksiyon
yontemidir. Etkinlik, secicilik, kisa ekstraksiyon siireleri, diisiik ¢oziicli hacimleri gibi
cesitli avantajlarinin yani1 sira ciddi dezavantajlar1 da vardir. Bunlar ise zor
optimizasyon, yiiksek aparat ve bakim maliyeti, yiiksek bosluk ve seviyeleri gibi
siralanabilir. SFE teknikleri, hayvansal kaynakli gidalarda pestisit analizi i¢in yaygin
olarak kullanilir [124].
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Sekil 1.14. SFE Sistemi [125]

Sistemde CO2 gazi kullanildig1 i¢in herhangi bir tehlikeye yol agmaz ve iiriinde zararlt
bir kalinti birakmaz. Ayrica CO2 gaz1 kullanilan en ucuz c¢oziiciilerden birisidir.
Geleneksek yontemlerde kullanilan ¢oziiciiler daha pahali ve yanici olabilirken CO»
bu gibi dezavantajlara sahip degildir. Fakat bunlara ragmen SFE’nin bazi
dezavantajlar1 da vardir. Bunlardan 6ncelikli olan1 dielektrik sabitinin diisiik olmasidir.
Ciinkii diisiik dielektrik sabit bazi bilesiklerin saf olarak elde edilememesine sebep
olur. Bir digeri ise ekstraktlarda matrikslerin istenmeyen bilesenlerden bagimsiz
gelmemesi ve bu nedenle de temizlenmeye gerek duyulmasidir. Temizlenme
basamagina ise bilhassa yagl analitler icin gerek duyulmaktadir. Bu durumu
engellemek icin siiperkritik iki gaz karisimi igeren alternatif olabilecek yaklagimlar
son yillarda giindemdedir [126].

Wigfield ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada yumurta orneklerinde artisa neden
olan yirmi iki organokloriir pestisitlerin geri kazanimlari, karbondioksit kullanilarak
siiper kritik sivi ekstraksiyonu (SFE) ile gergeklestirilmistir. Yumurta Ornekleri
kabuklarindan c¢ikarilarak blender ile homojenize edilmis ve gerekli olana kadar
dondurularak saklanmistir. Coziilmiis yumurta 6rneginin bir kismi (1 g) bir beher
icinde Hydromatrix (1.2 g) ile karistirilmistir. Karigim ekstraksiyon kabina eklenmis
ve Hydromatrix (2 x 0.5 g) ile durulanmistir. SFE teknigi ekstraksiyonu yapilan

numuneler konsantrasyonlar: 1 g mL™? olacak sekilde GC’ye enjekte edilmistir. Elde
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edilen sonuglara gore 0.1 ppm seviyesinde geri kazanimlar elde edilmistir. SFE
tarafindan LOD degerleri 0.072-0.006 ppm bulunmustur [127].

Rissato ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢calismada 5 g bal 6rnegi 3 mL su ile
karistirtlarak 40 ° C'de bir su banyosunda isitilmistir. Bal 6rneklerine uygun bir
standart ¢alisma ¢ozeltisi eklenerek daha sonra karigima liyofilizasyon islemi igin 2 ¢
seliiloz tozu eklenmistir. Calkalanarak homojenize edilmis ve liyofilizasyondan 6nce
—18 ° C'de dondurulmustur. Bal 6rneklerinde pestisit geri kazanimini optimize etmek
i¢cin ekstraksiyon siiresi 10, 20 ve 30 dakikada test edilmistir. Elde edilen sonuglara
gore en iyi verim 400 barda 90 °C'de degistirici olarak asetonitril kullanildiginda elde
edilmistir. Temizleme adimu igin Florisil kartuslar1 kullanilmistir. 0.01-0.10 mg kg™
derisim araliginda bal numunelerinden pestisitlerin cogunlugu i¢in geri kazanimlar1 %

75-94 arasinda degismektedir [128].

1.4.9. Basin¢h Sivi Ekstraksiyon (PLE)

PLE ilk olarak 1996 yilinda Dionex tarafindan baslatilan yenilik¢i bir numune
hazirlama sistemi olarak tanimlanmistir. Basingli sivi ekstraksiyonu, coziiciilerin
ekstraksiyon verimliligini artirmak i¢in sicaklik ve basing kullanimina dayanan
otomatik bir numune hazirlama yontemidir ve kati ve yari kati matriksler igin
gecerlidir. PLE kosullarinda, ¢ogu c¢oziicii ornek ekstraksiyonu igin ¢ok ilging
ozelliklere sahiptir. Yiiksek sicaklik kullanimi ile analitlerin ¢ozliniirliigli artar.
Ayrica, 1s1 daha yiliksek bir difiizyon oranimi tesvik eder ve matriks-analiz
etkilesimlerinin kirilmasina yardimer olur. Ayrica, yiiksek basing ¢oziiciiyli kaynama
noktasinin altinda tutar. Yiiksek basing ve sicakligin birlikte kullanilmasi, ¢6ziiciiniin
viskozitesini ve ylizey gerilimini de azaltir. Boylece, ¢oziicii matriks yapisinda daha
verimli bir sekilde niifuz edebilir ve hedef bilesiklerin ekstraksiyonu arttirilabilir
[129]. PLE'min verimliligi, o6zellikle Soxhlet olmak iizere diger ekstraksiyon
tekniklerine kiyasla normalde daha yiiksektir [130]. PLE'de basing degisikligi normal
kaynama noktasindan daha yiiksek sicakliklarda sivilarin ekstraksiyon coziiciileri

olarak kullanilmasina izin vermek i¢in uygulanir [131].
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Sekil 1.15. PLE Sistemi [132]

PLE, Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajanst (USEPA) tarafindan
poliklorlu bifeniller (PCB'ler), organoklorin ve organofosforlu pestisitler (OCP ve
OPP), yar1 ucucular veya BNA'lar, klorlu fenoksi herbisitler ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlar1 (PAH' lar) analiz etmeye yardimc1 bir yontem olarak onaylanmistir
[133].

Choi ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada baliklarda 14 organoklorlu pestisit igin
secici basingli sivi ekstraksiyonu kullanilarak hizli bir otomatik ekstraksiyon ve
temizleme yontemi gelistirilmistir. Numuneler toplandiktan hemen sonra buz iceren
bir kutuya yerlestirilerek laboratuvara tasinmistir. Her balik 6rneginden derileri
cikarilmis ve daha sonra kas dokular1 ultra dagitici kullanilarak homojenize edilmistir.
Her numune daha sonra bir kurutucuda —70 ©°C'nin altinda dondurularak
kurutulmustur. Dondurularak kurutulmus numuneler ¢ikarilana kadar —4 °C'de
tutulmustur. PLE teknigi uygulanan numunelerden elde edilen sonuglara gore balik
dokusu 6rneginin ortalama lipit igerigi agirlik olarak %23.3 (w/w) ve standart sapma
%1.1 (n = 3) olarak bulunmustur. Ekstraksiyon hiicresine aliimina, florisil, asidik-
silika, aliimina ve silika jel veya aliimina ve asidik-silika eklenmesi ekstrakttaki lipit
miktarini 6nemli l¢iide azaltmistir. Adsorban kiitlesi basina ¢ikarilan lipid miktar
aliimina i¢in 21 mg g%, asidik-silika i¢in 20 mg g, aliimina ve asidik-silika i¢in 19
mg g birlikte, florisil i¢in 19 mg g ve aliimina-silika jel icin 16 mg g™* olarak tespit
edilmistir [134].
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Khan ve arkadaglarinin yaptig1 calismada homojenize edilmis yer elmasi ve patates
ornekleri 15000 rpm'de, numunenin bir kismi1 (200 g) ince bir macunla haline
getirilmis. Sodyum siilfat (~10 g) ekledikten sonra, PLE ekstresinin toplam hacmi (27
mL) su ile seyreltilmistir (~10 mL). Ekstrakt durulama ¢oziiciiniin eklenmesiyle
seyreltildiginden, yeterli yontem duyarliligini saglamak i¢in bir buharlasma adimina
gecilmistir. Elde edilen sonuglara gore yer elmasi 6rneklerinin analizinde karbofuran,
transfluthrin ve iprobenfos kalintilarinin sirastyla 10 (%+5), 12 (%+6) ve 8,8 (%=+3)
ng g konsantrasyonlarinda tespit edilmistir. Yer elmas1 drneklerinin yaklasik %901
herhangi bir pestisit kalintis1 icermedigi belirtilmis ve numunelerin %5'i Avrupa
Birligi MRL'lerinin iizerinde kalintilara sahip oldugu gozlenmistir. Tatli patates
orneklerinin ikisinde, yumru bitkilerinde yaygin olarak kullanilan bir herbisit olan
atrazin (EU/MRL = 50 ng g1), sirastyla 48 (%6, n = 6) ve 43 ng g (%8, n = 6)
olarak saptanmistir. Bununla birlikte, tatli patates 6rneginde sirasiyla 8.5 (%=£5, n = 6)

ve 10 (%£9, n = 6) ng g'de triflamatin saptanmistir [135].

1.5. Deneysel Tasarim

Bir deneyin tasarlanmasi temel olarak iki baslikta incelenebilir. Bunlar klasik ve
istatistiksel deney tasarimidir. Klasik deney tasariminda, faktorlerin her biri tek tek
degistirilerek diger faktorler sabit tutulur ve her kombinasyon i¢in deneyler tekrarlanir
(one-factor-at-a-time, OFAT). Bu yaklasimin dezavantaji faktorlerin birbirleri
arasindaki etkilesimi ihmal ediyor olmasidir. Her kombinasyon i¢in deneylerin
tekrarlanmasi ¢alisma i¢in harcanan zaman ve maliyeti arttirmaktadir. Ayrica fazla

kimyasal kullanim1 gerektirmekte ve yeterli glivenilir sonuglar vermemektedir.

Istatistiksel deney tasariminda ise her faktdriin tiim farkli seviyeleri igin deneylerin
tekrarlanmasina gerek yoktur. Kullanilan gesitli yontemler ile biitiinii temsil eden az
sayida deney yapilarak ¢aligma tamamlanir. Kesirli deneyler ad1 verilen bu deneylerle
pratikte uygulamacilara biiyiik kolayliklar saglanir.

Bir deney tasarim c¢alismast temel olarak asagida siralanan basamaklarda

yapilmaktadir.

- 1k asamada test edilecek kalite degiskeni tespit edilir. Kalite degiskeni ya da deney
ciktisi, iyilestirilmesi amaclanan degiskendir. Bu degisenin degeri nitel ya da nicel

olabilmektedir.
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- Sonug iizerinde etkili oldugu diisiiniilen tiim faktorler tespit edilerek deneye dahil
edilir.

- Faktorlerin belirlenmesinden sonra bu faktorlerin birbirleri arasinda etkilesim olup
olmadigina bakilir.

- Deneye dahil edilmesine karar verilen faktdrlere ve bunlarin etkilesim durumlarina
gore uygulanacak deney tasariminin tiirii belirlenir.

- Her bir faktor icin seviye tespiti yapilir. Faktorlerin seviyeleri arasindaki fark ne
¢ok kiiciik ne de ¢ok biiylik olmamalidir.

- Deneye dahil edilmeyen diger tiim faktorlerin deney sonuna kadar sabit olmasi
gerekir.

- Faktor diizey kombinasyonlar1 belirlenir.

- Deneyde kullanilacak olan makine, ekipman, ¢alisacak personel tespit edilir.
Deney esnasinda bunlarin degistirilmemesi istenir.

- Biitlin deneylerin tamamlanmasindan sonra elde edilen sonuglar, hesap tablolarina
veya Minitab gibi paket programlara girilerek sonuclar yorumlanir. Hesap tablolari
cogunlukla kullaniminin kolaylig1 nedeniyle tercih edilmektedir.

- Hesap tablolar1 kullanilacak ise normal olasilik grafigi cizilerek, etkilerin ve/veya
etkilesimlerin sonug tizerindeki etkisi tespit edilir.

- Etkili oldugu belirlenen faktér ve etkilesimlerin diizeyleri belirlenerek kalite
degiskeninin degeri hesaplanir.

- Son olarak ise dogrulama deneyleri yapilarak bulunan sonuglardan emin olunur.

Bir deneysel tasarimin secimi, arastirilacak faktor sayisi ve tiiriine dayanmalidir.

Ornegin amag, sadece faktor sayisini azaltmak ve cevaplar iizerinde etkisi en yiiksek

olan birkag¢ faktorii bulmak seklinde ise, ayrica arastirilacak ¢ok fazla faktor varsa, en

az sayida deneme yapilmasina imkan veren, ancak sadece ana faktor etkilerini dogrusal
modeller kurarak degerlendiren istatiksel deney tasarimlari segilebilir. Bu amacla

gerceklestirilen deneysel tasarim tiirleri asagida listelenmistir.

1.5.1. iki Seviyeli Tam Faktoriyel Deney Tasarimi (2X)

Cevap degiskeninin, secilen faktor (parametre) seviyelerinin tiim muhtemel
kombinasyonlart igin Ol¢iim yapildigi deneyler, tam faktoriyel tasarim olarak

adlandirilir. Klasik tasarimda cevaplar, her faktor icin sira ile incelenirken, diger
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faktorler sabit tutulur. Deneylerin incelenmesinde cevaplarin faktor diizeylerine bagl
olup olmadigimmi belirlemek i¢in, klasik tasarim yerine, faktoriyel tasarimin

kullanilmasinin iki 6nemli nedeni vardir:

- Faktoriyel tasarim, etkilesimi bulur ve tahmin eder (tek tek deney ile yapilamaz).
- Eger faktor etkileri toplanabilir ise, ayn1 kesinlik degerine ulagabilmek i¢in,
faktoriyel tasarimda klasik yaklagima gore daha az 6l¢iim yapmak yeterlidir.

Klasik tasarimlarda (tek-tek deneylerde, one-factor-at-a-time), genel olarak k sayida
faktor icin faktor tasarimina gore, ayni kesinlige ulasabilmek igin, k kez daha fazla
deney yapmak gerekir.
Analitik yontemler daha ¢ok eser miktarda madde tayinlerinde kullanildiklari igin,
Olciilen cevaplarin bagl oldugu faktor seviyelerinin, cevaplarin en biiyiik olmasini
saglayacak bi¢imde secilmesi ¢ok onemlidir. En uygun faktor diizeylerinin bulunmasi
islemine optimizasyon denir. Optimizasyonda ilk basamak, cevabi1 etkileyen
faktorlerden ve etkilesimlerden hangilerinin 6nemli oldugunun saptanmasidir. Bunun
icin, genellikle faktor diizeylerinin "diisiik" ve "yliksek" olarak bilindigi faktor tasarimi
kullanilir. Kantitatif degisken olmasi durumunda, "diisiik" ve "yiiksek" terimleri genel
anlamlarinda kullanilir. Diizeylerin dogru se¢imi analistin deneyimine, bilgisine ve
deney sisteminin fiziksel sinirlamalarina baglidir. Ornegin ¢oziicii olarak su kullaniliyor
ise, 0—100°C arasinda ¢alisilabilir.
Diizey se¢iminde karsilasilan sorunlardan bazilari asagida ele alinmistir. Kalitatif
degisken icin "yliksek" ve "diistik" ikili farkli kosullar1 gostermektedir; mekanik ya da
magnetik karistirma, kataliz kullanimi, 6rnegin toz, tanecik ve graniil olmasi gibi
faktorleri kapsar.
A, B ve C faktorlii bir sistemi ele aldigimizda, asagidaki tabloda goriildiigii gibi faktor
seviyelerinin 2x2x2 = 8 muhtemel kombinasyonu vardir. Pozitif igsaret faktoriin yiiksek
diizeyde, negatif isaret diisiik diizeyde oldugunu gostermektedir. Ilk kolon
kombinasyonlar1 gostermektedir. "1" sayisi tiim faktorlerin diisiik diizeyde (— eksi

isareti ile gosterilmistir) oldugunu gostermektedir.
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(+++)

Kombinasyon A B C Cevap
/ / (Response)

1 - - - Y1
B A + - - Y2
B - + - VE}
/ = C A
() —— =)
A Bc - + + ys
Ac + - + Ys
Ab + + - y7
Abc + + + Ys

1.5.2. Fraksiyonlu Faktoriyel Deney Tasarim (2P)

Tam bir faktoriyel deneyinin yapilabilmesindeki problem, faktor sayisi arttik¢ca deney
sayisinin da hizla artmasidir: 6rnegin iki diizeyde, k faktor igin (her diizey
kombinasyonu igin 2 deney) 2 * ! sayida deney yapmak gerekir (5 faktor icin 64
deney). Faktor sayisi tigten fazla olmasi halinde {i¢lii ve daha yiiksek etkilesimlerin
thmali ile deney sayis1 azaltilabilir. Bu etkilesimlere ait kareler toplam1 birlestirilerek
bakiye kareler toplami bulunur. Bu durumda tekrarli deneylere gerek yoktur. Buradaki
mantik, yiiksek dereceli etkilesimlerin temel etkiden ve iki-faktor etkilesimden cok
kiiclik oldugunun kabul edilmesidir. Yiiksek dereceli etkilesimler ihmal edilebilirse,
faktor diizeylerinin muhtemel kombinasyonlarinin uygun bir fraksiyonu temel ve iki-
faktor etkilesimlerinin bulunmasinda yeterli olacaktir. Bu tiir bir deney tasarimi kismi

(fraksiyonlu) faktoriyel tasarim (FFD) olarak adlandirilir.

Faktor tasariminda bir bagka problem, faktorlerin siirekli degiskenler olmasi
durumunda etkinin, kullanilan yiiksek veya diislik diizeylerine bagli olmasidir. Eger
yuksek ve diisiik diizeyler birbirlerine ¢ok yakin ise, tiim muhtemel faktor diizeyleri
boyunca bu faktoriin etkisi ihmal edilemeyecek bile olsa, ilgili faktore ait etki anlaml
bulunmayabilir. Diger taraftan, diizeyler birbirlerinden uzak ise etki, bir maksimumun

her iki tarafina da diisebilir fakat yine de cevaplarda anlamli olmayan bir fark verebilir.
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1.5.3. Plackett-Burman Deney Tasarimi

Plackett-Burman deney tasarimi, 1946'da Plackett ve Burman tarafindan gelistirilmis
iki seviyeli kesirli faktoriyel tasarimlardir. Bu tasarimin temel amaci, bir¢ok sayida

faktor igerisinden hangilerinin sonug lizerinde etkili oldugunu tespit etmektedir.

Tablo 1.2. 4 faktor i¢in Placett-Burman deneysel tasarimi

Diizeyler
Diisiik Yiiksek

Faktorler - +
A - +
B — +
C - +
D - o
Deney Faktorler

A B C D
1 + - + =
2 - il _ -
3 + + - +
4 - - + +
5 - + + +
6 + + + -
7 — + + _
8 + — _ _
9 + - + +
10 - + -
11 + + _ +
12 - — _ +

Bu tasarim tiirlinlin en biiyiik avantaji diger tasarim tiirlerine gore daha az sayida
deneme gerektirmesi olup, dezavantaj1 ise yapilarinin karmagik olmasidir. N sayida
deneyde, k=N-1 degisken oldugunda ve deney sayis1 N'in 4'{in kat1 oldugu durumlarda
kullanilmaktadir. Plackett-Burman tasarimlar1 kiibik olup, geometrik olmayan
tasarimlar olarak adlandirilmaktadir. Plackett-Burman tasariminda deney tekrar sayisi,

4'in katlar1 seklinde belirlenmektedir (8, 12, 16, 20, 24, 32, 36, 40). Tasarlanan bir
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deneyin 32 faktorii oldugunu varsayarsak Plackett-Burman tasarimi kullanilir ise 36
deney yapilmasini gerektirmekte, buna karsilik ¢oziniirlik III tipindeki kesirli
faktoriyel deneyler 64 deney gerektirmektedir. Tablo 1.2.'da 4 faktor igin, Plackett-
Burman tasarimi i¢in olusturulan deneysel tasarim 6rnegi ve yapilacak deney listeleri

verilmigtir.

1.6. Yiizey Yamt Tasarimlari

Klasik yontemlerin yakarida belirtilen dezavantajlar1 Yiizey Yanit Yontem (Response
Surface Methodology, RSM) gibi istatiksel deneysel tasarim ile elde edilen
parametrelerin optimizasyonu ile giderilebilir. Yiizey yanit yontemlerinde amag,

optimum veya kabul edilebilir deney kosullarinin belirlenmesidir.

RSM' de kompleks etkilesimlerin (ikili-liglii etkilesimler) varliginda yontem
gelistirme, iyilestirme ve optimizasyonda kullanilan istatistiksel ve matematiksel

yontemlerin bir kombinasyonudur.

Yiizey yanit yontemleri genellikle ii¢c temel basamaktan olusur:

- Tasarim deneylerin gerceklestirilmesi

- Regresyon ile ylizey modelleme

- Optimizasyon
Lineer modelleme, deneysel verilerin aciklanmasinda yetersiz kaliyorsa faktoriyel
deneysel tasarim tekniklerini kullanmak gerekir. Cevap fonksiyonlarinin
belirlenmesinde en yaygin kullanilan tasarimlar, tam faktoriyel (Full Factorial Design,
FFD), fraksiyonel faktoriyel tasarim (Fractional Factorial Design, FFD), merkezi
kompozit tasarim (Central Composite Design, CCD), Placket-Burman, Box-Behnken,
Doehlert tasarimlar ve karigsik tasarimlardir. Mikroekstraksiyon tekniklerinde
parametre sayisinin ¢oklugunda dolay:1 fraksiyonel faktoriyel tasarimlar ve CCD en

cok tercih edilen deney tasarimlaridir.
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1.6.1. Tam Faktoriyel Tasarim (2%, 3Kya da karisik seviyeli)

Bu tasarimlarda, yapilacak olan denemelerde faktor seviyelerinin olasi siralanis

bi¢imleri bulunur. k sayida faktor i¢in yapilacak olan deneme sayis1 2k veya 3k

seklinde olur. Ek olarak olarak hem 2, hem de 3 ve lizerinde seviyeli faktdrlerin oldugu

karisik tam faktoriyel tasarim kullanilabilir. Nicel faktorlerin bagimli degiskenlere

olabilecek etkisinin lineer olmadigindan siliphelenildigi durumlarda ve nitel bir

faktorde 3 seviye olmasi gerektigi durumlarda 3k veya karigik tasarimin kullanilmasi

yararli olabilir. Faktor sayisi 4 ve tizerinde oldugunda, 3k tasariminda deneme sayisi

>81 seklinde ¢ok fazla olacagi i¢in 2k tasarimi kullanilabilir, ancak mutlaka en az 2

adet orta nokta ilave edilmelidir.

1.6.2. Merkezi Kompozit Tasarim (CCD)

Merkezi kompozit tasarim, ardisik deneysel tasarim i¢in ¢ok uygun bir yontemdir Cok

fazla sayida deney yapmaya gerek olmadan, deneylerin uygunlugu hakkinda yeterli

miktarda bilgi saglamaktadir.

Box-Wilson tarafindan sunulan bu tasarim baslica:

Tam ve fraksiyonlu faktoriyel tasarim
Star tasarim (degisken sayisina bagli olarak merkezden o uzakliginda olan
noktalardan)
Merkez (orta deger) noktadan olugmaktadir.
CCD asagida belirtilen 6zelliklerle agiklanabilir:
Toplam deney sayis1 N = 2% + 2k + C esitligi ile verilir.
- k: faktor (parametre) sayisi
- C: merkez noktadaki tekrar sayisi
0, faktor sayisina bagli olarak degisen bir degerdir ve 26 esitligi ile verilir.
Iki, {i¢ ve dort faktor igin a degerleri sirasiyla 1.41, 1.68 ve 2.00 olarak verilir.

Tiim faktorler bes seviyede verilir (—a, -1, 0, +1, + a)

54



Sekil 1.16.'da iki ve ti¢ degiskenli CCD verilmistir.

Tablo 1.3.'de ise CCD'ye ait deneysel matriksdeki kodlanmis degerler
gosterilmektedir.

s (b)t
(a) N 8
-
B| o 0 o B o Dﬁf{; 0
Q ) n
- B »
A A kta

a b
A B A B C
Faktoriyel Tasarim - - Faktoriyel Tasarim - - -
+ - + - -
- + - + _
+ + + + —
- - +
+ - +
- + +
Eksen Noktalar —a 0 Eksen Noktalar —a 0 0
a 0 a 0 0
—a 0 —a 0
0 o 0 o 0
0 0 —a
0 0 a
Merkez Nokta 0 0 Merkez Nokta 0 0
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1.6.3. Box Behnken Tasarimi

Bu tasarim, CCD tasariminin aksine iginde tam veya kismi faktoriyel tasarim
igermeyen ti¢ seviyeli tasarimlardir. Tiim tasarim noktalari, bir kiibilin veya hiperkiibiin
kenarlarinin ortasinda bulunur ve bu noktalarin hepsi bir kiirenin ylizeyine
yerlestirilmistir. Bu tasarimlarda 1. ve 2. dereceden model katsayilarmin etkili bir
sekilde tahmini saglanabilir. Ancak bu tasarimin kullanilabilmesi i¢in en az iig
faktoriin nicel olmasi gerekir. Ayni sayida faktoriin oldugu durumlarda, CCD
tasarimina gore daha az nokta i¢erdigi i¢in, daha ekonomiktir. Fakat i¢inde faktoriyel
tasarim bulundurmadigl i¢in ardigik sirali denemeler i¢in uygun olmadigi, yani
yapilmis bir faktoriyel tasarimdaki denemelerle birlestirilemeyecegi goz oOniinde
bulundurulmalidir. Bu tasarimda, CCD tasariminda oldugu gibi eksen noktalari
bulunmadig: i¢in faktor seviyelerinin alt ve {ist limitlerinin disina ¢ikilmaz. Ayrica,
tim faktorlerin ayni anda diisiik (—) ve ayni anda yiiksek (+) oldugu denemeler
bulunmaz. Ug faktdrlii Box Behnken tasariminda 15 adet ve dort faktorlii tasarimda

ise 27 adet deneme yapilmasi gerekmektedir.

1.6.4. Doehlert Tasarim

Doehlert tasarimi, baska faktor araliklarina gecebilme ve genisletilebilme gibi
Ozelliklere sahip olan karesel modeller olusturan bir tasarimdir. Tiim ana faktor
etkileri, birinci dereceden etkilesimler ve karesel etkiler birbirine karistirilmadan
tahmin edilebilir. CCD tasarimlariyla benzer 6zelliklere sahiptir. Geometrik olarak,
hiper-iiggenler (simpleks) igeren i¢ ige gegmis ¢ok yiizlii sekillerdir. Faktor sayisinin
k oldugu ve merkez noktasi icermeyen durumda deneme sayist N= 1 + k + k2
seklindedir. Bu tasarimlara mutlaka 3—4 adet merkez noktasi eklenmesi tavsiye

edilmektedir.
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1.6.5. D-Optimal Tasarim

Bu tasarimda faktor seviyelerinin olusturdugu deneysel bolge, diizenli hiper-licgen
seklinde degildir, diizensiz ¢ok yiizlii seklindedir. Klasik tasarimlarin uygulanmasinin
miimkiin olmadigi, faktoér seviyelerinde c¢esitli kisitlamalar oldugu, dolayisiyla
diizensiz sekilli deneysel bolgenin olustugu, nitel faktorlerin fazla oldugu ve ikiden
fazla seviyelerinin oldugu hem proses hem de formulasyon bilesen faktorlerinin

birlikte oldugu durumlarda tercih edilebilir.

1.6.6. Kanisik Tasarim

Bu tasarim, optimizasyonu yapilacak olan {iriindeki ¢iktilara etki eden ana faktorlerin
formiilasyon igeriginde farkli amaglar icin kullanilan maddeler oldugu, RSM
tasarimlarinin 6zel bir tiiriidiir. Karesel ve kiibik modeller olusturulabilir. Bu tasarimda
yanit degiskenleri, formiilasyon karisimi igindeki farkli maddelerin oranlarinin bir
fonksiyonudur. Formiilasyon (karisim) faktorlerinin seviyeleri, toplam miktarin orani
olarak ifade edilir ve 0 — 1 arasinda degisen degerler alabilir. Dolayisiyla her denemede
formiilasyon faktorlerinin toplami sabittir ve eger sabit tutulan (6r. etken madde) bir
madde yoksa 1'e esittir. Bu tasarimlarda ayn1 zamanda hem proses faktorleri hem de
eger karisimin toplam miktart da ¢iktilara etki ediyorsa, toplam miktar faktorii de
kullanilabilir. Tasarimi olusturma sirasinda faktorler tanimlanirken, karisim
faktorlerinden birisi, toplam miktara tamamlayic1 gorevi olan bir faktér olarak
tanimlanabilir. Bu sekilde her bir denemedeki karigimin oranini, eger sabit tutulan bir
madde yoksa l'e tamamlayacak olan dolgu maddesinin, ¢iktilar {izerinde etkisinin
onemli olmadig1 ya da goz ardi edilebilir oldugu varsayilir. Hiper tliggen agirlik
merkezi (centroid), hiper-iiggen kafes (lattice) ve ii¢ kose noktalari (ekstreme vertices)
seklinde tasarim tiirleri bulunmaktadir. Agirlikli olarak formiilasyondaki maddelerin

en uygun kullanim oranlarinin bulunmasi oldugu durumlara uygun bir tasarimdir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

2.1.1. Cihazlar

Permethrin (%80 cis-%20 trans izomeri, Supelco, Bellefonte, PA, USA):
Asetonitril (HPLC saflikta, Merck)

Aseton (GC saflikta, Merck)

Toluen (GC saflikta, Merck)

n-hekzan (HPLC saflikta, Merck)

NaCl (analitik saflikta, Merck)

NaOH (analitik saflikta, Merck)

Susuz sodyum siilfat (analitik saflikta, Merck)

HCI (%37 wiv, d: 1.18 g/cm?, Merck)

Deiyonize su (HPLC saflikta, Merck)

Florisil (0.150—0.250 mm partikiil boyutlu, Merck)

Yumurta (Yerel marketlerden satin alindi)

2.1.2. Cihaz ve Materyaller

Yiiksek Basing Sivi Kromatograf (HPLC), THERMO SEPARATION
PRODUCTS, SPECTRA SYSTEM, P1500

Detektor, THERMO SEPARATION PRODUCTS, SPECTRA SYSTEM,
UVv1000

C18 Kolon (150 mmx4,6 mm, partikiil ¢ap1 5 um, Supelco, USA)

Ultrasonik banyo (BANDELIN SONAREX, SUPER, RK 510H, Germany)
OHAUS STARTER 3000 masa tipi pH metre (Ohaus Corporation,USA)

pH elektrodu (Ohaus Corporation, USA)

Santrifiij (CENTRIFUGE 5702 Eppendorf, Germany)

Analitik terazi (0,0001 g, PRESICA 92SM-202A, Switzerland))

Manyetik karistirict (MSH-20D Wisestir, Labortechnik GmbH,Germany)
Enjektor, 10 uL (SGE, 22 gauge, fixed neddle, Supelco, USA)
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- Otomatik pipet (10-100 uL, Eppendorf, Germany)

- Otomatik pipet (100-1000 uL, Eccopipette, Germany)

- Manyetik balik (10 mm uzunlugunda ve 3 mm ¢apinda, Supelco, USA)

- Polipropilen hollow fiber (fiber i¢ capi: 600 um fiber et kalinligi: 200 pm,
gozenek cap1 0.2 um, Wuppertal, Germany)

- PTFE silikon bélmeli 6rnek siseleri (15 mL, Supelco, Bellefonte, PA, USA)

- Siizme Sistemi, Sartoriaus (45 um)

- 0,45 um PTFE membrane filtre (Phenomenex, USA)

- 0,45 um nylon membrane filtre (Phenomenex, USA)

2.2. Kromatografik Kosullar

- Kolon: C18 (150 mmx4,6 mm, partikiil ¢apt 5 pum)
- Hareketli faz: % 90 ACN—% 10 su

- Akis hizi: 0.5 mL min?

- Detektor: UV-215 nm

2.3. Permethrin Cozeltileri

Stok permethrin ¢dzeltisi asetonitril icinde 100 mg L~ derisiminde hazirlandi. Cis-
permethrin ve trans-permethrin derisimleri sirastyla 80 mg L%, 20 mg L "dir.

Calismada permethrin terimi, cis ve trans izomerlerinin toplami i¢in kullanilmistir.
Standart ¢ozeltiler, stok ¢ozeltiden uygun miktarlarda alinarak giinliik hazirlanmistir.
Permethrin ve izomerleri i¢in elde edilen kalibrasyon grafikleri Sekil 2.1-2.3°de

verilmistir.
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Fitted Line Plot
Peak Area = - 232,3 + 204,7 ng mL-1
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Sekil 2.1. Cis-permethrin kalibrasyon dogrusu
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Sekil 2.2. Trans-permethrin kalibrasyon dogrusu
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Fitted Line Plot

Peak Area = - 261,6 + 207,4 ng mL-1
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Sekil 2.3. Permethrin kalibrasyon dogrusu

2.4. Yumurta Permethrinin Klasik Sivi- Sivi Ekstraksiyon Yontemi

ile Geri Alma Calhismalan

Calismada kullanilan yumurtalar yerel marketlerden satin alindi. Bir yumurta
kirilarak sarist ile birlikte 10 dk 800 rpm’de homojenize edilerek ekstraksiyon i¢in
hazir hale getirildi. Homojenize edilen yumurtadan 1.0 g numune alinarak geleneksel

stvi-s1v1 ektraksiyon yontemi uygulanmustir.

I. Yontem

Homojenize edilen yumurtadan alinan 1.0 g numune viallere alindi. Viallerin {izerine
standart permethrin ¢dzeltisinden belirli miktarlarda (100-1500 ng g~1) eklendi ve 1 dk
800 rpm’de karistirildi. 5 mL %1 asetik asit iceren ACN eklenerek 15 dk 800 rpm’ de
ekstraksiyon gerceklestirildi. Ustte kalan ACN fazi1 epindorf tiipiine alindi. Yumurta
ornegi tizerine tekrar 5 mL %]1.0 asetik ait iceren ACN eklenerek 15 dk 800 rpm’de
ekstrakte edildi. Ustte kalan ACN faz1 ayn1 epindorf tiip alindi. Ekstraksiyon iglemi
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tamamlanan epindorf tlip igerisindeki numune {izerine 1 g susuz sodyum siilfat
eklenerek 4000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Ekstrakt filtreden gegcirildikten sonra
kuruluga kadar buharlastirildi. Uzerine 1 mL ACN eklendi ve 10 uL HPLC ye enjekte
edildi.

II. Yontem

Homojenize edilen yumurtadan alinan 1.0 g numune viallere alindi. Viallerin {izerine
standart permethrin ¢ozeltisinden belirli miktarlarda (100-1000 ng g!) eklenerek
ekstraksiyon islemine baslandi. Daha sonra 5 mL %1.0 asetik asit iceren ACN eklendi
ve 1 dk 800 rpm’de karistirildi. ACN fazi iizerine 5 mL n-hekzan eklenerek 800
rpm’de 15 dk karistirilarak birinci ekstraksiyon tamamlandi. Burada ekstrakte edilen
ornekten hekzan fazi ayrilarak epindorf tiipe alindi. Viale tekrar 5 mL n-hekzan
eklenerek 800 rpm’de 15 dk karigtirilarak ikinci ekstraksiyon tamamlandi. Bu agamada
yine n-hekzan fazi ayrilarak ayni epindorf tiip iizerine eklendi. Epindorf tiipiin iizerine
1 g sodyum siilfat eklenerek 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 alinan
hekzan fazlar1 PTFE filtresinden gecirilerek 0.5 mL’ye konsantre edildi. Konsantre
edilen numunelerin 6n temizleme islemlerini gergeklestirmek igin sartlandirilmis
florisil kolon hazirlandi. 0.5 g florisil cam pamuk konulmus pastor pipete bosluk
olmayacak sekilde konuldu ve {izerine tekrar cam pamuk yerlestiridi. Florisil kolondan
once 5 mL n-hekzan gegirildi. Kolon yaklasik 1 dk kurutuldu. Kurutulan kolondan 0.5
mL’ye kadar konsantre edilen hekzan fazi ge¢irilerek cam tiipe alindi. Kolon tekrar
yaklasik 1 dk kurutularak 5 mL n-hekzan daha gegirildi ve ayni cam tiipe alindi. Cam
tiipler kuruluga kadar buharlastirildiktan sonra iizerlerine 1 mL ACN eklenerek HPLC
sistemine 10 pL enjekte edildi.
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2.5. HF-LPME Yontemi

0.5 gram yumurta epindorf santrifiij tiiplerine aktarildi. Tasarim deneylerinde standart
permethrin karisimimdan 500 ng g derisiminde eklendi. Uzerine 1 mL ACN (%]
HAC) eklendi ve ultrasonik banyoda 45 dakika homojenize edildi. Daha sonra 9 mL
deiyonize su eklendi ve ultrasonik banyoda 10 dakika bekletildi. Epindorf tiipiine 0.7
gram NaCl eklendi ve 1 dakika ultrasonik banyoda tekrar bekletildi ve 5000 rpm'de 5
dakika santrifiij edildi. Sulu kisim 0.45 pm nylon membrandan gegirildi. Sonrasinda
hollow fiber ile 6n temizleme ¢alismalar1 yapildi.

Fiber 22 mm uzunlugunda kesildi ve aseton igerisinde ultrasonik banyoda 5 dakika
tutularak atik maddeler uzaklastirildi ve kurutuldu. Ekstraksiyon islemi i¢in 10 mL'lik
mikro enjektore hava kabarcigi kalmayacak sekilde alict faz (toluen) ¢ekildi.
Polipropilen hollow fiber enjektdr ucuna takilarak, gozeneklerinin organik faz ile
dolmasi i¢in alic1 faz igerisinde ~60 s bekletildi. Daha sonra mikro enjektore ¢ekilen
organik faz, fiberin ic¢ine (llimene) aktarildi. Fiberin a¢ik olan ucu, uglari alev ile
1sitilmis pens yardimiyla kapatildi. Ardindan fiberin yiizeyinde biriken organik fazi
uzaklastirmak i¢in fiber deiyonize su igerisine daldirilarak birkag¢ saniye bekletildi.
Fiber sudan c¢ikarilarak Sekil 2.4.'de gosterildigi gibi yumurta 6rneginin bulundugu
ekstraksiyon kabina daldirildi. Ekstraksiyon siiresince 6rnek magnetik karigtiricida
400 ya da 800 rpm hizla karistirildi. Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra (10 ya
da 30 dakika), vakit kaybetmeden alic1 faz (toluen) enjektore ¢ekildi. 1.0 mL hacminde
viale alindi. Kuruluga kadar buharlastirildiktan sonra tizerine 30 uL. ACN eklendi ve
10 uL hacminde HPLC'ye enjekte edildi.

Kullanilan fiber atildi ve sonraki ekstraksiyon i¢in yeni bir fiber kullamildi. Sekil
2.4.'de Oyuk (Hollow) Fiber S1vi Faz Mikroekstraksiyon (HF-LPME) sistemi ve Sekil
2.5.'de polipropilen hollow fiberin duvar kesiti goriilmektedir. Fiberin ¢ap1 600 um,
duvar kalinligr 200 pm dir. %70 oraninda gozenekli olan fiberin gdzenek ¢ap1 200

pum'dir.
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Sekil 2.4. Oyuk (Hollow) fiber s1vi faz mikroekstraksiyon (HF-LPME) sistemi [49]

Sekil 2.5. Polipropilen hollow fiberin duvar kesiti [136]

64



2.6. Deneysel Tasarim

Yumurtada permethrinin hollow  fiber mikroekstraksiyon yontemi ile
ekstraksiyonunda etkili parametreleri belirlemek amaciyla iki farkli deney tasarimi

uygulanmistir. Asagidaki boliimlerde bu tasarimlar ve faktor diizeyleri agiklanmuistir.

2.6.1. ki Seviyeli Fraksiyonlu Faktoriyel Deney Tasarim

Bu calismada, 2% fraksiyonlu faktdriyel deney tasarmmi kullanilarak, ekstraksiyon
zamani, karistirma hizi, tuz etkisi ve pH gibi parametrelerin yumurtadan permethrinin
HF-LPME ile geri alinabilirligine etkileri incelenmistir. Screening deneylerle, bu
parametrelerin negatif ya da pozitif etkileri birbirleri ile olan girisimleri belirlenmeye
calistimistir. On ¢alismalar ile ekstraksiyon veriminde etkili sonuglar veren toluen alici

faz olarak sec¢ilmistir.

Her bir parametrenin etkisi birbirleri ile girisimleri Minitab 21 Software programi
kullanilarak %95 giiven smirinda degerlendirilmistir. 24~ faktoriyel deney tasarimda

faktor seviyeleri ve kodlar1 Tablo 2.1.'de, deney matriksi ise Tablo 2.2.'de verilmistir.

Tablo 2.1. 2** fraksiyonlu faktdriyel tasarimda faktérler ve seviyeleri

Parametre Kod Seviye

Diisiik Yiiksek
Ekstraksiyon siiresi (dakika) A 10 30
Karistirma hizi (rpm) B 400 800
pH C 4 8
NaCl (%, wiv) D 0 5
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Tablo 2.2. Fraksiyonlu faktoriyel deney matriksi (24)

Deney no A B C D
1 10 800 4 5
2 10 400 4 0
3 30 400 4 5
4 30 800 8 5
5 30 800 4 0
6 10 800 8 0
7 10 400 8 5
8 30 400 8 0

2.6.2. Merkezi Kompozit Tasarim (CCD)

Bir sonraki basamakta faktoriyel tasarim sonrasinda elde edilen sonuglara gore
belirlenen iki parametreyi —ekstraksiyon siiresi, karistirma hizi ve NaCl (%,w/v)-
optimize etmek amaci ile merkezi kompozit tasarim (CCD) uygulanmistir. CCD deney

tasarimda faktor seviyeleri ve deney matriksi Tablo 2.3.’de verilmistir.
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Tablo 2.3. Merkezi kompozit tasarim matriksi

Parametre Seviye Star nokta (a:1.41421)
Diisik  Merkez  Yiiksek —a +a,

Ekstraksiyon siiresi (dakika) 10 15 20 6.59 23.41

Karistirma hizi (rpm) 800 900 1000 732 1068

NaCl (%, wiv) 2 4 6 0.636 7.36

Deney no eks. siiresi (dakika) karistirma hizi (rpm) NaCl (%,w/v)

1 20 800 6

2 15 900 7.36

3(C) 15 900 4

4 20 1000 6

5 6.59 900 4

6(C) 15 900 4

7(C) 15 900 4

8 10 1000 2

9 20 1000 2

10 10 800 6

11 20 800 2

12 15 1068 4

13(C) 15 900 4

14(C) 15 900 4

15 23.41 900 4

16 10 800 2

17 15 732 4

18 15 900 0.636

19(C) 15 900 4

20 10 1000 6
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Iki Seviyeli Fraksiyonlu Faktoriyel Deney Tasarim

Cizelge 2.1.'de verilen fraksiyonlu faktoriyel tasarim (FFD) ile permethrinin HF-
LPME ile geri alinabilirliklerine (pik alani) etkili parametreler degerlendirilmistir.
Kontrol edilemeyen faktorlerin etkilerini minimize etmek amaci ile deneyler

randomize edilmistir.

Fraksiyonlu faktoriyel tasarim ile anlamli faktorlerin degerlendirilmesi ile elde edilen
sonuglar, permethrin izomerleri ve toplam permethrin igin pareto grafikleri,
standardize edilmis etkilerin normal dagilim grafikleri, temel etkiler- ikili etkilesimler

grafikleri Sekil 3.1.-3.6.'da verilmistir.

Fraksiyonlu tasarimda cis-permethrin i¢in karistirma hizi (rpm), pH ve ekstraksiyon
stiresi-NaCl ikili etkilesimin anlamli (p<0.05) parametreler oldugu goriilmektedir
(Sekil 3.1). Trans-permethrin igin ise ekstraksiyon siiresi-NaCl ikili etkilesimin
anlamli oldugu Sekil 3.3.’de goriilmektedir.

Toplam permethrin icin elde edilen pareto ve ve normal dagilim grafiklerinde pH ve
ekstraksiyon siiresi-NaCl ikili etkilesimi anlamlidir (Sekil 3.5.). Tuz derisimi
permethrin i¢in pozitif etki gosterirken ekstraksiyon siiresi, verimde (pik alan1) negatif
etkiye sahiptir. Ekstraksiyon siiresi analitin alic1 ve verici fazdaki denge derisiminin
oneminden dolayr etkilidir. Ancak uzun ekstraksiyon siirelerinde alici faz kaybi
(toluen) nedeniyle analitin yeniden ¢okmesi, topaklasmasi s6z konusu olabilir [137].
Bu nedenle dengeye ulasildigr siireyi belirlemek 6nemlidir. Ekstraksiyon siiresi-NaCl
ikili etkilesimin 6neminden dolay1 bir sonraki CCD tasarimda ekstraksiyon siiresi ve

NaCl miktarinin optimize edilebilmesi i¢in bu iki parametre dikkate alinmistir.

Karigtirma hizi, pozitif etkiye sahip ve anlamli oldugundan CCD tasarimda dikkate
almmistir.  Yiiksek karistirma hizinda trans-permethrin  igin  negatif etki
gostermektedir. Yiiksek karistirma hizinda alici fazda vorteks olusmakta ve fiber
ylizeyinde hava kabarciklarinin olugsmasina neden olmaktadir. Boylece analitlerin alict
faza difiizlenmelerini engellemektedir. En uygun karigtirma hizini belirleyebilmek

amaciyla bir sonraki deney tasariminda yine dikkate alinmistir.
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Genel olarak pestisitlerin ekstraksiyon veriminde pH'm ¢ok etkili olmayacag:
beklenirse de pestisitlerin sudaki ¢oziiniirliikleri, kimyasal yapilarinin yani sira pH,
sicaklik, sudaki tuz ve organik madde derisimi gibi parametrelere baglidir [138]. Bu
parametrelerin birbirleriyle etkilesimleri de dikkate alindiginda (Sekil 3.5.) pH'in etkili
oldugu gozlenmistir. CCD tasarimda pH degeri 8.0 olarak secilmistir.

Calismanin bu boliimiinde, fraksiyonlu deney tasarim sonuglarina gore anlamli ve
etkili parametrelerin, ekstraksiyon siiresi, karistirma hizi ve tuz derisimi oldugu
belirlenmistir. Bir sonraki merkezi kompozit deney tasariminda bu ii¢ parametrenin

etkileri ve birbirleri ile olan etkilesimleri incelenmistir.
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Pareto Chart of the Effects
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Sekil 3.1. FFD'de cis-permethrin i¢in pareto grafigi, etkilerin

normal dagilim grafikleri
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Main Effects Plot for Peak Area
Fitted Means
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A gray background represents a term not in the model.

Sekil 3.2. FFD'de cis-permethrin igin, temel etkiler-ikili etkilesim grafikleri
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Pareto Chart of the Effects
(response is Peak Area; o = 0,05)
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Sekil 3.3. FFD'de trans-permethrin igin pareto grafigi, etkilerin

normal dagilim grafikleri
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Main Effects Plot for Peak Area
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A gray background represents a term not in the model.

Sekil 3.4. FFD'de trans-permethrin igin, temel etkiler-ikili etkilesim grafikleri
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Pareto Chart of the Effects
(response is Peak Area; o = 0,05)
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Sekil 3.5. FFD'de permethrin i¢in pareto grafigi, etkilerin normal dagilim grafikleri
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Mean of Peak Area

Main Effects Plot for Peak Area
Fitted Means
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Sekil 3.6. FFD'de permethrin i¢in, temel etkiler-ikili etkilesim grafikleri
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3.2. Merkezi Kompozit Deney Tasarim

Screening testler (FFD, 2*1) sonrasinda elde edilen sonuglara gére belirlenen iig
parametreyi (Ekstraksiyon siiresi: 10-15-20; karistirma hizi: 800-900-1000;
NaCl(%,w/v): 2-4-6) optimize etmek amaci ile merkezi kompozit tasarim

uygulanmistir. Bu {i¢ parametre degerleri Tablo 2.3.'de verilmistir.

Deney tasarimi sonrasinda elde edilen veriler dikkate alinarak yiizey yanit grafikleri
elde edilmistir. Bu tasarimda tiim pestisitlerin ekstraksiyon veriminde ekstraksiyon
stiresi, karistirma hizi ve NaCl (%,w/v) parametrelerinin etkilesiminden elde edilen
ylizey yamt grafikleri Sekil 3.7.-3.9.'da verilmistir. Yiizey yamit grafiklerinde
goriildiigii gibi en yliksek ekstraksiyon verimi 18 dakika civarinda gozlenirken, tuz
derisimi % 7°de, yliksek pik alanlar1 elde edilmistir. Yiiksek tuz derisiminde
ekstraksiyon verimi azalmaktadir. Bu etkiler Bolim 3.1.'de agiklanmistir. Cis-

permethrin i¢in elde edilen varyans analiz sonuglar1 Tablo 3.1.'de verilmistir.

Tablo 3.1. CCD tasarimda cis-permethrin i¢in elde edilen varyans analiz sonuglari

Term Coef T-Value  P-Value
Constant 18408 416 0,002
extraction time (min) -1718 -0,59 0,571
stirring speed (rpm) 5212 1,78 0,106
NaCl (%,w/v) 7699 2,62 0,025
extraction time (min)*extraction time (min) 1613 0,56 0,585
stirring speed (rpm)*stirring speed (rpm) -3159 -1 0,295
NaCl (%,w/v)*NaCl (3%,w/V) 3768 1,32 0216
extraction time (min)*stirring speed (rpm) -1668 -044 0,673
extraction time (min)*NaCl (%, w/v) 2240 0,58 0,572
stirring speed (rpm)*NaCl (%,w/V) 3914 1,02 0,331

CCD tasarimla elde edilen sonuglarin optimizasyonunda yiizey yanit metodu ve
quadratic modelleme i¢in, permethrin ve izomerlerinin pik alanlari, desirability

degerlerinin fonksiyonu olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.10.—3.12.).
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Sekil 3.7. Cis-permethrinin HF-s1v1 faz mikroekstraksiyonunda ekstraksiyon siiresi,

karigtirma hiz1 (rpm) ve NaCl (%,w/v) derisimine bagl degisimini gosteren Yiizey

yanit grafikleri
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Sekil 3.8. Trans-permethrinin HF-siv1 faz mikroekstraksiyonunda ekstraksiyon
stiresi, Karigtirma hizi (rpm) ve NaCl (%,w/v) derisimine bagli degisimini gosteren

ylizey yanit grafikleri
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Sekil 3.9. Permethrinin HF-s1v1 faz mikroekstraksiyonunda ekstraksiyon siiresi,

karistirma hizi (rpm) ve NaCl (%,w/v) derisimine bagl degisimini gosteren yiizey

yanit grafikleri
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Sekil 3.10. Ug faktor igeren CCD tasariminda cis-permethrin i¢in elde edilen

Optimizasyon egrisi

New extraction time stirring speed NaCl (3e.w/v)
D- 00712 High 23,4090 1068,1793 73636
- 0. Cur [13.0643) 983,2200) 16:0325]
Low 6,5910 731,8207 06364

Peak Area
Targ: 9000,0
y = 87487394
d=097184

Sekil 3.11. Ug faktor igeren CCD tasariminda trans-permethrin i¢in elde edilen

optimizasyon egrisi
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Sekil 3.12. Ug faktér igeren CCD tasariminda permethrin igin elde edilen

Optimizasyon egrisi

Permethrin HF-s1ivi faz mikroekstraksiyonda etkili parametreler i¢in, fraksiyonlu
faktoriyel ve merkezi kompozit deney tasarimi sonrasinda elde edilen optimum

kosullar Tablo 3.2.'de verilmistir.

Tablo 3.2. Hollow fiber mikroekstraksiyon yonteminde optimum kosullar

Parametreler

Ekstraksiyon zaman (dakika) 18

Karigtirma hizi 950
pH 8.0
NaCl (%, wiv) 7.0
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3.3. Yumurtada Permethrinin Geri Almabilirlik Calismalari

3.3.1. HF-LPME Yontemi

HF-s1v1 faz mikroekstraksiyonda etkili parametreler optimize edildikten sonra, Boliim

2.4.'de belirtildigi sekilde hazirlanan yumurta drneklerine 10~1000 ng g~* araligindaki

derisimlerde permethrin eklenerck geri alinabilirlik ¢alismalar1 yapildi. HF-mikro

ekstraksiyon sonrasinda Cis ve trans permethrin pik alanlar1 dikkate alinarak, yontemin

dogrusal galisma araligi ve tayin limitleri (LOD) bulunmustur. Degerler Tablo 3.3.'de

verilmistir. Sekil 3.13.'de ise HF-LPME sonrasi elde edilen kromatogram ve standart

permethrin kromatogrami verilmistir.

Tablo 3.3. Yumurtada permethrinin HF-mikroekstraksiyonunda ¢alisma araligi, tayin

sinirlar1, zenginlestirme faktorleri, tekrarlanabilirlik

Permethrin r2 Lineer aralik LOD EF Tekrarlanabilirlik | Yinelenebilirlik
ngg ngg (n=5) (n=3)
%RSD? %RSD?
cis-permethrin 0.9932 8-800 2.68 532 4.3 6.5
trans-permethrin | 0.9904 10-200 8.35 386 7.8 11.3

LOD: En Diigiik Tayin Limiti ; EF: Zenginlestirme Faktorii ; %500 ng g~*

Zenginlestirme faktorleri agagidaki esitlik ile bulunmustur.

Vo: alic1 (acceptor) faz hacmi

E= 1/(V0/Va + l/K)

Va: o6rnek (donor) hacmi

K: dagilma katsayisi

Dagilma katsayis1 (K) asagidaki esitlik ile bulunur

Co,eq V€ Cayeq strast ile analitin alict ve verici fazdaki derisimidir.

K = Canq / Caaeq
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Sekil 3.13. HF-LPME ekstraksiyonu sonrasi elde edilen kromatogramlar:
(A) Blank yumurta &rnegi (B) 100 ng g* derisiminde permethrin
Eklenmis yumurta (C) 100 ng mL~! standart permethrin

(1) cis-permethrin (2) trans-permethrin

3.3.2. Sivi-Sivi Ekstraksiyon (LLE)

I. Yontem

Homojenize edilen 1.0 g yumurta 6rneklerine standart permethrin ¢ozeltisinden belirli
miktarlarda (100-1500 ng g) eklendi. BSliim 2.4.’de anlatildig: sekilde ekstraksiyon
gerceklestirildi. Ekstraksiyonda 6n temizleme islemi yapilmadan 1 mL hacme
konsantre edilen ACN fazindan 10 pL. HPLC’ye enjekte edildi.

Permethrin izomerleri i¢in elde edilen kalibrasyon dogrulari Sekil 3.14. ve 3.15.’de

verilmistir.
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Sekil 3.14. Cis-permethrin i¢in LLE ile elde edilen kalibrasyon dogrusu
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Sekil 3.15. Trans-permethrin i¢in LLE ile elde edilen kalibrasyon dogrusu
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II. Yontem

Homojenize edilen 1.0 g yumurta 6rneklerine standart permethrin ¢ozeltisinden belirli
miktarlarda (100-1000 ng g ) eklendi. Ekstraksiyonda florisil kolon én temizleme
islemi yapildi. Ekstraksiyon Boliim 2.4.’de ayrintili sekilde anlatilmistir. 1 mL hacime
konsantre edilen hekzan fazindan 10 uLL HPLC’ye enjekte edildi.

Permethrin izomerleri igin elde edilen kalibrasyon dogrular1 Sekil 3.16. ve 3.17.’de

verilmigtir.

Fitted Line Plot
Peak Area = - 1012 + 63,55 ng g-1
S 113632

R- Sq 99,7%
R-Sqladj)  99.6%

50000 {
40000

30000 |

Peak Area

20000

0 100 200 300 400 500 600 700 800

Sekil 3.16. Cis-permethrin i¢in LLE (6n temizleme) ile elde edilen kalibrasyon

dogrusu
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Sekil 3.17. Trans-permethrin i¢in LLE (6n temizleme) ile elde edilen kalibrasyon

dogrusu

Sivi-sivi ekstraksiyon sonrasinda Cis ve trans permethrin pik alanlar dikkate alinarak,
yontemin dogrusal ¢aligma araligi ve tayin limitleri (LOD) bulunmustur. Degerler
Tablo 3.4.'de verilmistir. Sekil 3.18.'de ise iki farkli sekilde uygulanan LLE sonrasi

elde edilen kromatogram ve standart permethrin kromatogrami verilmistir.
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Sekil 3.18. LLE sonrasi elde edilen kromatogramlar: (A) 250 ng g~ derisiminde
permethrin eklenmis yumurta (florisil 6n temizleme) (B) 200 ng g~! derisiminde
permethrin eklenmis yumurta (C) 100 ng mL-! standart permethrin (1) cis-

permethrin (2) trans-permethrin

Tablo 3.4. Yumurtada permethrinin sivi-sivi ekstraksiyonunda ¢aligma araligi, tayin
sinirlari, yiizde gerialinabilirlik, tekrarlanabilirlik

Permethrin r2 Lineer aralik LOD %R? Tekrarlanabilirlik
ngg ngg (n=5)
%RSDP*¢

I.Yontem

cis-permethrin 0.9909 80-1200 139.4 11.9 7.6
trans-permethrin 0.9889 20-300 38.6 18.7 4.1°
Tpermethrin 0.9921 100-1500 125.9 30.6 7.9
II.Yontem

cis-permethrin 0.9971 80-800 53.4 27.3 4.8°
trans-permethrin 0.9979 20-200 114 43.5 2.1°
Ypermethrin 0.9991 100-1000 40.1 70.8 3.8°
LOD: En Diisiik Tayin Limiti ; 2% Geri Alnabilirlik , 2200 ng g ; ©250 ng g*
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4. SONUC VE ONERILER

e Bu caligmada yumurtadan permethrinin tayininde geleneksel sivi-sivi
ekstraksiyon ve sonrasinda florisil kolonda 6n temizleme islemi yapilmistir.

e [. Yontemde ACN ile permethrinin geri alinabilirlik ¢aligmalarinda tayin
siirlar1 (LOD), dogrusal ¢alisma araliginda (cis-permethrin: 80-1200 ng g~%;
trans-permethrin: 20-300 ng g~1) 139.4 ve 38.6 ng g~* bulunmustur. Permethrin
ACN ile yumurtadan % 30.6 (%RSD = 7.9) geri alinmistir. Geri alinabilirlik
oldukca diisik miktardadir. Bunda yumurtanin kompleks yapis1 etkili
olmustur.

e II. Yontemde n-hekzan ekstraksiyonu sonrasi florisil kolonda 6n temizleme
islemi yapilmistir. Permethrinin geri alinabilirlik ¢caligsmalarinda tayin sinirlari
(LOD), dogrusal ¢alisma araliginda (cis-permethrin: 80-800 ng g!; trans-
permethrin: 20-200 ng g 1) 53.4 ve 11.4 ng g~! bulunmustur. Permethrin, 6n
temizleme iglemi sonrasi yumurtadan % 70.8 (%RSD = 3.8) geri alinmistir.

e Yumurtadan permethrinin  HF-mikroekstraksiyon yontemi ile geri
kazanilmasinda optimum ekstraksiyon parametreleri belirlendi. Optimum
parametreleri belirlemek i¢in dncelikle fraksiyonlu faktdriyel (24~) ve merkezi
kompozit deney tasarimi uygulanmustir.

e Optimum kosullar;

v" ekstraksiyon siiresi: 18 dakika
v kanigtirma hizi: 950 rpm

v’ tuz derisimi (NaCl, %w/v): 7.0
v pH:8.0

v alic1 faz: toluen

e Optimum ekstraksiyon kosullarinda HF-LPME/HPLC yontemi ile yumurtada
permethrinin tayin sinirlar1 (LOD), numunelerin dogrusal ¢aligma araliginda
(cis-permethrin: 8-800 ng g~!; trans-permethrin: 10-200 ng g*) 2.68 ve 8.35
ng g~* bulunmustur.

e Zenginlestirme faktorleri cis-permethrin ve trans-permethrin igin sirasiyla 532,

386 bulunmustur.
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e Tekrarlanabilirlik % 4.3-7.8, yinelenebilirlik ise % 6.5-11.3 araliginda

bulunmustur.

e HF-mikroekstraksiyon yontemin dogrusal caligma araligi oldukca yiiksek
lineerlikle cis-permethrin ve trans-permethrin igin sirastyla 8-800 ng ¢!
(r>=0.9932), 10-200 ng g~* (r>=0.9904) olarak bulunmustur.

e HF-s1v1 faz mikroekstraksiyon yontemi, sivi-sivi ekstraksiyon gibi geleneksel
ekstraksiyon yontemleri ile karsilagtirildiginda:

v’ zararh organik kimyasallarin kullaniminin mikro diizeyde olmasi
v' 0n temizleme islemlerine gerek duyulmamasi

v’ zaman ve maliyet agisindan uygunlugu

v' Ornegin dogrudan kromatografik ortama verilmesi

v hizli ve tekrarlanabilir sonuclar elde edilmesi

gibi bir¢ok avantaja sahiptir

e Yontem bircok gida orneklerinde permethrin ve diger pretroid pestisitlerin
tayininde 6n temizleme islemlerine gerek duyulmadan, yiiksek

tekrarlanabilirlikle basar1 ile uygulanabilmektedir.
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