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KISALTMALAR

°C; santigrat derece

2,4-D; 2.4-Diklorofenoksiasetik asit

AMD; Otomatik ¢oklu gelistirme

cm; santimetre

DCCA; dimetil siklopropan karboksilik asit
DDT; dikloro difenol trikloroethan

dk; dakika

ECD; Elektron yakalama dedektorii
EXTOXNET; Extension Toxicology Network
FID; Alev iyonizasyon dedektorii

g; gram

GC; Gaz kromatografisi

HPLC; Yiiksek basingli s1vi kromatografisi
HPTLC; Yiiksek performansli ince tabaka kromatografisi
ICH; International Conference on Harmonisation
kg; kilogram

LOD; Tayin limiti

LOQ; Olciim limiti

ml; mililitre

mm; milimetre

MS; Kiitle spektrometrisi

NCI; Negatif kimyasal iyonlagma

ng; nanogram



nm; nanometre

ppb; milyarda bir

ppm; milyonda bir

R?; Korelasyon katsayist

rpm; dadikadaki devir sayis1
RSD; Bagil standart sapma

§; saniye

TLC; ince tabaka kromatografisi
U.S. EPA; Amerikan Cevre Koruma Kurumu
UV; Ultraviyole

W; watt

pg; mikrogram

pl; mikrolitre

pm; mikrometre
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1. GIRIS VE AMAC

Pestisit, herhangi bir zararliy1 yok etmek, kagirmak, uzaklastrmak veya kontrol
etmek amaciyla kullanilan madde veya maddeler karisimi olarak tanimlanar.
Pestisitler cogunlukla hedef aldiklar1 organizmalara gore smniflandirilmaktadir.

Boceklere karsi etkili olan grup “insektisit”lerdir (Ecobichon, 2001).

Diinyanin bazi bdlgelerinde tarim iirlinliniin %80°den fazlasimin bocekler tarafindan
mahvedildigi goriilmiistiir. Basta sitma olmak iizere bdceklerin yaydigi hastaliklar
hala ilk siralarda bulunmaktadir. Bu bakimdan pestisitler, gerek diinyanin gittikge
artan niifusunun beslenmesini saglamak gerekse de hastaliklardan korunmak ig¢in

vazgecilmez ilaglar olarak kabul edilmektedir.

Zararhlar aleminin ¢ok tarafli ve zengin olusu, sicakkanlilar i¢in az zehirli ve secici
etkili ilaglara olan gereksinim ve bazi zararh tiirlerinde dayaniklilik olusmasi gibi
nedenlerle giinlimiizde pestisit ilaglarinin adedi olduk¢a artmustir. Farkli kimyasal

yapida olan ¢ok sayida insektisit iiretilmistir (Imre, 1988).

“Sentetik piretroidler” baslica insektisit siniflarindandir ve sinir sistemi iizerine etki
etmektedirler. Son yillarda kuslara ve memelilere olan diisiik toksisitesinden dolay1
tarimda yogun olarak kullanilan ve organik klorlu, organik fosforlu ve karbamat
insektisitlerin yerini alan “cypermethrin” sentetik piretroid bir insektisittir (Cox,

1996; Borges ve ark., 2007).

Pestisitler, ekolojik denge ve insan saglig1 acisindan olusturduklar: tehlike nedeniyle
¢agimizin en giincel arastirma konular1 arasina girmistir. Ulkemizde ve diinyada
yaygin olarak kullanilan cypermethrinin yetistirilen {riin, yiyecek ve c¢evresel
materyallerdeki kalintilar1 6nem tasimaktadir. Bu nedenle s6z konusu cypermethrinin
biyolojik materyallerden (Schettgen ve ark., 2002; Heudorf ve ark., 2004) analizleri
yaninda; besin maddelerindeki (Zawiyah ve ark., 2007; Gonzalez-Rodriguez ve ark.,

2008), sudaki (Legrand ve ark., 1991; Xue ve ark., 2005) ve topraktaki (Yasin ve ark.,



1996; Babi¢ ve ark., 1998) kalintilarinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen bircok

calisma mevcuttur.

Topragin yikanma paymi ve birikim seviyesini 6ngorebilmek i¢in topraktaki pestisit
bilesenlerinin tanimlanmast amaciyla uygun analitik yOntemler gelistirmek
zorunludur. Bu noktadan hareketle caliyjmamizda, iilkemizde de yaygm olarak
kullanilan insektisitlerden “cypermethrin”in, suda ¢oziinilirliigliniin az olup toprakta
birikme riski tagimasi nedeniyle, toprak materyalinden, HPTLC yontemi kullanilarak

kalitatif ve kantitatif tayini icin yontem gelistirilmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pestisitler

Gilinitimiizde bitki zararlilarina kars1 kimyasal maddelerle savasin ekonomik 6nemi son
derece bilyiiktiir. Tarim triinlerini ve diger besinleri biiylik 6lgiide zarara sokan
zararlilara, ayrica mikroplar1 tasima, i1sirma ve sokma gibi yollarla hastaliklarin
yayllmasma neden olan organizmalara karsi savasta kullanilan ilaglarin tiimiine

pestisit ad1 verilmektedir (imre, 1988).

Pestisitler, tarmmsal iretimde ilk olarak 19. yiizyilin ikinci yarisinda kullanilmaya
baslanmistir. Kursun, arsenik, bakir, ¢inko tuzlar1 ve bitkisel kaynakli nikotin gibi
maddeler mabhsiillerdeki bocek ve hastaliklarin kontrolii i¢in kullanilmistir. 1930 ve
1940’larda, bir herbisit olan 2,4-D ve insektisit olan DDT piyasaya sunulmus; bunu
takiben, diinya capinda tarimsal iiretimde artan miktarlarda pestisit kullanimi
gerceklesmistir. Pestisit kullanimmin %70-80’ini tarimsal faaliyetler olusturmaktadir

(Sparks, 2003).

Yapilan 6l¢iimler uygulanan pestisitin hedef zararliya ulasan miktarmm %1 ile %75
arasinda genis bir cesitlilik gosterdigini ortaya koymaktadir. Geri kalan kisim topraga
gecme, erozyon, yagmurla yilkanma ve atmosfere buharlasma ile cevrede
kaybolmaktadir (Sekil 2.1.). Pestisit kalintilarinin ¢evrede ve besin zincirinde
kaliciliklar1 kimyasal yapilarma gore birkag haftadan 30 yila kadar degisiklik
gosterebilmektedir (Parris ve Yokoi, 2003).

Pestisitler sinirl alanlarda kullanilsalar dahi, yagmurlar ve seller yardimiyla yikanip
tasmarak havuz, gol ya da nehirler gibi daha biiyiik su kiitlelerine ulagsmakta ve burada
suyun fiziko-kimyasal Ozelliklerini degistirmektedirler. Sucul ekosistemlerde,
pestisitler, fitoplanktonlardan baliklara ve sonunda da insanlara transfer

olabilmektedir (Das ve Mukherjee, 2003; Borges ve ark., 2007).
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Sekil 2.1. Bitki, toprak, hava, su ve besin arasindaki etkilesim zinciri (Radojevi¢ ve

Bashkin, 1999).

Pestisitlerin yaygm olarak kullanilmasi ¢evre kirligine ve bu kirliligin neden oldugu
gida zinciri dolayisiyla insanlarda ciddi akut ve kronik zehirlenmelere yol agmaktadir.
Ayrica, disik dozda uzun siire pestisitlere maruz kalma kanser ve diger genetik
hasarlara Onciiliilk edebilmektedir (Zahm ve Blair, 1992; Yamashita ve ark., 1997;
Bradberry ve ark., 2005; Patel ve ark., 2007).

2.1.1. Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Pestisitler, etkiledikleri zararli ve hastalik grubu ile bunlarin biyolojik gelisim
donemlerine, goriiniis ve fiziksel yapilarmna, igerdikleri etken maddenin cins ve
grubuna, toksisite derecelerine, kullanim teknigine, formiilasyon big¢imlerine gore
cesitli sekillerde smiflandirilabilmektedir. Bu siniflandirmalardan en ¢ok kullanilani

etki ettikleri organizmalara gore yapilandir. Insektisitler boceklere, herbisitler yabani



otlara, akarisitler oriimceklere, fungusitler bitki mantar hastaliklarina, rodentisitler
kemiricilere, nematositler kurtlara, mollussisitler yumusakcalara (salyangoz, stimiiklii

bocek) kars1 kullanilmaktadir.

1- Insektisitler

- Klorlu Hidrokarbonlar
- Organik Fosforlular

- Karbamatlar

- Sentetik Piretroidler

- Benzoil Ureler

- Bakteriler

- Digerleri
2- Akarisitler
- Halojen ve Oksijenliler
- Amin ve Hidrazin Tiirevleri
- Kiikiirtliler
- Organik Kalaylilar
- Digerleri
3- Kis Miicadele Ilaglar1 ve Yazlik Yaglar

4- Fumigantlar, Nematositler ve Toprak Fumigantlar

- Fumigantlar

- Nematositler ve Toprak Fumigantlar

5- Rodentisit ve Mollussisitler

6- Fungisitler

- Koruyucu Fungisitler



Bakarlilar

Dicarboximidler-Phtalimidler

Dithiokarbamatlar
Kalaylhlar
Kiikiirtler

Nitro Bilesikler

Digerleri

- Sistemik Fungisitler
Amin ve Amidler
Benzimidazoller
Morpholinler
Pyrimidinler
Imidazoller

Triazoller

- Diger Sistemik Fungisitler
- Biyolojik Fungisitler

7- Herbisitler

- Fenoksi Bilesikler
- Karbamatlar

- Ure bilesikleri

- Siilfonil Ureler

- Anilinler

- Amidler ve Anilinler
- Benzoik Asitler

- Pikolinik Asitler

- Diazinler

- Triazinler

- Benzonitriller

- Siklohekzonlar

- Imidazolinonlar



- Triazoller
- Oksadiazoller
- Amino Fosfonatlar

- Digerleri (Aydmnoglu ve ark., 2002)

Insektisit etkili maddeler pestisitlerin en 6nemli gruplarindan biridir. Tiirkiye’de
pestisit tiiketiminin %42.4'linii  insektisitler, %22.4Unli herbisitler, %19.0'unu
fungisitler, %2.7'sini akarisitler, %8.1'in1 yaglar ve %?5.4'inii ise diger pestisitler

olusturmaktadir (Demircan ve Yilmaz, 2005).

Glinlimiizde kullanilan tiim insektisitler norotoksik maddelerdir ve hedef
organizmanin sinir sistemi lzerine etki ederler. Boceklerin sinir sistemi oldukca
gelismistir ve memelilerinkine benzer, periferal sinir sistemleri memelilerinki kadar
karmasik olmasa da aralarinda carpict benzerlikler bulunmaktadir. insektisitler bu
yilizden se¢ici degildir ve hedef olmayan organizmalar1 da kolayca etkilemektedir.
Insektisitlerin toksik etki mekanizmalar1 ve hedef aldiklar1 yapilar biitiin tiirlerde
aynidir ancak biyolojik etkinin siddetini maruz kalma siiresi, sekli ve miktari

belirlemektedir (Ecobichon, 2001).

Insektisitler geleneksel olarak baslica dort gruba ayrilirlar; klorlu hidrokarbonlar,

organik fosforlular, karbamatlar ve piretroidler (Rose ve ark., 1999).

2.1.1.1. Sentetik Piretroidler

Sentetik piretroidler, 1970’lerin sonlarinda piyasaya sunulmus ve 1982 yili ile birlikte
diinya capindaki insektisit kullanimmim yilizde 30’unu olusturur hale gelmistir.

(Ecobichon, 2001.)

Gilintimiizde, piretroidler en sik kullanilan insektisitler arasmmdadir ve tarimda,
ormancilikta, bahgecilikte, halk sagliginda ve evlerde yaygin olarak kullanilmaktadir

(Heudorf ve ark., 2004).



Amerikan Cevre Koruma Kurumu (U.S. EPA)’nun yaptig1 arastirmaya gore piretrinler
Amerika’da yilda 240 milyondan fazla uygulamada kullanilmaktadir ve bu diger tiim
insektisitlerden daha fazladir. Diinya capinda her yil 200,000 kilogram piretrin
tiikketilmektedir (Cox, 2002).

Sentetik piretroidlerin kokeni ilk bitkisel insektisitlerden olan ve kurutulmus
krizantem ¢igeklerinden (Chrysanthemum cinerariaefolium) ekstrakte edilen
“piretrum” dur. Piretrum ekstrakti 6 insektisidal ester igermektedir; piretrin 1 ve II
(%73), cinerin I ve II (%19), Jasmolin I ve II (%8). Bu esterler 1513a kars1 hassastir.
Piretrin I’in insektisit 6zelligi yiiksek, piretrin II ise kisa siirede bocegi sersemletecek
“knockdown” -hizla yere diisliren- etkiye sahiptir. Degisen oranlarda jasmolin, cinerin
ve piretrin iceren ilk ticari piretrin preperatlar1 1800’lii yillarin ortalarinda
hazirlanmistir (Casida ve ark., 1983; Katsuda, 1999; Rose ve ark., 1999; Ecobichon,
2001; Cox, 2002).

Dogal piretrumlarin insektisit olarak bir¢ok avantajlar1 vardir. Genis spektrumlu
olmalari, memelilere karsi zehirliliklerinin thmal edilebilir diizeyde olmas1 ve dogal
kosullarda kisa siirede dekompoze olmalar1 en 6nemli avantajlaridir. Ancak, kolay
bozulmalarinin yami swra, lretim maliyetinin olduk¢a yiiksek olmasi, iiretiminin
siirekli olmasindaki zorluklar dogal piretroidlerin kullanimini sinirlamistir. Organik
fosforlu gruplara gére molekiiliinde birgok asimetrik merkez olmasi, her bir merkezin
insektisit etkiye katkismin belirlenmesi, bunun yami sira streoisomer yapida olmasi
nedeniyle benzerlerini sentezlemek oldukca zor olmustur (http://www.itkb.gov.tr/

files/zirai.pdf).

Insektisitlerin biiyiik bir sinifi olan sentetik piretroidler, daha kalic1 ve zehirli hale
gelmeleri igin pretrinlerden kimyasal olarak modifiye edilmislerdir (Cox, 2002). Ilk
sentetik piretroid olan allethrin 1949’da {iretilmistir ve diisiik derecede kalicidir.
Tetramethrin, resmethrin, bioresmethrin ve phenothrini igeren ikinci nesil
piretroidlerin elde edilmesi 1960’larda ger¢eklesmistir. Bu 1s18a dayaniksiz
piretroidler ise sadece i¢ mekanlarda kullanim i¢in uygundur. 1970’lerde {ig¢iinci
nesil, fenvelerate ve permethrin sentezlenmistir. Bunlar kabuledilebilir insektisit
aktiviteleri ve 1s18a karst kararlhiliklariyla zirai kullanima sunulan ilk piretroidler

olmuslardir. Dordiincii nesil piretroidler ise a-cyano grubu ihtiva etmektedirler ve



daha yiiksek kaliciliga ve insektisidal aktiviteye sahiptirler. Bu piretroidler arasinda
bugiin sik kullanilan “cypermethrin”, cyhalothrin, deltamethrin, esfenvelerate,

bifenthrin yer almaktadir (Rose ve ark., 1999).

Piretiroid insektisitler primer olarak santral sinir sistemine etki eden kuvvetli
norotoksik ajanlardir, bununla birlikte ayrica periferal sinirler ve kaslar iizerine

onemli etkileri bulunmaktadir (Ray ve Fry, 2006).

Piretroidler; yapilari, toksisiteleri ve ortaya ¢ikardiklari sendromlar (hastalik
belirtileri) goz oniinde bulundurularak Tip I ve Tip II olmak tizere iki gruba ayrilirlar.
Tip I piretroidler, a-cyano grubu bulundurmazlar ve temel olarak duyu sinirleri
iizerine etki ederler, Tip II piretroidler ise bir a-cyano grubu ihtiva ederler ve motor

sinirlerini etkilerler (Verschoyle ve Aldridge, 1980; Spencer ve ark., 2001).

Sentetik piretroidler, memelilere merkezi ve periferal sinir sistemlerindeki sodyum
kanallariyla etkileserek toksik etki yaparlar. Hiicre zarindaki sodyum ve kalsiyum
iyon aligverigini bozarak felce yol acarlar. Deride ve iist solunum yollarinda asir1
duyarlilik reaksiyonlarina neden olurlar. Agiz yoluyla ya da deri yoluyla yiiksek
miktarda alinmiglarsa, uyusmalar, kan basmcinda diisme, tasikardi, bas agrisi
gozlenir. Solunum yolu ile alinmada girtlak 6demi, bronslarin daralmasi, alerjik sok
benzeri tepkiler meydana gelebilir. Piretroidler i¢in toksik oral doz 100-1000 mg/kg,
oldiiriicii akut oral doz 10-100 g’dir (Dorman ve Beasley, 1991; Lamb, 2007).

Piretrinler, insektisit zehirlenmelerinin yaygin sebeplerindendir. EPA, zehir kontrol
merkezine gelen 1991 yilina ait ¢agrilari incelediginde piretrinlerin 9.000’in iizerinde
vakaya neden oldugunu tespit etmistir. Piretrin zehirlenmeleri, organofosfatlar
haricindeki diger tiim insektisit smifi zehirlenmelerinden daha sik goriilmektedir

(Cox, 2002).

Cin’de gerceklesen 573 piretroid zehirlenme vakasi arastirilmis; 51°inde biling kayb1
ve 34’linde felg tablosu gelistigi ve bunlardan sadece 5 tanesinin mesleki maruziyetten
kaynaklandig1 tespit edilmistir. Felg, Tip I piretroidlere nazaran daha zehirli olan
cyano-piretroitlere (Tip II) maruz kalindiginda daha yaygim olarak ortaya ¢ikan bir
durumdur (http://stanford.wellsphere.com/cancer-article/alphacypermethrin/306869).



10

Piretroidlerin akut toksisitesi iyi karakterize edilmis olmasina ragmen, stirekli ya da
aralikli olarak diisiik dozlarda piretroidlere maruz kalmanin ortaya ¢ikaracagi sonuglar
heniiz anlasilamamistir. Oysa hergiin her yas grubundan insan c¢esitli yollarla
piretroidlere maruz kalmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin belirledigi kabul edilebilir
gilinliik alim limitleri 10 pg/kg viicut agirhigi (6rn. deltamethrin) ile 50 pg/kg viicut
agirhigi (6rn. permethrin, cypermethrin) dir (Heudorf ve ark., 2004).

I¢ mekanlarda kullanim sonucu pestisitlere maruz kalmanm biiyiik boyutlara ulastig
Amerika’da 386 hamile kadmin katildig1 bir arastirma gergeklestirilmis ve dikkate
deger sonuglar elde edilmistir. Sonuglar1 degerlendirmede, yapilan anket ve analiz
edilen anne idrarlarindaki pestisit metaboliti seviyeleri temel alinmistir. Buna gore
annelerin %70’1 hamileyken pestisitlere maruz kalmistir ve %55’inin idrarinda

Olciilebilir seviyede piretroid metabolitleri tespit edilmistir (Berkowitz ve ark., 2003).

Almanya’da yapilan bir calismada ise piretroid ve organofosfat insektisitlerin
idrardaki metabolit seviyeleri Ol¢lilmiis ve beslenme yoluyla pestisit maruziyeti
incelenmistir. Bu ¢alismaya bahsi gegen insektitsitlere daha 6nce herhangi bir sebeple
hic maruz kalmamis 673 goniillii ¢ocuk ve geng katilmig ve g¢alisma sonucunda
idrarlarinda giinliik kabul edilebilir alim limitinin altinda piretroid metabolitlerine

rastlanmistir (Heudorf ve ark., 2004).

Almanya’da yapilan bir diger calismada populasyon genelinin piretroidlere maruz
kalma sekli 1177 kisi iizerinden arastirilmis ve piretroid alimmin genel olarak giinliik
beslenmeyle gergeklestigi one siiriilmiistiir. Analiz edilen idrar 6rneklerinin %65’ inde
permethrin ve cypermethrin gibi piretroidlerin metabolitleri (cis-DCCA and trans-
DCCA) 0.5 ve 1.4 pg/l miktarinda tespit edilmis, %19’unda deltamethrin ve
%16’sinda da cyfluthrin metaboliti tantmlanmistir (Schettgen ve ark., 2002).

Piretroid toksisitesi ve maruziyeti iizerine yapilan tiim bu g¢alismalar piretroidlere
maruz kalmanin diinya halk sagligina ait uluslararasi bir problem oldugunu ortaya

koymaktadir.
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2.1.1.1.1. Cypermethrin

Fiziksel, Kimyasal ve Biyolojik Ozellikleri (U.S. EPA, 1989; EXTOXNET, 1996;
Aydinoglu ve ark., 2002; U.S. EPA, 2006);

Kimyasal Adi: (R,S)-alpha-cyano-3-phenoxybenzyl(1RS)-cis,trans-3-(2,2-dichloro-
vinyl)-2,2-dimethylcyclopropane-carboxylate

Kimyasal Yapusi:

ol HiC CH,
Cl O

O CN

Sekil 2.2. Cypermethrinin kimyasal yapisi

Fiziksel Hali: Kat1

Renk: Renksiz kristaller

Koku: Kokusuz

Molekiil Formiilii: C;oHi19CLNO3
Molekiil Agirligi: 416.30 g/mol
Erime Noktasi: 60-80°C
Kaynama Noktasi: 170-195°C

Yogunlugu: 1.249 g/cm’® (20°C)
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Buhar Basinci: 8 x 107 (80°C); 1 x 107 (20°C)

Sudaki Coziintirliigii: 7.6 ppb (25°C)

Diger Coziiciilerdeki Coziintirliigii: Metanol, aseton ve ksilende 1yi ¢oziindir.
Dagilma Katsayisi: 6.60

Etki Sekli: Kontakt ve mide zehiri etkili insektisit.

Akut Oral LDsy (Test hayvanlarmmin yarisint oldiirmek icin gerekli doz): 250-4150
mg/kg

Giinliik Kabul Edilebilir Doz (ADI): 0.05 mg/kg

Tiirk Gida Kodeksinde Yer Alan Maksimum Kalinti Limitleri (MRL):

EIMa, KITAZ.....oooiiiiiieeiie ettt sne e snne e enne e e 1.0 ppm
UZUML e+ttt ettt ettt ettt et et 0.5 ppm
Biber, Bugday, Domates, Salatalik...........ccccoocoeiiiiiiiiiieiie e, 0.2 ppm
N Le S 4 0 1167 | TSP 0.1 ppm
Aycicegi, Patates, Misir, Soya, Antepfistigi, Pamuk tohumu.......................... 0.05 ppm
HaVUG. .t 0.01 ppm
Et (YaZINAQ) ... iiiiiiiiieeeeeeee e e e 0.2 ppm

STUL, YUMUITA.....ctiiiiiiiiecie ettt e se e seeeseeessseeesaneaens 0.05 ppm

Cypermethrin ilk kez 1977°de piyasaya siiriilmiistiir. Tarimda pamuk, sebze ve meyve
zararlilarmi da iceren birgok zararlinin kontroliinde ve ayrica ev, depo, magaza, sera,
gemi, nakliye kamyonlar1 gibi daha bircok yerde ilaglama amaciyla kullanilmaktadir

(Cox, 1996; EXTOXNET, 1996).
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Cypermethrin diger tiim sentetik piretroidler gibi boceklerin sinir sisteminin normal
fonksiyonlarmi bozarak onlar1 dldiirmektedir. Insanlar da dahil tiim diger hayvanlarda
oldugu gibi boceklerde de uyarilar, sinir i¢cine gecici sodyum akisi saglanarak bir
sinirden digerine iletilir. Voltaj kapili sodyum kanallar1 piretroidlerin ana hedefidir.
Piretroidler sodyum akisina izin veren kapilarin kapanismi geciktirmektedirler ve bu

bir yerine ¢oklu sinir uyarilarina sebep olmaktadir.

Cypermethrinin  sinir sistemine diger etkileri; y-aminobiitirik asit (GABA)
reseptorlerini, sinirler tarafindan kalsiyum almimini ve ndrotransmitterleri yikan bir

enzim olan monoamin oksidaz enzimini inhibe etmesidir.

Cypermethrin ayrica hiicresel enerji liretimi, metal atomlarmmin taginmasi ve kas

kasilmasi ile ilgili bir enzim olan adenozin trifosfatazi da etkilemektedir (Cox, 1996).

EPA cypermethrini orta derecede toksik bilesik [sinif II] ve insanlarda muhtemel

kanserojen [grup C] olarak simiflandirmaktadir.

Cypermethrin baliklara, sucul omurgasizlara ve arilara yiiksek derecede toksiktir
(EXTOXNET, 1996; U.S. EPA, 2006). Kuslarda davranis bozukluklarina yol
acabilmektedir ve cypermethrin uygulanan alanlarda yiyecek kaynaklari olan bocekler
oldiigiinden kuslarin yavru bakimindaki basaris1 azalmaktadir (Pascual ve Peris, 1992;
Walker, 2003). Ayrica, cypermethrinin insektisit olmasina ragmen bitkileri de negatif
olarak etkiledigi gosterilmistir (Cox, 1996; Chauhan ve ark., 1999).

Son yillarda yapilan caligmalar cypermethrinin memeli hiicreleri i¢in sitotoksik
oldugunu ve DNA hasarina yol ac¢tigmi ortaya koymaktadir (Surrallés ve ark., 1995;
Undeger ve Basaran, 2005; Patel ve ark., 2007).

Cypermethrin, suda ¢oziiniirliigii diisiik oldugundan toprak partikiillerine kuvvetlice
adsorbe olma egilimi gostermektedir. Topraktaki yar1 6mrii 4 giin ile 8 hafta kadardir
fakat cok daha kalici olabilmektedir. Ornegin Ontario ve Canada’daki tarim

topraginda kaliciliginin 4 ile 12 ay arasinda oldugu tespit edilmistir (Cox, 1996).
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Notral ve asidik sulu ¢ozeltilerde cypermethrin yavas hidroliz olur; pH 9°da hidrolizi
daha hizlidir. Normal ¢evre sartlarinda cypermethrin hidrolize (yar1 6mrii 50 giinden
fazla) ve fotodegredasyona (yar1 omrii 100 giinden fazla) karsi stabildir. Havuz
sularinda ve laboratuar yikim c¢alismalarinda, piretroid konsantrasyonu sedimente,
askidaki partikiillere ve bitkilere adsorbe olma nedeniyle hizla diismektedir

(EXTOXNET, 1996).

Cypermethrinin toprak, sediment ve su materyallerinden analizi i¢in gerceklestirilen

ve ¢esitli kromatografik yontemlerin kullanildig1 bir¢ok ¢alisma mevcuttur.

Ultrasonik ekstraksiyon kullandiklar1 calismalarinda Yasin ve ark. (1996), topraktan
bes sentetik piretroid insektisitin gaz kromatografisi (GC) ile tayini i¢in yOntem

gelistirmisler ve gercek toprak 6rneklerine basariyla uyguladiklarini bildirmislerdir.

Martinez Galera ve ark. (1996), kismi en kiiclik kareler yontemi kullanarak yiiksek
basicl sivi kromatografisi (HPLC) ile toprakta ve yeralti suyunda cypermethrin,

fenvalerate, cis- ve trans-permethrin piretroidlerinin tayinini gerceklestirmislerdir.

Babic ve ark. (1998), tayin yontemi olarak ters-faz ince tabaka kromatografisi (RP-
TLC) kullandiklar1 calismalarinda iglerinde piretroid grubu insektisitlerden o-
cypermethrin ve tetramethrinin de bulundugu alt1 pestisitin topraktan ultrasonik
ekstraksiyonu icin yontem gelistirmisler ve geleneksel ekstraksiyon yontemleri olan

stvi-kat1 ve soxhlet ekstraksiyonu ile karsilastrmiglardir.

Sharma  (2002), cypermethrin, oa-cypermethrin ve A-cyhalothrin sentetik
piretroidlerinin formiilasyonlarindaki aktif bilesenlerin analizi i¢in bir yiiksek
performansl ince tabaka kromatografisi (HPTLC) yontemi gelistirmis ve ayrica
yaptig1 alev iyonlasma dedektorlii gaz kromatografisi (GC-FID) analizleriyle, iki

yontemin sonuglarmin karsilastirilabilir oldugunu ortaya koymustur.

Ali ve Baugh (2003) ise farkli oranlarda organik madde iceren topraklarla
gerceklestirdikleri ¢alismada gaz kromatografisi-negatif kimyasal iyonlasma modunda
kiitle spektrometrisi (GC/MS-NICI) kullanarak alt1 piretroid ve mirexin topraktaki

emilimi Ustline ¢calismalar yapmislardir.
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Esteve-Turillas ve ark. (2004), topraktaki sentetik piretroid insektisit kalmtilariin
mikrodalga yardimiyla ekstraksiyonu ve GC ile tayini i¢in analitik bir yontem
gelistirmigler ve ultrasonik  ekstraksiyon ile mikrodalga ekstraksiyonunu

karsilagtirmiglardir.

Yildirim ve Ozcan (2007), Truva’nm toprak ve su kaynaklarinda bulunan pestisit
kalintilarmin tayinini amagladiklar1 calismalarinda, GC yontemini kullanmiglar ve su
orneklerinde cypermethrine rastlamazken toprak Orneklerinin ikisinde cypermethrin

tespit etmislerdir

Xue ve ark. (2005), su ve sediment drnekleri ile gerceklestirdikleri ¢alismada endokrin
zarara yol acan 31 adet pestisitin elektron yakalama dedektorlii gaz kromatografisi
(GC-ECD) ile ¢oklu kalint1 analizini gerceklestirmisler ve cypermethrinin ¢alistiklari
bolgede en sik bulunan sentetik piretroid oldugunu rapor etmislerdir. Diger bir ¢oklu
kalint1 yontemi Smalling ve Kuivila (2008) tarafindan 85 yasal ve giincel kullanimda
olan pestisitin sedimentten analizi i¢in gelistirilmis, bu c¢alismada mikrodalga

ekstraksiyonu ve GC analiz yontemi kullanilmistir.

Wang ve ark. (2008)’nin yaptig1 calismada, toprak 6rneklerindeki malathion, lambda-
cyhalothrin ve cypermethrin kalintilarinin 6nderisimi ve tayini homojenik sivi-sivi

ekstraksiyon yonteminin GC-ECD ile kombine edilmesiyle ger¢eklestirilmistir.

2.2. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimdaki maddelerin iki faz arasinda farkli bir sekilde
dagilmalar1 esasina dayanan bir ayirma yontemidir. Glinlimiizde son derece duyarh ve
etkin bir ayrma yontemi olarak kabul edilen kromatografi kalitatif ve kantitatif

amaglar i¢in kullanilmaktadir.

Rus botanik¢i M.S. Tswett kromatografinin babasi olarak kabul edilmektedir. 1903
yilinda Tswett, yesil ve sar1 kloroplast pigmentlerini yapraklardan ekstrakte edip

petrol eterine transfer ettikten sonra incecik hale getirilmis 6rnegin siikroz gibi bir
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tozla doldurulmus cam bir kolondan gec¢irmis ve pigmentleri ayr1 tabakalar halinde
birbirinden aywrmayr basarmistir (Flanagan ve ark., 2007). 1944 yilinda Martin,
Consden ve Gordon aminoasit karisimlarmi kagit kromatografisiyle ayiwrmistir ve
1956°da ise Stahl’in ¢aligmalar1 ile ince tabaka kromatografisi gelismeye baslamistir.
Yiiksek molekiil agirlig1 olan maddeleri ve 6zellikle proteinleri ayirmak igin giiclii bir
teknik olan jel-filtrasyon kromatografisi ise 1959°da Poarth ve Flodin tarafindan

gelistirilmistir (Baban ve ark., 2003).

Kromatografik sistemdeki fazlardan biri duran (stasyoner) faz, digeri hareketli (mobil)
faz olarak adlandirilir. Karistmi olusturan bilesiklerin hareketli faz ile farkli bir
sekilde ilerlemeleri sonucunda bir ayrilma saglanir. Yani bir kromatografi sisteminde
maddelerin hareketini saglayan, bunlar1 siiriikleyen hareketli fazdir. Duran ve
hareketli faz arasinda devamli olarak gecis halinde bulunan maddeler, 6zelliklerine
gore bu iki fazdan birinde daha fazla bulunurlar. Duran faz tarafindan daha fazla
adsorbe edilen (duran faz kat1 ise) veya daha fazla ¢oziilen (duran faz sivi ise)
maddeler sistem igerisinde daha yavas ilerlerken, hareketli fazda daha ¢ok ¢6ziinen
maddeler daha hizli hareket ederler. Boylece karisimi olusturan maddelerin duran ve
hareketli faza kars1 ilgilerinin farkli olmasi halinde bir ayrilma gergeklesir (Ersoy,

1989).

Hareketli faz s1vi, gaz veya siiperkritik bir akigkan olabilir. Hareketli siv1 faz olarak su
dahil biitiin organik c¢oziiciiler ve bu c¢oziiciilerin ¢esitli oranlardaki karisimlari
kullanilabilir. Sabit faz olarak da silika jel, alumina, florisil, komiir, kalsiyum
karbonat ve talkin da aralarinda bulundugu olduk¢a c¢esitli maddeler
kullanilabilmektedir. Bu maddeler gozeneklidir ve bazilarmin ylizeyi asidik,

bazilarminki bazik ve bazilarminki de nétraldir (Giindiiz, 2004).

Ayirmay1 saglayan kuvvete gore kromatografik islemler; 1- Adsorpsiyon
kromatografisi, 2- Partisyon kromatografisi, 3- Iyon degistirme kromatografisi, 4- Jel
gecirgenlik kromatografisi olarak dort gruba ayrilmaktadir. Aymrmada kullanilan
diizenege gore ise; 1- Siitun kromatografisi = S1v1 kromatografisi, 2- Yiiksek basingl
sivi  kromatografisi (HPLC), 3- Kagit kromatografisi (PC), 4- Ince tabaka
kromatografisi (ITK / TLC), 5- Gaz kromatografisi (GC) olarak siniflandirilabilmek-
tedirler (Ersoy, 1989).
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2.2.1. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC)

Kiiciik dolgu maddeleriyle doldurulup yiiksek basing altinda bir kolonda yapilan
kromatografi tiirlerine yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) denir. HPLC
ayirma yonteminde hareketli faz sivi, sabit faz kat1 bir destek ya da kat1 bir destek
maddesiyle kaplanmis bir sividir. Ornek enjeksiyonu sisteme yiiksek basing altinda
yapilir ve ornek yiiksek basingta hareket eden hareketli faza karisir ve kolonun {istiine

hareketli fazda ¢6ziinmiis bir sekilde ulasir.

HPLC yonteminin avantajlari; hassas olmasi, sicakliga duyarli maddelere bile
uygulanabilir olmasi, dogruluk dereceleri ve kesinlikleri yiiksek sonuglar vermesidir.
Yontemin {istiin tarafi yliksek sicaklik derecelerine gereksinim gostermemesi ve
analiz sirasinda ayrilan maddelerin bozulmaya ugramayip cok saf olarak elde

edilmesidir (Baban ve ark., 2003; Giindiiz, 2004).

2.2.2. Gaz Kromatografisi (GC)

Gaz kromatografisinde, ugucu veya kolaylikla ucucu hale getirilebilen bilesenler
ayrilir. Hareketli faz olarak azot, helyum veya argon gibi inert bir gaz kullanilir.
Maddeleri tasimakla gorevli olan hareketli faz ile ayrilmalar1 istenen maddeler
arasinda bir etkilesme olmaz. Sabit faz silika jel, aliimina gibi kat1 bir adsorban veya

yiiksek kaynama noktali bir s1vi olabilmektedir.

GC yontemi ile 1siya dayanikli maddelerin ayrilmasi saglanir. Analizi yapilacak
madde, sicaklik derecesi ayarlanabilen bir firin i¢ine yerlestirilmis olan bir kolondan
gecirilir. Bu amagla drnek once bir enjektorle drnek enjeksiyon kutusuna enjekte
edilir. Inert bir gaz yardimiyla kolon iginden ge¢mekte olan ugucu maddenin
bilesenleri birbirinden ayrilir. Kolondan farkli zamanda ¢ikan bilesenler uygun bir
dedektorden gecerken verdikleri sinyaller konsantrasyonu saglamaya yarayan pikler

seklinde kaydedilir (Baban ve ark., 2003; Giindiiz, 2004).
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2.2.3. ince Tabaka Kromatografisi (TLC / iTK)

Kromatografi islemi bu yontemde cam, aliiminyum veya plastik bir ylizey ilizerine
kaplanmis bir adsorban tabakasinda gergeklesir. Kromatografi kabindaki hareketli faz

adsorban tabakasi tizerinde alt kenardan {ist kenara dogru ilerler (Sekil 2.3.).

Kapak
b 3
Plaka
\
Kromatografi kabi
 —
(Tank)
Hareketli
faz |

Sekil 2.3. Ince tabaka kromatografisi diizenegi.
(http://www.chromatography-online.org/Principles/TLC-Apparatus/Chambers.html)

Ince tabaka kromatografisi yontemi ile kalitatif ve kantitatif analizler yapilabildigi
gibi, bir karisimdan maddelerin saf halde elde edilmeleri amaciyla preparatif
calismalar da yapilmaktadir (Ersoy, 1989). TLC, uygulamasi kolay ve hizli ayni
zamanda ekonomik bir yontemdir (Flanagan ve ark., 2007). ila¢ endiistrisinde,
maddelerin saflik derecelerini kontrol etmede, klinik laboratuarlarda, biyoloji,

biyokimya ve imalat laboratuarlarinda siklikla kullanilmaktadir (Giindiiz, 2004).
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Ince tabaka kromatografisinde sabit faz olarak silika jel, talk, aliiminyum oksit,
seliiloz, diatomeli topraklar gibi maddeler kullanilir. Bu maddeler su veya alkolle
bulamag¢ haline getirilir ve 6zel olarak hazirlanmis plakalar {izerine ince bir tabaka
halinde yayilip kurutulur. Adsorban madde se¢imi, ayrilmasi istenen maddelerin
asidik veya bazik oluslarina gore yapilir. Genellikle asidik karakterli maddeler igin
silika jel gibi asidik adsorplayicilar, bazik karakterli maddeler i¢in de aliiminyum
oksit, talk gibi bazik adsorplayicilar kullanilir. Adsorbanmn plakaya yapismasimni
saglamak icin ayrica kalsiyum oksit gibi yardimci maddeler de ilave edilir. Ince
tabaka plakalari, her ebatta, genel olarak da 5 x 20, 10 x 10, 20 x 20 cm ebatlarinda
imal edilir. Standart ince tabaka plakalarindaki tabaka kalinlig1 250 pm ve ortalama

parcacik biiyiikligii 20 pm’dir (Ersoy, 1989; Giindiiz, 2004).

2.2.3.1. Ornegin Plakaya Uygulanmasi

Kimyasal bir ¢oziicli igerisinde ¢Oziinmiis halde bulunan analizi yapilacak olan
madde, bir mikropipet, kapiler bir boru veya sirmmga yardimiyla ¢ok az miktarda
plakaya uygulanir. Maddenin uygulandigi yer plakanin alt kenarindan 1.5-2 cm
yukarida olmalidir. Bu suretle, analiz edilecek olan madde silika jel {izerinde ¢ok
kiiciik bir spot (leke) olusturur. Bu spotun biraz ilerisine aranan maddenin standart
¢ozeltisinden yine ¢ok az bir miktar uygulanir. Ornek ¢dzeltisinin standartlardan dnce
uygulanmasi ¢apraz kontaminasyon riskini minimuma indirmektedir (Baban ve ark.,

2003; Flanagan ve ark., 2007).

2.2.3.2. Plakanin Yiriitiilmesi

Kromatografide kullanilan plakanin biiylikliigiine gore degisik boyutlarda iyi kapanan
cam tanklar kullanilir. Kullanilacak tankin ig¢ine uygulama noktasinin seviyesini
gecmeyecek sekilde hareketli faz cozeltisi konur. Spot hareketli c¢ozeltiye
batmamalidir. Plaka, hareketli faz ile doyurulmus tanka yerlestirilir ve ¢dzciiniin
yiikselmesi gozle takip edilir. Coziicii yiikselirken ornekteki bilesenleri de siiriikler ve
yukariya ¢ikarir. Yiikselme yaklasik 10 cm oldugu zaman kromatograma son verilir,

plaka tankin disia ¢ikarilir ve kurutulur (Glindiiz, 2004).
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Hareketli faz i¢cin ¢6ziicii veya ¢dziicli sistemi se¢iminde, ¢alisilan maddenin yapis1 ve
kullanilan tabaka dikkate alinmaktadir. Polar olmasi beklenen maddeler i¢cin polar,
apolar olmasi1 beklenenler i¢in apolar ¢oziiciiler kullanilir. Polar ¢oziiciiler maddelerin
R degerini arttirir. Siklikla, uygun kuvvette bir ¢6ziicii sistemi hazirlamak i¢in birkag
¢oziicli karistirilir. Maddeleri plakanin ortalarinda yiiriiten ¢6ziicii sistemi en uygun

sistemdir (Ersoy, 1989).

2.2.3.3. Kromatogramin Goriintiilenmesi

Yiiriitme islemi tamamlandiktan ve plaka iyice kurutulduktan sonra maddelerin yerleri
tespit edilir. Eger maddeler renkli ise tabaka lizerinde kolayca yerleri tespit edilebilir.
Renkli olmayan maddeler ile calisilirken lekelerin yerlerini belirlemek amaciyla
kromatogram UV (254 veya 366 nm) 1s1k altinda incelenebilir. Maddelerin ¢ogu UV
1s1n1 absorpladigindan bazilar1 fluoresans gdsteren, bazilar1 da karanlik lekeler halinde
gozlenir. Bir baska yol fluoresans igeren tabaka kullanilmasidir. Boylece plakadaki
maddeler uygun dalga boyundaki UV 151k altinda, parlak fluoresans zeminde karanlik
lekeler halinde goriiliirler (Ersoy, 1989).

Gorilintirliigii ve kimyasal tanimlamayi1 saglamak amaciyla renk veren belirtegler
kullanilabilir. Plakalar belirtece daldirilabilir fakat tercih edileni piiskiirtiilerek
uygulanmasidir. Belirteclerin c¢esitli kombinasyonlari, fonksiyonel gruplarm ve

bilinmeyen maddelerin tanimlanmasina yardimci1 olmaktadir (Flanagan ve ark., 2007).

2.2.3.4. Rs Degeri (Alikonulma Faktorii)

R¢ degeri, maddenin go¢ ettigi uzakligin hareketli fazin goc ettigi uzakliga oranidir
(Sekil 2.4.), 0-1 arasinda degisen bir degerdir ve kromatogramin uzunlugundan
(cOziicliniin baglangic noktasindan goc ettigi uzaklik) bagimsizdir (Ersoy, 1989;
Flanagan ve ark., 2007).
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Coziicii sinir1 -~ — i
- A=Maddenin gog ettigi uzaklik
A B B= Céziiciiniin go¢ ettigi uzaklik
Ornegin SR S N — R(=A/B
uygulandig: yer

Sekil 2.4. Rrdegerinin bulunmasi

R¢ degerinin tekrar edilebilirligini etkileyen bir¢ok faktdr vardir; kullanilan plaka,
plakaya uygulanan 6rnek miktari, yiirlitme mesafesi, tankin ¢oziicii buhariyla doyma
derecesi, ortam sartlar1 (sicaklik, basing gibi) ve matriks bilesenleri (Flanagan ve ark.,

2007).

2.2.3.5. Kalitatif Analiz

Bir kromatogramdan elde edilen veriler, karisimda hangi maddelerin var oldugunu
tespit etmeye yetmez. Kalitatif amacli caligmalarda, Ry degerini etkileyen faktorlerin
varligindan dolayr Ornekle birlikte sliphelenilen maddelerin standartlarmmn da
yiiriitiilmesi gerekir. Ornekte bulunan maddelerin Ry degerleri ile standart maddelerin
Rrdegerleri karsilastirilir. Ayni olduklar1 gézlemlenirse hareketli faz degistirilerek bir
yiiriitme daha yapilir. Boylece, ayni Ry degeri bulunursa analiz saglamlastirilmis ve

siiphelenilen madde tespit edilmis olur (Ersoy, 1989; Giindiiz, 2004).

2.2.3.6. Kantitatif Analiz

Ince tabaka kromatografisinde kantitatif analiz iki yontemle yapilabilir. Birinci
yontemde analiz edilecek olan maddeye ait leke (spot) 6nce tabakadan kazinip bir
tipe konur. Daha sonrasinda uygun bir c¢oziciinin kullanilmasiyla madde

adsorbandan geri kazanilir ve fiziksel veya kimyasal bir yontemle miktari tayin edilir.
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Ikinci yontemde &lgiimler dogrudan dogruya tabaka iizerinde yapilir. Analiz edilecek
olan madde ve konsantrasyonlari bilinen standart maddeler aymi tabakaya esit
miktarlarda uygulanir. Kromatografi isleminden sonra en basit olarak gozle lekelerin

biiytikligl kiyaslanir fakat bu, hata yiizdesi yiliksek yar1 kantitatif bir yontemdir.

Tabaka tizerinde en dogru 6l¢clim densitometrik yontem ile lekelerin goriiniir veya UV
alandaki absorbansinin veya madde flouresans 6zelligine sahipse fluoresans siddetinin
Ol¢tilmesiyle yapilir. Belli bir dalga boyunda ince tabaka iizerine yollanan 1smn yansir.
Leke iizerine yollanmas1 halinde ise 1smin bir kismi absorplanir bir kismi azaltilmig
sekilde ayni1 dalga boyunda yansitilir. Lekenin konsantrasyonu arttikca absorplama da
artar. Plakanin taranmasi sirasinda bos alandan yansiyan 1sinin siddeti ile lekeden
yanstyaninki arasindaki fark oOlgiiliir. Her bir lekeden elde edilen pik alanlar ile
konsantrasyon arasinda hazirlanan 6l¢li egrisinden maddenin miktar1 tayin edilir

(Ersoy, 1989; Giindiiz, 2004).

2.2.4. Yiiksek Performansh ince Tabaka Kromatografisi (HPTLC / YPITK)

TLC genis ¢esitlilikteki maddelerin ayrilmasinda, géreceli tanimlanmasinda ve yari
kantitasyonunda geleneksel olarak kullanilan kolay, hizli ve ucuz bir yontem olarak
kabul gormiistiir. Metodolojik agidan bakildiginda geleneksel TLC en basit
kromatografik yontemdir ve kolayca tedarik edilebilecek temel malzeme ve aletlerle

uygulanabilmektedir (Fried ve Sherma, 1999).

TLC son 40 yili askin siiredir tiim diinyada yaygin olarak kullanilmasina ragmen,
siklikla yiiksek verimlilikte veya kantitatiflikte bir yontem olarak dikkate
almmamustir. Fakat simdilerde gelistirilmis olan yiiksek performansli TLC, kompleks
karisimlart ayirma ve madde kantitasyonu kabiliyetiyle HPLC ve GC ile rekabet
edebilmektedir (Fried ve Sherma, 1999). HPTLC ile yapilan miktar tayini
sonuglarinin HPLC ve GC sonuglariyla kiyaslanabilir oldugunu ortaya konmustur
(Bladek ve ark., 1996). HPTLC ayrica diger kromatografik yontemlerle
karsilastirildiginda kolay uygulanabilirlik ve ayni anda c¢ok sayida Ornegin

calisilabilmesi gibi kayda deger avantajlara sahiptir.
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HPTLC, “adsorban niteliklerindeki ve plaka yapimindaki gelismelerin™; “Ornegin
uygulanmasi, plakanin yiiriitiilmesi ve densitometrik tarama i¢in en uygun teknik ve
donanim kullaniminmn”; ve “ince tabaka kromatografisinde kullanilagelen
kromatografik teorinin ¢cok daha iyi kavranmasinin” bir sonucu olarak dogmustur

(Fried ve Sherma, 1999).

Yiiksek performansl ince tabaka kromatografisinin gelisiminde, plaka teknolojisinin
gelisimi etkin rol oynamustir. Ince tabaka kromatografisinde adsorban olarak yaklasik
5-10 pm boyutunda oldukca kii¢iik ¢apli taneciklerin kullanilmasi ile ayirmada biiyiik
bir istiinliik saglanmistir. Adsorban olarak en cok silika jel kullanilan bu yontemde
plakalarda 10® ve 102 g gibi diisiik miktarlarda madde ile ¢alisilabilmekte ve islem
kisa siirede tamamlanmaktadir (Ersoy, 1989; Glindiiz, 2004).

Literatiirde yiiksek performansli ince tabaka kromatografisinin klasik ince tabaka
kromatografisinden = daha  Ustiin  oldugu ifade edilmektedir. = TLC’de
gergeklestirilemeyen ayrimlar HPTLC’de  gerceklestirilebilmektedir. HPTLC
geleneksel TLC’ye gore daha hizly, etkili ve duyarh bir tekniktir. Glivenilir sonuglar
vermekte ve uygulamada 6nemli avantajlar saglamaktadir (Sharma, 2002; Wall, 2005;

Halkina ve Sherma, 2006).

Calismamizda kullanilan HPTLC sistemi Sekil 2.5.’te yer almaktadir.
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Sekil 2.5. HPTLC sistemi.

2.3. Absorpsiyometri
(Dolen, 1989; Giindiiz, 2004)

Isigin kimyasal 6lgiimlerde kullanilmasi absorpsiyometrinin esasidir. Monokromatik
(tek bir dalga boyuna sahip) bir 1s1manin 1518a kars1 az ya da ¢ok oranda gegirgen olan
bir maddenin homojen bir katmani lizerine diismesi durumunda i1gimanin bir bolimii
yansir, bir bolimii madde katmanindan gecer ve bir bolimii de ortam tarafindan
absorplanir. Yansimanin olmadigi veya oOnemsiz diizeyde oldugu varsayilirsa
absorplanan 1simanin siddeti, maddeye giren ve maddeden ¢ikan i1gimalarin siddetleri

arasindaki farka esittir.

Monokromatik bir 15181 absorplayici bir ortamdan gegmesi sirasinda 1s1k siddetindeki
azalma, 15181 yolu iizerindeki absorplayici molekiil sayist ve 1518 siddeti ile

orantilidir.
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A = Absorbans

Iy Io= Giren 15181n siddeti
A =log — = &.b.c I = Cikan 15181n siddeti
I € = Molar absorblama katsayis1

b = Gegis yolu uzunlugu (Birimi cm’dir.)

¢ = Konsantrasyon (Birimi g/1’dir.)

Is1igm absorplayici bir ortamdan gegisine iliskin olan bu bagint1 Lambert-Beer yasast

olarak adlandirilir.

Absorpsiyon spektroskopisi veya spektrofotometri, maddelerin belirli bir dalga
boyundaki elektromanyetik 1s1may1 absorplamalarinin élgiimii yoluyla taninmasi ve
miktarlarinin tayinine iliskin islemleri kapsar. Absorplanan dalga boyu bunu
absorplayan molekiillerin yapisina baghdir. Buradan giderek maddenin yapis1
konusunda bilgi edinilebilecegi gibi, belirli bir dalda boyundaki absorpsiyon madde

konsantrasyonu ile orantili oldugundan miktar tayini de yapilabilir.

Bir ¢6zeltinin veya maddenin absorbansinin veya gecirgenli§inin (maddeden ¢ikan
15181 siddetinin giren 151¢1n siddetine orani) dalga boyuna karsi degisimini veren
egrilere absorpsiyon egrisi veya maddenin absorpsiyon spektrumu denir. Bu egriler
yardimiyla maddeler taninabilir. Bir bilesigin spektrumu onun imzasi gibidir.
Bilinmeyen bilesigin spektrumu bilinen bilesiklerin spektrumlariyla karsilagtirilir.
Tanima i¢in spektrumun Onemli karakteristikleri, maksimumlarin dalga boylar1 ve
absorbanslaridir. Absorpsiyon spektrumu belirleyici olmayip yol gostericidir. Bilinen
ve bilinmeyen maddelerin spektrumlarinin ¢akistigi dalga boyu araliginin genisliginin

artis1 ve daha karmasik spektrumlar durumunda taninabilirlik daha belirgindir.

Kalitatif analiz amaciyla ¢ogu kez log A’nin dalgaboyuna kars1 degisim grafigi ¢izilir.
Spektrumun bi¢iminin, ge¢is yolu ve konsantrasyona bagli olmayip yalniz maddenin

ozelliklerine bagl olmasi istenilir.
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Spektrofotometrik olarak yapilan kantitatif tayinlerin genel ilkesi 6rnek ¢ozeltisi ile
bir dizi standart ¢ozeltinin belirli bir dalga boyundaki elektromanyetik 151may1
absorplamalarmmin karsilastirilmasina dayanir. UV bolge 6zellikle organik maddelerin
kalitatif ve kantitatif tayinlerinde onemlidir. Kantitatif tayinler genel olarak Beer

yasasina dayanir. Absorbans konsantrasyon ile dogru orantilidir.

Tayin edilen maddenin absorpsiyon spektrumu bilinmiyorsa once spektrum alinir.
Maddenin spektrumuyla calisilacak dalga boyu araligi secilir. Maksimum duyarlilik
icin maksimum absorpsiyona yakin bir dalga boyu secilmeli, segilen dalga boyu
absorbansin dalga boyu ile hizla de§ismedigi bir aralikta olmalidir. Daha sonrasinda,
tayini yapilacak maddenin ¢esitli konsantrasyonlarda standart ¢6zletileri hazirlanarak
absorbanslar1 Olciiliir ve absorbansin konsantrasyona gore degisimini gosteren
kalibrasyon egrisi cizilir. Ornegin ayn1 kosullarda absorbansi dlgiilerek kalibrasyon

egrisinde karsilik gelen konsantrasyon belirlenir.

UV ve goriniir bolge i¢in farkli dalga boylarinda degisik 1s1k kaynaklan gerekir.
Hidrojen, doteryum lambalar1 180-380 nm, tungsten lamba 320-2500 nm araliginda

1s1ma vermektedir.

Monokromatorler, polikromatik 1sindan tek dalga boylu 151 elde etmek amaciyla
gelistirilmis olan diizeneklerdir. Monokromatorler tek dalga boylu isinlar1 art arda
verebilirler. Boylece genis bir dalga boyu aralig1 arastirilabilir. Buna farama denir.
Monokromatize edilmis 1s1manin monokromatdrden c¢iktigi slit (yarik) genisligi
Olgtimler agisindan onemlidir. Slit genisligi daraldik¢a ¢ikan 1sinin dalga boyu araligi
da daralir. Bir spektrofotometrenin birbirinden hafifce farkl iki dalga boyunu ayirt
etme yetenegi monokromatdriin slitinden c¢ikan dalgaboyu bandinin olusturdugu
goriintliniin genigligine baghdir. Slit araligi daraldik¢a spektrum daha ayrintili hale
gelir ve spektrumdan daha c¢ok bilgi elde edilir. Ayrica, piklerin genisligi azalir ve

boylar1 ytikselir.

Dedektorler, kullanilmak {izere tasarlandiklar1 dalga boylar1 araligindaki biitiin 151n
enerjilerini ayn1 hassaslikta ve siiratle elektrik sinyaline ¢eviren cihazlardir. Boylece
151n enerjisi Olgebilecegimiz elektrik enerjisine donlismiis olur. UV ve goriiniir alanda

en yaygin olarak kullanilan dedektorler fototiip ve fotocogaltici dedektdrlerdir.
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Fototiipler, {lizerine fotohassas bir madde kaplanmis ve bir vakum tiipline
yerlestirilmis yar1 silindirik genis bir katotla bir tel anottan meydana gelir. Fotohassas
ylizey tizerine diisen 1smlar siddetleriyle orantili olarak elektron agiga ¢ikarirlar,
firlayan elektronlarin sayisi, ylizey lizerine diisen 1smnin siddetiyle dogru orantilidir.
Pozitif anot tarafindan firlayan elektronlar cekilerek toplanir ve elektron akimi

devreden bir akim ge¢mesine neden olur.

Fotogogaltici dedektorler, fototiiplere benzer. Bunlarda farkli olarak fotonlarin
carptig1 katottan baska, dinot adi verilen elektrona hassas katotlar vardir. Katottan
firlayan elektronlar buraya ¢arparak yeni elektronlar firlatirlar. Bir tiipte birgok dinot
bulunur ve sonu¢ olarak akim elektronik olarak milyonlarca defa siddetlendirilmis
olur. Bu dedektorler diisiik gilicteki 1sinlar i¢cin kullanilirlar ve son derece hassas,

duyarl ve hizlidirlar.

2.3.1. Densitometri

Densitometri, optik yogunlugun sayisal olarak oOlglimiidiir. Ince tabaka
kromatografisinde  densitometri  kullaniminin  temel yarar1 kromatogramin
kantitasyonunun gergeklestirilmesidir. Bu, modern TLC’nin HPLC ve GC ile
karsilastirilabilir, glivenilir bir kantitatif analitik ara¢ olarak kabul edilmesinin baslica

kosuludur.

Biitiin 6l¢timler bilinen bir maddenin bilinmeyenle karsilastirilmasima dayanmaktadir.
Bilinen standart maddelerin yardimiyla sistem kalibre edilebilmektedir. TLC deki
herhangi bir kalibrasyon sadece mevzubahis olan tek bir plaka i¢in gegerlidir.
Standartlar ve bilinmeyen maddeler ayn1 plakada yan yana kromatografiye edilmek
zorundadir. Tam olarak ayni analiz uygulaniyor olsa bile, pratikte her TLC plakasi
farkli davranmaktadir. Ayni set standartlar 6l¢iim swasinda farkli plakalarda farkli
mutlak degerler verebiliyor olsa bile, ayni bilinmeyen i¢in kalibre sonuglar her iki

plakada esit olacaktir (Reich ve Schibli, 2006).
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Densitometrik tarama

HPTLC’de en dogru olglimleri densitometrik tarama sunmaktadir. Spektral segicilik
ozelligi biiyiikk bir avantaj saglamaktadir ¢iinkii 190-800 nm dalga boyu araliginda
monokromatize 1sin kullanilabilmekte ve s6z konusu maddenin maksimum
absorbans/floresans1 yakalanip yiliksek hassaslikta dlglim saglanabilmektedir. Tipik
dedeksiyon limitleri diisiik nanogram seviyesinde (absorbans) veya orta pikogram

seviyesindedir (floresans) (Reich ve Schibli, 2006).

Densitometre

Bir densitometre baslica; bir 151k kaynagi, bir monokromatdr ve bir dedektor
sisteminden olusur. Calismamizda da kullanllan CAMAG TLC Scanner 3
densitometrik tarayicimin yapisi Sekil 2.6.’da gosterilmektedir. UV 1518 190450
nm dalga boyu araliginda devamli spektrumunu sunan doéteryum lambasi yaninda
modern cihazlar ayrica tungsten lamba (370-800 nm) ve civali basing lambas1 (254 ve
366 nm) icermektedir. Lensler, aynalar ve bir monokromatdérden olusan optik sistem,
istenen dalga boyunda dar bir 151k bandinin kullanilmasini ve plakaya ulagmasini
saglamaktadir. Plakadan yansiyan 1sin bir fotocogaltic1 tarafindan OSlgiiliir. Bazi
durumlarda gecirgenlik de Slgiilebilir. Biitiin operasyon software kontrolii altindadir
ve absorbans/floresansin her ayr1 6rnek zonu i¢in tanimlanmasina imkan vermektedir.
Sonu¢ densitogram birlestirilebilmekte ve kantitatif degerlendirme yapilabilmektedir

(Reich ve Schibli, 2006).



29

Sekil 2.6. CAMAG TLC Scanner 3’lin sematik yapisi: 1, lamba segici; 2, giris lensi;
3, monokromator giris sliti; 4, monokromator grating; 5, ayna; 6, slit segici; 7, lens; 8,
ayna; 9, 1s1n dagiticisy; 10, referans fotogogaltici; 11, TLC plakasi; 12, fotogogaltici
(yansima); 13, fotogogaltici (gegirgenlik) (Reich ve Schibli, 2006).

Modern bilgisayar kontrollii densitometreler, absorbansin veya floresansin standardin
konsantrasyonuna olan oranini gdsteren lineer veya polinominal kalibrasyon egrileri
iiretebilir ve buradan otomatik olarak ara degerini bulma ile bilinmeyenin
konsantrasyonunu hesaplayabilirler. Bant seklindeki zonlar, yuvarlak spotlardan daha

iyi kantitatif sonuglar vermektedir (Sherma, 2005).

Spektrometrinin temeli olan genel Lambert-Beer Kanunu densitometri i¢in gegerli
degildir ¢linkii 1511n absorpsiyonu ve sagilimi, direkt tabaka {izerinde zon Olglimii

sirasinda meydana gelmektedir (Sherma, 2005).
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Silika tabaka saydam degildir ama karmasik optik bir ortamdir. Isin tabakanin
arasindan geger ve 6zgiin pargaciklarin smirlarindaki ¢oklu sagilma sebebiyle kismen

geri yansir (Sekil 2.7.) (Huf, 1987).

I Jo

[TLE :SROTT

v

Sekil 2.7. Is1gm silika tabakada tagimnimu. Is, belli bir dalga boyunda tabakaya yolanan

1s1n 151n; lo, bos tabakadan gecen 1sm; I, spottan gecen 1smn; Jo, bos tabakadan

yanstyan 1§1n; J, spottan yansiyan 1sm (Huf, 1987).

Partikiil boyutu, tabaka kalinligi, nem, asidite gibi farkli parametreler 1s1n
absorbsiyonunu ve sagilmasii etkileyebilir. Isinin sagilmay1 saglayan bir ortamda
absorbsiyonunu tamimlayan birkag teori mevcuttur. Densitometriye genellikle

uygulanan teori Kubelka ve Munk’1n teorisidir (Huf, 1987).

Kubelka-Munk teorisi yansima ve konsantrasyon arasidaki iliskiyi ifade etmektedir.

F (R) = (1-R)?/2R = k/s = Ac/s

R = yansima

k = absorplama katsayis1

s = sagilma katsayis1

¢ = absorpsiyon yapan maddenin konsantrasyonu

A = absorbans
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Genellikle densitometrik yontemler, madde konsantrasyonu ile yansimanin ve/veya

gecirgenligin Olciilen optik miktar: arasindaki iliskiye dayanmaktadir (Huf, 1987).

Olciim bicimleri

Densitometri absorbans ve floresans modunda gergeklestirilebilir. Absorbans
Ol¢limiinde plakadan yansiyan 1sm, 1sm bandi 6rnegin absorplama zonuna carptigi
zaman kiigiilen temel sinyali temsil etmektedir. Sinyal elektronik olarak doniistiirtiliir
ve absorbans densitogramda pozitif bir pik olarak sunulur. Absorbans prensip olarak
yansima veya -tabakanin karsi tarafina yerlestirilen bir dedektdr yardimiyla-
gecirgenlik modunda Olgiilebilir. Fakat gercirgenlikte tabakadaki diizensizlikler
sonucu etkileyecektir ve ayrica cam plakalar UV 1s18min  gegmesine izin
vermemektedir. Floresans Ol¢iimiinde, uyarict UV 1sinimmimni tutmak ve yayilan
goriiniir floresans1 ge¢irmek icin tabaka ve dedektdr arasma bir kesme filtre

yerlestirilmesi gerekir (Reich ve Schibli, 2006).

Spektral 6l¢iim

UV spektrumunun plaka iizerinde yerinde 6lgiimii i¢in 151n band1 ayrilan bir benegin
iizerine yonlendirilir. Ismin dalga boyu arzu edilen spektral aralif1 kaplayana kadar
sirekli degistirilir. UV spektrumundan iki onemli bilgi edinilebilir: ilki bilesenin
maksimum absorbansi, ikincisi tanimlanmasi. Elde edilen bir spektrum kiitiiphanede
bulunan spektrumlarla karsilastirilip bilinmeyen maddenin tanimlamasi yapilabilir

(Reich ve Schibli, 2006).
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2.4. Ornek Hazirlama

Organik kirleticiler i¢in ¢evresel Orneklerin analizi siklikla bircok asamayi igeren
karmasik bir prosediirdiir. Analizin etkinligi analizin 6ncesinde gerceklestirilen bir¢ok
islemde temellenmektedir. Bu islemler, 6rnekleme stratejisini, 6rnegin saklanmasini,
on muamelesini, Ornek ekstraksiyonunu ve gerekliyse temizlemeyi ve/veya

onderistirmeyi icermektedir (Dean, 1998).

Cevresel analiz orneklerini; sivi (6rn. wrmak suyu), gaz (6rn. hava) veya kati (6rn.

toprak, sediment) seklinde tanimlayabiliriz.

2.4.1. Toprak Analizi

Toprak; mineraller, organik madde, su, hava ve i¢inde yasayan organizmalarin bir
karisimidir. Mineral partikiiller kayalardan kdken alan inorganik materyallerdir ve ¢cok
cesitli biiyilikliiklerdeki kristal yapilardir. Topraktaki mineral maddenin ¢ogunlugunu
sekiz kimyasal element meydana getirmektedir. Bu elementlerden agirlik ve hacimce
en fazla bulunani oksijendir. Diger elementler sirasiyla, silisyum, aliminyum, demir,
magnezyum, kalsiyum, sodyum ve potasyumdur. Bu elementlerin iyonlar1 ¢esitli
oranlarda birleserek farkli mineralleri meydana getirmektedir. Ayrica, toprak ve yer
kabugunda, diisiik miktarlarda olmak iizere seksenden fazla farkli element daha

bulunmaktadir.

Topragin organik maddesi, yasayan organizmalardan ve bu organizmalarin
metabolizma iirlinleri ile kalintilarindan ibarettir. Agirlik olarak toprak kitlesinin
%10’undan daha azin1 temsil etmesine ragmen topragm kimyasal, fiziksel ve biyolojik
ozellikleri ilizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir. Topraktaki organik madde esas olarak
karbon, hidrojen, oksijen, nitrojen ve daha kiigiik miktarlarda siilfiir ve diger
elementlerden olusmaktadir. Organik materyaller, topraktaki organizmalar tarafindan
mineral bilesenler ile reaksiyona sokularak organo-mineral bilesikleri olusturmak

iizere degisime ugratilmakta veya doniistiiriilmektedirler.
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Topragin organik maddesi, polar ve apolar organik molekiillerin absorbe edildigi
reaktif yiizeyler kadar iyi bir anyon ve katyon degisim kapasitesine sahiptir. Bu
yiizden eklenen organik ve inorganik materyaller topragmn organik maddesi ile
etkilesime girmektedir (Juma, 2001; http://organiclifestyles.tamu.edu/soilbasics/soil

chemical html).

Toprak, cevreyi kirleten maddelerin yeryiiziindeki biyokimyasal dongiisiinde énemli
roli ve gidanin elde edildigi ortam olmasindaki hayati rolii nedeniyle cevresel

analizler arasinda biiyiik 6nem tasimaktadir (Radojevi¢ ve Bashkin, 1999).

Yirminci yiizyillin baslarindan itibaren modern tarima gecilmesi ve sanayilesmenin
hizl1 artisiyla beraber, toprak kirliligi de bir ¢evre sorunu olarak ortaya ¢ikmaya
baslamistir ve toprak kirligine neden olan 6nemli faktorlerden biri de pestisitlerdir

(http://www. cevreorman.gov.tr/toprak 01.htm).

Toprakta pestisit kaliciligmi etkileyen faktorler; toprak kompozisyonu, topragin
kimyasal yapis1 ve mikrobiyal aktivitedir. Kil par¢aciklari, amorf mineral maddeler ve
organik maddeler, emilimi kontrol eden toprak bilesenlerini olusturmaktadir. Organik
madde icerigi yliksek olan topraklarda kalicilik daha fazladwr (Curran, 1998; Ali ve
Baugh, 2003).

Toprak heterojenik bir materyaldir ve kiiciik bir alanda bile 6nemli derecede fiziksel
ve kimyasal farklar gosterebilmektedir. Toprak gibi homojen olmayan ortamlarin

orneklenmesi bu yiizden zorluklar igermektedir (Dean, 2003).

Herhangi bir 6rneklemenin temel amaci, toplam kiitleden temsili bir parca elde
etmektir. Orneklemede kullanilan farkli yontemler mevcuttur (Sekil 2.8.). Oncelikle
gergeklestirilecek analizin amacina uygun olarak topragin ne zaman, nereden ve hangi

derinlikten, ne kadar miktarda toplanmasi gerektigi belirlenmelidir (Dean, 1998).
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Sekil 2.8. Ornekleme i¢in kullanilan temel yontemler (Dean, 2003).

Toprak Orneklerinin 6n islemleri, kurutma, 6giitme, eleme ve karistirma asamalarini
icermektedir. Kurutma oda kosullarinda, firinda veya dondurarak yapilabilmektedir.

En uygun yontem, analizi yapilacak olan maddeye gore belirlenmelidir.

Toprak kurutulduktan sonra topaklanmis parcalar1 gidermek ve tane biyiikligiini
kiiciiltmek icin ogitiiliir. Ogiitme havan kullanilarak gergeklestirilebilir. Daha
sonrasinda odun ve bitki pargaciklar1 gibi istenmeyen maddeleri ortamdan
uzaklastrmak i¢in elenir. Elemek, biiyiik oranda kimyasal etkinlik gdstermeyen iri
parcali feldspar ve karbonat mineralleri gibi toprak fraksiyonlarini da azaltacaktir.
Ogiitmek ve elemek partikiil biiyiikliigii bakimmdan standardizasyonu saglamak i¢in
gereklidir. Eleme isleminden sonra homojenize toz haline gelmis toprak ornekleri

analize kadar uygun kosullarda saklanir (Petrovic, 2007).
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2.4.2. Ekstraksiyon

Kat1 ve s1v1 haldeki bir karisimdan bir veya birka¢ maddeyi, bunlar1 ¢ézen bir ¢oziicii
yardimiyla ayirmaya ekstraksiyon denir. Ekstraksiyon, katilardan ve sivilardan olmak

iizere iki ana gruba ayrilir (Tulus ve Imre, 1989).

Katilarin ekstraksiyonu, ¢ok bilesenli bir katidan istenilen bilesenin bir ¢oziicii ile
coziilerek ayrilmasidir. Sivilardan ekstraksiyona benzer bir islem gibi goziikkmesine
ragmen kat1 maddelerin ekstraksiyonu daha zor bir siiregtir. Cilinkii kati1 i¢inde
difiizyon s1v1 ig¢indeki difiizyondan ¢ok daha yavastir ve bu ylizden dengeye ulasmasi

daha zordur (www.mm.anadolu.edu.tr/kimya/deneyler2/Deney5.pdf).

Soxhlet ekstraksiyonu, sivi-kat1 ekstraksiyon kati Orneklerin ektraksiyonunda
kullanilan geleneksel yontemlerdendir. Geleneksel ekstraksiyon yontemlerinde uzun
siirelere ve biiyiik miktarlarda ¢oziiciiye ihtiyag duyulmaktadir. Ekstraksiyon siiresini
kisaltan, ¢oziicti tiiketimini azaltan, ¢cevre dostu yeni ekstraksiyon tekniklerine olan
ihtiya¢ giderek artmaktadir. Ultrasonik, mikrodalga destekli, siiperkritik ve
hizlandirilmig ¢oziicli ekstraksiyon sistemleri hizli ve etkilidirler. Bu tekniklerde
yiiksek basing ve/veya yiiksek sicakliklarda ¢alisma imkaninin olmasi ekstraksiyon

siiresini biiylik oranda azaltmaktadir (Tavman ve ark., 2009).

2.4.2.1. Sivi-Kat1 Ekstraksiyon

Organik kirleticilerin topraktan ekstraksiyonu en yaygin olarak geleneksel sivi-kati
ekstraksiyon yontemiyle yapilmaktadir. Geleneksel sivi-kat1 ekstraksiyonun
calkalama yontemiyle yapilan formunda, toprak 6rnegi uygun bir cam erlene konup
iizerine organik ¢oziicii ilave edildikten sonra belirli bir zaman periyodu i¢in dairesel

hareketlerle mekanik bir ¢alkalayicida ¢alkalanir.

Ekstraksiyondan sonra analiti iceren ¢oziiciiniin santrifiijleme ve/veya filtrasyon ile

matriksten ayrilmasi gerekmektedir (Dean, 1998).
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2.4.2.2. Ultrasonik Ekstraksiyon

Sonikasyon olarak ta bilinen ultrasonik ekstraksiyonda 6rnekle ¢oziicli arasinda yakin
temas saglamak amaciyla ses dalgalar1 kullanilir (Kou ve Mitra, 2003). Bu islem
ultrasonik bir prob veya banyo kullanilarak uygulanabilir. Banyolar daha yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ornek uygun bir kaba alinir, iistiinii kaplayacak miktarda
yeterli organik c¢oziicli ilave edilir ve icinde su bulunan ultrasonik bir banyoya
batirildiktan sonra belirli siire ekstakte edilir (Dean, 1998). Ornegin her seferinde ayn1
miktarda taze ¢Oziicii kullanilarak iki veya ii¢ defa daha ekstakte edilmesi gerekebilir.
Her ekstraksiyon tekrarindan sonra elde edilen ekstraktlar bir araya getirilir. 20
ppm’in lizerinde yiiksek konsantrasyondaki érnekler i¢in, 6rnegin 2 grammnm 10 ml

coziicii ile tek seferde ekstraksiyonu yeterli olabilmektedir (Kou ve Mitra, 2003).

Toprak ekstraksiyonlarinda ultrasonigin kullanilmasmin en biiytlik yarar1 ekstraksiyon
prosediirii sirasinda sonik enerjinin bir sonucu olarak toprak partikiillerinin
ufalanmasidir. Bu topragim yiizey alanini arttirmakta ve ¢oziiciiniin toprak matriksine
daha 1iyi niifuz etmesini saglamaktadir. Ayrica mekanik titresimler, toprak
partikiillerini saran ¢oziicii katmanini hizla degistirmekte ve analitin kat1 ylizeyden
coziicliye kiitle transferine yardimc1 olmaktadir (Synder, 2004). Bu sekilde kati-sivi
ara ylizeyinde ultrason etkisiyle mikrodiizeyde karigma gerceklesmekte ve boylelikle
stvidaki tagimim artarak kiitle transferine olan dis direng diismektedir (Pugin ve

Turner, 1990).

Ultrasonik ekstraksiyon sistemi ucuz, basit ve hizli olmasi nedeniyle geleneksel
ekstraksiyon tekniklerine 1yi bir alternatiftir. Ultrasonun ekstraksiyonda
kullanilmasinin baglica yararlar1 hizli kinetik ve verim artisidir. Ayrica ultrason,
diisiik sicakliklarda da etkin olarak uygulanabildiginden sicakliga duyarli maddelerin

ekstrakte edilmesini miimkiin kilmaktadir (Tavman ve ark., 2009).
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2.4.2.3. Mikrodalga Ekstraksiyonu

Mikrodalgalar 0.3-300 GHz araliginda degisen elektromanyetik radyasyonlardir.
Ikinci diinya savasindan beri kullanilan mikrodalga enerjisinin, analitik
laboratuarlarinda 1sitma kaynagi olarak kullanilmaya baslanmasi 1970’lerin sonunu
bulmustur. Klasik temas yoluyla 1s1 iletimi yOntemlerinin aksine, mikrodalgalar
ornegin tamamini ayni anda 1sitmaktadir ve ¢oziicii kaynama noktasina ¢ok hizli bir
sekilde varmaktadir. Mikrodalga 1sitmas1 zayif hidrojen baglarinin bozulmasina sebep
olmaktadir. Serbest kalan iyonlarin gocii, ¢oziicii molekiillerinin matrikse niifuz
etmesini kolaylastirmakta ve bu, ekstrakte edilen bilesenlerin ¢dzlinmesine imkan
vermektedir. Bu ekstraksiyon teknigi, 6zellikle orta ve yiiksek polarliktaki bilesenlerin

kat1 matrikslerden ekstraksiyonunda gelecek vaad etmektedir.

Mikrodalgalar1 kullanirken ekstraksiyon kabi igersindeki radyasyonu absorplayacak
bir bilesene ihtiya¢ vardir. Su 1y1 bir mikrodalga absorplayici oldugu i¢in 6rnek ya da
¢Oziicii sistemi su ihtiva ediyorsa bir problem yoktur. Eger etmiyorsa ¢oziicii sistemi

en az bir tane yiiksek polariteye sahip bilesen icermelidir.

Coziicii igerigi, uygulanan mikrodalga giicli, ekstraksiyon siiresi ve sicakligi

ekstraksiyonun verimliligini etkileyen parametrelerdendir.

Mikrodalga ekstraksiyonu, yaygin olarak, sicaklik ve basing kontrolii altinda, kapali
Teflon kaplarda (vessel) gergeklestirilmektedir. Teflon kaplar yiiksek basinca
dayaniklidir ve ekstraksiyon sicakliginin 250-300°C’ye kadar ¢ikarilabilmesine imkan
vermektedir. Ayni anda altidan onikiye kadar Ornegin ekstrakte edilebilmesi,
kullanilan ¢Oziicii miktarinin ve ekstraksiyon siiresinin az olmasi mikrodalga
ekstraksiyonunun avantajlarindandir (Kaufmann ve Christen 2002; Kaufmann ve ark.,

2007; Reeve, 2002; Castro ve Garcia, 2002).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

a-Cypertmethrin (%99.8)
Metanol
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Diklormetan

Aseton

Azot
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Fluka

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma

Bu calismada gerek ekstraksiyon asamasinda gerekse kromatografi asamasinda

kullanilan tiim ¢6ziiciilerin ticari olarak yiiksek saflikta olanlar1 tercih edildi.

3.2. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

CAMAG HPTLC (YPITK)

- Automatic TLC Sampler 4 (ATS 4): Uygulama {initesi

- Automatic Development Chamber (ADC 2): Yiirlitme iinitesi

- TLC Scanner 3: Tarama unitesi

Ultrasonik banyo
Mikrodalga firm
Elektronik hassas terazi
Vortex

Santrifiij

Mekanik ¢alkalayici

Doner buharlastirici

Bandelin Sonorex

Cem Mars 5

Precisa

IKA Yellow Line

Hettic Universal 320R
GFL 3017

Heidolph Laborota 4003
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Etiiv Termal Laboratuar Aletleri
Buzdolab1 Arcelik
Otomatik Pipet Eppendorf
- 10-200 pl
- 200-1000 pl
Silica gel 60 F,s54 HPTLC cam plaka Merck
Enjektor ucu filtre (RC-45/25) Chromatfil

3.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1. Standart Cozeltiler

Piretroid grubunun bir {iyesi olan a-cypermethrin standardina (%99.8) ait ¢ozeltiler
agagida bildirildigi sekilde hazirlandi. +4°C’de muhafaza edildi ve kullanimlarmdan

once oda sicakligina getirildi.

a-Cypermethrin stok ¢ozeltisi (1000 ug/ml ): 50 mg a-cypermethrin tartildi, 50 ml
hacme balon jojede metanol ile tamamlandi.

a-Cypermethrin test c¢ozeltisi (750 wug/ml): Hazirlanan 1000 pg/ml’lik stok
¢ozeltisinden 7.5 ml alind1 ve 10 ml balon joje i¢inde hacme metanol ile tamamlandi.
a-Cypermethrin test c¢ozeltisi (500 wug/ml): Hazirlanan 1000 pg/ml’lik stok
cozeltisinden 5 ml alind1 ve 10 ml balon joje icinde hacme metanol ile tamamland:.
a-Cypermethrin test c¢ozeltisi (250 wug/ml): Hazirlanan 1000 pg/ml’lik stok
¢ozeltisinden 2.5 ml alind1 ve 10 ml balon joje i¢inde hacme metanol ile tamamlandi.
a-Cypermethrin test c¢ozeltisi (125 wug/ml): Hazirlanan 1000 pg/ml’lik stok
cozeltisinden 1.25 ml alind1 ve 10 ml balon joje icinde hacme metanol ile tamamlandi.
a-Cypermethrin test ¢ozeltisi (50 ug/ml): Hazirlanan 1000 pg/ml’lik stok
cozeltisinden 0.5 ml alind1 ve 10 ml balon joje i¢inde hacme metanol ile tamamlandi.
a-Cypermethrin test ¢ozeltisi (25 ug/ml): Hazirlanan 1000 pg/ml’lik stok
cozeltisinden 0.25 ml alind1 ve 10 ml balon joje i¢cinde hacme metanol ile tamamlanda.
a-Cypermethrin test ¢ozeltisi (15 ug/ml): Hazirlanan 1000 pg/ml’lik stok

cozeltisinden 0.15 ml alind1 ve 10 ml balon joje i¢inde hacme metanol ile tamamlanda.
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a-Cypermethrin test c¢ozeltisi (12.5 upg/ml): Hazirlanan 1000 pg/ml’lik stok
cozeltisinden 0.125 ml alindi ve 10 ml balon joje i¢inde hacme metanol ile
tamamlanda.

a-Cypermethrin test ¢ozeltisi (10 ug/ml): Hazirlanan 1000 pg/ml’lik stok
cozeltisinden 0.10 ml alind1 ve 10 ml balon joje i¢inde hacme metanol ile tamamland:.
a-Cypermethrin test ¢ozeltisi (5 ug/ml): Hazirlanan 1000 ug/ml’lik stok ¢ézeltisinden

0.05 ml alind1 ve 10 ml balon joje i¢inde hacme metanol ile tamamlandi.

Stok cozeltileri, kalibrasyon egrilerini hazirlamada ve geri kazanim caligmalarinda

kullanildz.

3.3.2. Coziicii Sistemleri

3.3.2.1. Hareketli Fazin Hazirlanmasi

Hekzan / Toluen (1:1)

5 ml hekzan ile 5 ml toluen karisimi her yiiriitmeden 6nce taze olarak hazirlandi.

3.3.2.2. Ekstraksiyon Coziiciilerinin Hazirlanmasi

Hekzan / Diklormetan (1:1)
10 ml hekzan ile 10 ml diklormetan karisimi, Ornek sayist1 miktarinca

ekstraksiyonlardan Once taze olarak hazirlandi.

Hekzan / Aseton (1:1)
10 ml hekzan ile 10 ml aseton karisimi, 6rnek sayist miktarinca ekstraksiyonlardan

Once taze olarak hazirlandi.

Aseton

Tek bir 6rnek i¢in 20 ml olmak {izere 6rnek sayist miktarmca kullanildi.

Toluen

Tek bir 6rnek i¢in 20 ml olmak iizere 6rnek sayis1 miktarinca kullanildi.
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3.4. Ornek Hazirlama

3.4.1. Toprak Orneklerinin Toplanmasi

Toprak 6rnekleri, Adapazari Ili'ndeki a-cypermethrin ile ilaglandig1 bilinen yaklasik
12 dekar biiyiikliigiindeki bir karpuz tarlasindan 15 adet analizi yapilacak 6rnek ve 2
adet kontrol grubu (tarla sinirmin 10 metre uzagindan) olarak toplandi. Bu 6rnekler
ilaglama tarihinden 1 hafta sonra, 0-20 cm derinlikten, ilaglanan bitkilerin dibinden ve
bitki ekim siralarinin (karik) aralarindan olmak iizere rastgele 6rnekleme yontemiyle

topland1.

Ayrica, yaklagik 20 yildir herhangi bir pestisitle muamele edilmemis ayni ildeki bir

bah¢eden 0-20 cm derinlikten toplanan topraklar da kontrol amagl kullanild1.

3.4.2. Toprak Orneklerinin Hazirlanmasi

3.4.2.1. On islemler

Toplanan tiim toprak Ornekleri oncelikle oda kosullarinda kurutuldu ve homojen
oluncaya dek karistirildi. Daha sonra bir havan kullanilarak 6giitiildii ve metal bir
elekten gecirildi. Homojenize hale gelmis toprak ornekleri, kimyasal analize kadar
gilin 15181na maruz kalmayacak bir sekilde, oda 1sisinda, kapakli 6rnek kaplarinda

muhafaza edildi.

3.4.2.2. Katim Orneklerinin Hazirlanmasi

Katim; herhangi bir pestisitle muamele edilmemis ve on islemlerden gecirilmis 5 g
agirhigindaki toprak orneklerine farkli konsantrasyonlarda metanolde hazirlanmis o-
cypermethrin standart ¢ozeltilerinin 1 ml eklenmesiyle hazirlandi. Katim yapilan

ornekler vortekslendi ve ekstraksiyondan 6nce 1 gece oda 1sisinda bekletildi.
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3.5. Ekstraksiyon

Calismamizda sivi-kat1  ekstraksiyon, ultrasonik ekstraksiyon ve mikrodalga
ekstraksiyonu olmak {izere tii¢ farkli ekstraksiyon yontemi denendi. Her iig

ekstraksiyon yontemi i¢in de uygun kosullar1 saglamak iizere optimizasyon yapild1.

Ekstraksiyonda  kullanilacak en uygun c¢oziicii sistemini se¢cmek i¢in
hekzan:diklormetan (1:1), aseton, toluen ve hekzan:aseton (1:1) denenerek

hekzan:diklormetan (1:1) kullanimma karar verildi.

Ekstraksiyon yontemlerinin verimlilikleri kiyaslanarak tarladan alinan toprak

orneklerinin analizi i¢in en uygun olani belirlendi.

3.5.1. Sivi-Kat1 Ekstraksiyon

5 g toprak 6rnegi 50 ml’lik silifli bir erlende 20 ml hekzan:diklormetan (1:1) ¢oziicii
karisimi ile mekanik calkalayicida oda 1sisinda 12 saat boyunca (150 devir/dk)
calkalandi. 50 ml’lik santrifiij tiiptine aktarildi ve 5 dk 5000 rpm’de santrifiij edildi.
Ekstrakt, enjektor ucu filtreden gecirildikten sonra organik faz, doner buharlastiricida
40°C’de tamamen buharlastirildi. Kalint1 tiimiiyle cam tiipe aktarilarak azot gazi
altinda ucguruldu. 1 ml hekzan:diklormetan (1:1) ilave edildi ve vortekslendi. HPTLC

sisteminde analiz edildi.

3.5.2. Ultrasonik Ekstraksiyon

5 g toprak 6rnegi 50 ml’lik bir polipropilen santrifiij tiipiine tartildi ve {izerine 20 ml
hekzan:diklormetan (1:1) c¢oziicii karisimi eklendi. Kapagi kapatildiktan sonra
ultrasonik banyoda 30 dk 40°C’de ekstre edildi. Ornek 5000 rpm’ de 5 dk
santrifiijlendi, ekstrakt baska bir tlipe aktarildi. Kalan toprak iizerine tekrar 20 ml
hekzan:diklormetan (1:1) ¢oziicii karisimi eklendi ve ekstraksiyon siireci bir kez daha
tekrarlandi. Elde edilen ekstraktlar birlestirilip enjektdr ucu filtreden gegirildikten
sonra 40°C’de doner buharlastiricida kuruyana kadar buharlastirildi. Kalint1 tiimiiyle
cam tiipe aktarild1 ve ¢oziicli azot gazi altinda uguruldu. 1 ml hekzan: diklormetan

(1:1) ilave edilip vortekslendikten sonra HPTLC sistemi ile analiz edildi.
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3.5.3. Mikrodalga Ekstraksiyonu

5 g toprak ornegi Teflon mikrodalga kaplarna kondu ve 20 ml hekzan:diklormetan
(1:1) ¢oziicii karigimi ilave edildi. Teflon kaplar sikica kapatildiktan sonra mikrodalga
firma yerlestirildi. Ekstraksiyon, 1600 W (12 adet 6rnek ig¢in), %100 mikrodalga
giiciinde, sicaklik ve basing kontrolii altinda 2 basamakta gergeklestirildi. Ilk
basamakta sicaklik 5 dk’da 75°C’ye ¢ikarildi ve 5 dk boyunca 75°C’de tutuldu. Ikinci
basamakta sicaklik 5 dk’da 100°C’ye yiikseltildi ve 5 dk boyunca 100°C’de tutuldu.
Oda sicakligma kadar soguduktan sonra mikrodalga kaplar1 disar1 ¢ikarilip agildi ve
ekstrakt santrifiij tiipiine aktarildi. 5 dk 5000 rpm’de santrifiij edildi. Enjektér ucu
filtreden gegirildikten sonra doner buharlastiricida 40°C’de  kuruyana kadar
buharlastirildi. Kalmti, tiimiiyle cam tiipe aktarildi. Organik faz azot gazi altinda
ucuruldu. 1 ml hekzan:diklormetan (1:1) ilave edilip vortekslendikten sonra HPTLC

sistemi ile analiz edildi.

3.6. HPTLC Analizi

Calismamizda 20 x 10 cm boyutlarinda silika jel 60 F,s4 HPTLC cam plaka (Merck
Kat. No: 1.05649) kullanildi. Plakalar kullanimdan o6nce bir kez methanol ile
doyuruldu ve etiivde 100°C’de 20 dk kurutuldu. Standart kalibrasyon ¢ozeltileri ve
calisma Ornekleri 1 pl, tarladan alinan toprak ornekleri ise 10 pl hacimde, bant
uzunlugu 5 mm olacak sekilde plakaya uygulandi. Hareketli faz olarak 10 ml
hekzan:toluen (1:1) ¢oziicii sistemi kullanildi. Plaka 80 mm’ye kadar yiiriitiildii ve 5
dk sicak hava akiminda kurutuldu. Ayrimin saglanmasmin ardindan plaka
densitometrik tarama iinitesine yerlestirildi. Tarama parametreleri, ddteryum lambasi
dalga boyu, 220 nm; slit dlgiileri, 4.00 x 0.10 mm; tarama hizi, 20 mm/s olacak
sekilde secildi. Spektrumlar 200 ile 400 nm arasmnda 20 nm/s hizla kaydedildi.
Kantitatif analiz i¢in tek dalga boylu reflektans modunda elde edilen pik alani dikkate

alind1
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3.7. Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

a-Cypermethrinin kalibrasyon ¢ozeltileri 5-1000 pg/ml (5-10-12.5-25-50-125-250—
500-750-1000 pg/ml) konsantrasyon araliginda, ana stok ¢ozeltisinin (1000 pg/ml)

methanol ile seyreltilmesiyle hazirlandi.

3.7.1. Ekstraksiyon Yéntemleri i¢in Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

3.7. boliimiinde anlatildig1 sekilde hazirlanan standart ¢ozeltilerle sistem geregi her

ekstraksiyon yontemi i¢in ayr1 kalibrasyon egrileri hazirland.

Ayrica, 5-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda hazirlanan standart c¢ozeltiler, 5’er
gram pestisit icermeyen topraga katilarak sivi-kati, ultrasonik ve mikrodalga
ekstraksiyonu boliim 3.5.’te anlatildig1 sekilde uygulandi. Ardindan bolim 3.6.’da
aciklanan HPTLC yOntemiyle analizleri yapildi ve her ekstraksiyon i¢in ayri ayri
kalibrasyon grafikleri elde edildi.

3.8. Tayin Limiti (LOD) ve Ol¢iim Limitlerinin (LOQ) Belirlenmesi

LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesinde asagida verilen esitlikler kullanildi (ICH
Harmonised Tripartite Guideline, 2005).

3.3xSD 10x SD
LOD=——— LOQ =
egim egim

SD = Kalibrasyon egrisine ait standart sapma

Egim = Kalibrasyon egrisinin egimi
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3.9. Geri Kazamim Cahismalan

Geri kazanim deneyleri her iic ekstraksiyon yontemi i¢cin 250 ve 500 pg/ml
konsantrasyonlarinda ve 5 kez olmak {izere ger¢eklestirildi. Bunun icin 250 ve 500
pg/ml konsantrasyonlarindaki standart ¢cézeltiler pestisit igermeyen 5’er gram topraga
I’er ml katildi, 1 gece beklendikten sonra, boliim 3.5.’te anlatildig1 sekilde ekstre
edilerek HPTLC yontemiyle analizlendi (boliim 3.6.). Her ii¢c ekstraksiyon yontemi
icin ayr1 ayr1 gerceklestirilen geri kazanim g¢aligmalar1 sonrasinda % geri kazanim
oranlar1 hesapland1 ve ilaglanmig tarladan alinan 6rneklerin analizi i¢cin en verimli

ekstraksiyon yontemi segildi.

3.10. Gergek Toprak Orneklerinin Analizi

Yapilan geri kazanim ¢alismalar1 sonucunda sivi-kati, ultrasonik ve mikrodalga
ekstraksiyonu yontemleri arasinda, a-cypermethrinin topraktan ekstraksiyonu i¢in en

verimli yontemin mikrodalga ekstraksiyonu olduguna karar verildi.

Karpuz tarlasindan alinan toprak 6rnekleri verimi en yiiksek olan mikrodalga yontemi
ile ektre edildi. Elde edilen ekstraktlar kuruyana dek azot altinda ucurulduktan sonra
200 pl hekzan:diklormetan (1:1) ilavesiyle tekrar ¢oziiliip mikroviallere alindi ve

HPTLC yOntemiyle analizleri sirasinda plakaya ekimleri 10 pl olarak yapilda.
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Uygulanan HPTLC sartlarinda a-cypermethrinin Rf degeri 0.38 + 0.01 olarak tespit

edilmistir.

a-Cypermethrine ait UV spektrumu Sekil 4.1.’de, a-cypermethrin standardma ait

kromatogram Sekil 4.2.°de ve standart kalibrasyon ¢ozeltilerinin {i¢ boyutlu

kromatogramlar1 Sekil 4.3.’te sunulmustur.
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Sekil 4.1. a-Cypermethrine ait UV spektrumu.
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4.1. Dogrudan Standart Madde Cozeltileri ile Yapilan Calismalar

Sistem geregi, her ii¢ ekstraksiyon yontemi icin ayr1 kalibrasyon egrileri dogrudan

(katim yapilmadan) standart madde ¢ozeltileri ile hazirland:.

4.1.1. Sivi-Kat1 Ekstraksiyon

Stvi-kat1 ektraksiyon yonteminin geri kazanim ¢alismalarinda kullanilan ve dogrudan
standart madde ¢ozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon egrisi a-cypermethrin i¢in 12.5—
1000 ng/spot konsantrasyon araliginda dogrusaldir, hesaplanan korelasyon katsayisi

R? = 0.998, kalibrasyon egrisi denklemi y = 9.651x + 287.400"diir (Sekil 4.4.).

Substance: a cypermethiin & 220 nm Regression mode. Linear

Regression via area Y = 287400+ 9.651 = = [.99856 sdv= B84 %
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Sekil 4.4. Dogrudan a-cypermethrin standardi ile hazirlanan ve sivi-kati ekstraksiyon

yonteminin geri kazanim hesaplamalarinda kullanilan kalibrasyon grafigi.

Sivi-kat1 ekstraksiyon yonteminin, dogrudan standart madde ¢ozeltileri ile hazirlanmig
kalibrasyon egrisi kullanilarak elde edilmis, iki farkli konsantrasyondaki ortalama geri

kazanim ylizde oranlar1 Tablo 4.1.’de verilmistir.
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Tablo 4.1. o-Cypermethrinin dogrudan standart madde cozeltileri ile hazirlanan
kalibrasyon egrisi yardimiyla sivi-kat1 ekstraksiyon i¢in hesaplanan geri kazanim

oranlar1 (n =5)

Konsantrasyon Geri Kazanim (%) RSD (%)
250 ng/spot 72.8 3.8
500 ng/spot 68.7 2.9

4.1.2. Ultrasonik Ekstraksiyon

Ultrasonik ektraksiyon yoOnteminin geri kazanim c¢alismalarinda kullanilan ve
dogrudan standart madde ¢ozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon egrisi a-cypermethrin
icin 12.5-1000 ng/spot konsantrasyon araligimda dogrusaldir, hesaplanan korelasyon
katsayist R? = 0.998, kalibrasyon egrisi denklemi y = 10.040x + 243.054’tiir (Sekil
4.5.).

Substance: a cypermethiin & 220 nm Regression mode: Linear

Rearession via area Y= 243054 +10.040 % r= 099815 sdv= BYEZE
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Sekil 4.5. Dogrudan a-cypermethrin standardi ile hazirlanan ve ultrasonik
ekstraksiyon yonteminin geri kazanim hesaplamalarinda kullanilan kalibrasyon

grafigi.



50

Ultrasonik ekstraksiyon yonteminin, dogrudan standart madde ¢ozeltileri ile
hazirlanmis kalibrasyon egrisi kullanilarak elde edilmis, iki farkli konsantrasyondaki

ortalama geri kazanim yiizde oranlar1 Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. o-Cypermethrinin dogrudan standart madde cozeltileri ile hazirlanan
kalibrasyon egrisi yardimiyla ultrasonik ekstraksiyon icin hesaplanan geri kazanim

oranlar1 (n =5)

Konsantrasyon Geri Kazanim (%) RSD (%)
250 ng/spot 80.4 3.3
500 ng/spot 74.5 2.1

4.1.3. Mikrodalga Ekstraksiyonu

Mikrodalga ektraksiyon yOnteminin geri kazanim caligmalarinda kullanilan ve
dogrudan standart madde ¢ozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon egrisi a-cypermethrin
icin 12.5-1000 ng/spot konsantrasyon araligimda dogrusaldir, hesaplanan korelasyon
katsayis1t R? = 0.998, kalibrasyon egrisi denklemi y = 10.570x + 294.478dir (Sekil
4.6.).
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Substance: a cypermethiin (& 220 nm Regression made: Linear
Regression via area Y= 294 478 + 10.570 " X r= [.93809 sdv= B7IX
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Sekil 4.6. a-Cypermethrinin, dogrudan standart madde ¢ozeltileri ile hazirlanan ve
mikrodalga ekstraksiyonu yOnteminin geri kazanim hesaplamalarinda kullanilan

kalibrasyon grafigi.

Mikrodalga ekstraksiyonu yonteminin, dogrudan standart madde c¢dozeltileri ile
hazirlanmis kalibrasyon egrisi kullanilarak elde edilmis, iki farkl konsantrasyondaki

ortalama geri kazanim yiizde oranlar1 Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3. o-Cypermethrinin dogrudan standart madde cozeltileri ile hazirlanan
kalibrasyon egrisi yardimiyla mikrodalga ekstraksiyonu i¢in hesaplanan geri kazanim

oranlar1 (n =5)

Konsantrasyon Geri Kazanim (%) RSD (%)

250 ng/spot 91.2 1.06

500 ng/spot 90.8 1.5
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4.2. Katim Yontemi ile Yapilan Calhismalar
4.2.1. Sivi-Kat1 Ekstraksiyon

Stvi-kat1 ekstraksiyon yonteminde a-cypermethrin i¢in LOD 3.9 ng/spot ve LOQ 12
ng/spot olarak saptandi. HPTLC analizinde, sivi-kat1 ekstraksiyon yonteminde o-
cypermethrin icin 15-1000 ng/spot konsantrasyon araligmnin dogrusal oldugu
gdriilmiistir. Bu aralikta o-cypermethrin icin hesaplanan korelasyon katsayisi R* =

0.998, kalibrasyon egrisi denklemi y = 5.131x + 83.242°dir (Sekil 4.7.).

Substance: a cypermethrin @ 220 am Regression mads: Linear

Regression via area Y= 03242+ 5131 5K 1= (.99853 sdv= B16%
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Sekil 4.7. a-Cypermethrinin sivi-kat1 ekstraksiyon yontemiyle hazirlanan kalibrasyon

grafigi.

Stvi-kat1 ekstraksiyon yonteminin iki konsantrasyondaki ortalama geri kazanim yiizde

oranlar1 Tablo 4.4.’te verilmistir.
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Tablo 4.4. o-Cypermethrin icin sivi-kati1 ekstraksiyon yOnteminin geri kazanim

oranlar1 (n =5)

Konsantrasyon Geri Kazanim (%) RSD (%)
250 ng/spot 102.6 4.7
500 ng/spot 106.1 3.8

4.2.2. Ultrasonik Ekstraksiyon

Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde a-cypermethrin i¢in LOD 3.7 ng/spot ve LOQ
11.2 ng/spot olarak saptandi. HPTLC analizinde, ultrasonik ekstraksiyon yonteminde
a-cypermethrin i¢in 15-1000 ng/spot konsantrasyon araliginin dogrusal oldugu
goriilmiistiir. Bu aralikta a-cypermethrin icin hesaplanan korelasyon katsayisi R* =

0.997, kalibrasyon egrisi denklemi y = 6.245x + 295.969’dir (Sekil 4.8.).

Substance: a cypemethrin @ 220 nm Regression mode: Linear

Regression via area = 295969 + 6,245 % 1= 0593774 sdv= 7.00%
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Sekil 4.8. o-Cypermethrinin ultrasonik ekstraksiyon yontemiyle hazirlanan

kalibrasyon grafigi.
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Ultrasonik ekstraksiyon yonteminin iki farkli konsantrasyondaki ortalama geri

kazanim ylizde oranlar1 Tablo 4.5.te verilmistir.

Tablo 4.5. a-Cypermethrin ic¢in ultrasonik ekstraksiyon yonteminin geri kazanim

oranlar1 (n =5)

Konsantrasyon Geri Kazanim (%) RSD (%)
250 ng/spot 103.8 3.0
500 ng/spot 92.1 2.7

4.2.3. Mikrodalga Ekstraksiyonu

Mikrodalga ekstraksiyonu yonteminde a-cypermethrin igin LOD 1.8 ng/spot ve LOQ
5.5 ng/spot olarak saptandi. HPTLC analizinde, mikrodalda ekstraksiyonu yonteminde
a-cypermethrin i¢in 12,5-1000 ng/spot konsantrasyon araligmnin dogrusal oldugu
gorillmiistiir. Bu aralikta a-cypermethrin igin hesaplanan korelasyon katsayis1 R* =

0.999, kalibrasyon egrisi denklemiy = 8.484x + 288.361 dir (Sekil 4.9.).
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Substance: a cypermethiin (& 220 nm Regression mode: Linear

Regression via area Y= 288361 + 8484 % r= 053308 sdv= 4B %
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Sekil 4.9. o-Cypermethrinin mikrodalga ekstraksiyonu yontemiyle hazirlanan

kalibrasyon grafigi.

Mikrodalga ekstraksiyonu yonteminin iki farkli konsantrasyondaki ortalama geri

kazanim yiizde oranlar1 Tablo 4.6.’da verilmistir.

Tablo 4.6. o-Cypermethrin i¢in mikrodalga ekstraksiyonu yonteminin geri kazanim

oranlar1 (n = 5)

Konsantrasyon Geri Kazanim (%) RSD (%)

250 ng/spot 101.3 2.1

500 ng/spot 100.9 1.6
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Mikrodalga ekstraksiyonu, ultrasonik ekstraksiyon ve sivi-kat1 ekstraksiyon

yontemlerinin karsilastirilmasi Tablo 4.7.’de verilmistir.

Tablo 4.7. o-Cypermethrin i¢cin mikrodalga, ultrasonik ve sivi-kati ekstraksiyon

yontemlerinin karsilastirilmasi

Ekstraksiyon LOD LOQ Geri kazanim (%) RSD (%)
yontemi (ng/spot) | (ng/spot)

250 ng/spot 500 ng/spot | 250 ng/spot 500 ng/spot

Mikrodalga 1.8 55 101.3 100.9 2.1 1.6
ekstraksiyonu
Ultrasonik 3.7 112 103.8 92.1 3.0 2.7
ekstraksiyon
Stvi-kati 3.9 12 102.6 106.1 4.7 3.8
ekstraksiyon
4.3. Kontrol Gruplan

3.4.1. boliimiinde s6zii edilen, tarla sinirinin 10 metre uzagindan alinan 2 adet drnekte

Ol¢tim limitinin altinda a-cypermethrin tespit edildi.

Yaklagik 20 yildir herhangi bir pestisitle muamele edilmemis bahge topragindan

alman o6rneklerde ise a-cypermethrine rastlanmadi.
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4.4. Tarla Ornekleri

a-Cypermethrin ile ilaglandig1 bilinen tarladan 3.4.1. boliimiinde anlatildig1 sekilde

toplanan 15 adet 6rnege ait sonuglar Tablo 4.8.’de verilmistir.

Tablo 4.8. Tarla 6rneklerine ait analiz sonuglar

e |
1 678.72
2 820.24 *
3 78.92°
4 1275.96°
S 1389.32°
6 115.92°
7 2265.72
8 2535.16
9 372.12°
10 708.68 *
11 876.08 *
12 107.84°
13 2707.24
14 2482.40
15 325.20°

 Bitkilerin dibinden alinan 6rnekler
® Bitki ekim siralarmm aralarmdan alinan rnekler

14 no’lu 6rnege ait kromatogram Sekil 4.10.’da yer almaktadir.
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Sekil 4.10. 14 no’lu tarla 6rnegine ait kromatogram.
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5. TARTISMA VE SONUC

Gilintimiizde, sentetik piretroidler tarimda, ormancilikta, endiistride, i¢ mekanlarda,
iriinleri depolamada ve veterinerlikte zararli kontrolii i¢in diinya ¢apinda yaygin

olarak kullanilmaktadir (Chen ve Wang, 1996).

Boylesi genis bir kullanim alaniyla sentetik piretroidlerin ¢evrede birikimleri 6nem
tasimaktadir. Topraktaki pestisit kalintilari, yayilabilir, buharlasarak havaya
karisabilir veya yagmur sulariyla birlikte topragin yikanmasiyla siiriiklenebilirler ve
bunun sonucu olarak su kirligine ve diger ekolojik problemlere sebebiyet verebilirler.
Ayrica, mahsiil topraginda bulunan pestisit kalintilarinin bitki kokleri tarafindan
almarak yetistirilen iirlinlere gegmesi insan sagligmi tehdit etmektedir. Topraktaki
pestisit kalintilar1 su, hava ve bitkilerdeki kalmtilar i¢in bir depo gorevi gérmektedir.
Bu yiizden topraktaki pestisit kalintilarinin tayinini gerceklestirmek ¢evre ve insan

saglig1 acisindan 6nemlidir (Parris ve Yokoi, 2003; Gu ve ark., 2008).

Pestisit ve kalintilarmin, insan ve c¢evre saghigma olan =zararli etkilerinin
farkedilmesiyle birlikte sudan, topraktan, besinlerden ve biyolojik materyallerden
tayinleri lizerine yapilan yayinlarda biliyiikk bir artis gerceklesmis, kromatografi 6n
planda olmak iizere sayisiz analitik yontem gelistirilmistir. Gaz kromatografisi (GC)
ve yiiksek basingh sivi kromatografisi (HPLC) baslica analitik yontemler olmakla
beraber modifiye plakalar, mobil fazlarin optimizasyonu ve kromatogramlarin
gelistirilmesi ve miktar tayini i¢in kullanilan modern techizatlar sayesinde ince tabaka
kromatografisi (TLC) pestisitlerin analizinde daha sik kullamilmaya baslanmistir.
Yiiksek performansli ince tabaka kromatografisinin (HPTLC) gelistirilmesi, TLC
uygulamalarini gelecek vaat edici kilmaktadir. Ayrica, pestisitlerin toprak ve yiyecek
gibi karmagik oOrnek matrikslerinden ekstraksiyonu icin etkili yOntemlerin
kullanilmas1 TLC’nin basarisina katk1 saglamaktadir (Chen ve Wang, 1996; Kastelan-
Macan ve Babi¢, 2003).
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Bir ekstraksiyon prosediiriinde aranan o6zellikler; hizli, basit, ¢cevre dostu olmasi ve
temiz ekstraklar saglamasidir. Geleneksel ekstraksiyon yontemlerinde uzun siirelere
ve bliyiik miktarlarda ¢6ziicliye ihtiya¢ duyuldugundan ekstraksiyon siiresini kisaltan,
coOziicii tiiketimini azaltan, ¢evre dostu yeni ekstraksiyon tekniklerine olan ihtiyag

giderek artmaktadir (Lesueur ve ark., 2008; Tavman ve ark., 2009).

Pestisitlerin toprak 6rneklerinden ayrilmasi ve izolasyonu i¢in Soxhlet ekstraksiyonu
(Zuloaga ve ark., 1999; Lang ve ark., 2005), sivi-kat1 ekstraksiyon (Spack ve ark.,
1998), ultrasonik ekstraksiyon (Gongalves ve Alpendurada, 2005; Ozcan ve ark.,
2009), mikrodalga ekstraksiyonu (Font ve ark., 1998; Camel, 2000; Molins ve ark.,
2000; Fuentes ve ark., 2007), kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) (Redondo ve ark., 1996;
Zhu ve ark., 2005), siiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SFE) (Kreuzig ve ark., 2000;
Sun ve Lee, 2003) ve hizlandirilmis ¢6ziicli ekstraksiyonu (ASE) (Tao ve ark., 2004;
Wang ve ark., 2007) gibi cesitli ekstraksiyon prosediirleri kullanilmaktadir.

Cypermethrin, bir Tip II sentetik piretroid insektisittir ve EPA tarafindan insanlarda
muhtemel kanserojen olarak smiflandirilmaktadir, suda c¢Oziniirligii distk
oldugundan toprak partikiillerine kuvvetle adsorbe olma egilimi gostermektedir

(EXTOXNET).

Cypermethrinin biyolojik materyallerden (Heudorf ve ark., 2004; Schettgen ve ark.,
2002) analizleri yaninda; besin maddelerindeki (Barranco Martinez ve ark., 2006;
Zawiyah ve ark., 2007; Gonzéalez-Rodriguez ve ark., 2008), sudaki (Xue ve ark.,
2005; Yildirim ve Ozcan, 2007), sedimentteki (Miiller ve ark., 2000; Woudneh ve
Oros, 2006) ve topraktaki kalintilarinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen bir¢ok
calisma mevcuttur. Ayrica farkli nitelige sahip topraklardaki kaliciligi, emilimi ve
dagilimi lizerine caligmalar gergeklestirilmistir (Zhou ve ark., 1995; Singh, 1997; Ali
ve Baugh, 2003; Gu ve ark., 2007).

Chen ve Wang (1996), piretroid grubu pestisit atiklarmin ¢esitli materyallerden
(yiyecek, cevre v.b.) farkli 6rnek hazirlama teknikleriyle kromatografik analizlerinin
derlendigi bir calisma yapmislardir. S6z konusu ¢alismada, farkli ekstraksiyon ve

analiz kosullar1 irdelenmis, karsilastirmalar yapilmaistir.
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Esteve-Turillas ve ark. (2004), toprak 6rneklerinde, cypermethrini de iceren piretroid
grubuna mikrodalga ekstraksiyonu uygulamis GC-ECD yontemi ile analizledikten
sonra GC-NCI-MS ile konfirme etmislerdir. ECD i¢in LOD degerleri 1-200 ng/g ve
NCI-MS i¢in 0.3-2 ng/g olarak bulmuslardir. Calismalarla ilgili geri kazanim
oranlarmi %97-106 ve RSD’leri %1-7 araliginda saptamislardir.

Wang ve ark. (2008), cypermethrin ile birlikte iki pestisitin (malathion, lambda-
cyhalothrin) toprak oOrneklerinden yan yana tayinlerini, GC-ECD yontemi ile
gerceklestirmislerdir. Calismada, farkli ekstraksiyon cozeltileri icin geri kazanim
oranlar1 cypermethrin i¢in %63.7-103.9 araliginda bulunmustur, RSD oran1 %2.3 ve
dedeksiyon limiti 0.01 pg/kg olarak saptanmustir.

Bladek ve ark. (1996), kirlenmis toprak oOrneklerinden SPE ile hazirladiklar:
orneklerin pestisit artik (cypermethrin icermeyen) analizini HPTLC/AMD ile
yapmiglar, farkli maddeler i¢cin 25-400 ng/spot araliginda tayin sinir1 degerleri;

%71.6—81.6 araliginda ise geri kazanim degerleri elde etmislerdir.

Babi¢ ve ark. (1998), tarim alanlarindan aldiklari1 6rneklerde a-cypermethrini de
iceren sentetik piretroid, karbamat, triazin herbisit grubu gibi farkli pestisitleri, katim
ornekleri hazirlamak suretiyle HPTLC yontemini uygulamiglardir. Calismada
ultrasonik ekstraksiyon, ters faz plakasit kullanilmistir. Ekstraksiyonda kullanilan
coziiciilere gore, o-cypermethrin ig¢in %66.7 ila %97.2 aras1 geri kazanim ve 0.1 pg

civarinda LOD sonuglar1 elde etmislerdir.

Yasin ve ark. (1996), toprak Orneklerinde cypermethrini de iceren sentetik piretroid
insektisitlerin analizini ultrasonik ekstraksiyon ve GC-MS yontemi ile NICI modunda
calisarak gerceklestirmislerdir. Cypermethrin i¢in geri kazanim orami %89.4-108.2
araliginda, LOQ degeri 0,69 ppb olarak saptanmustir.

Calismamizda llkemizde de yaygm olarak  kullamilan  insektisitlerden
“cypermethrin”in, suda ¢oziiniirliigiinlin az olup toprakta birikme riski tagimasi
nedeniyle, toprak materyalinden, HPTLC ydntemi kullanilarak kalitatif ve kantitatif

tayini i¢in yontem gelistirilmesi amaglandi.
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Cypermethrinin topraktan ekstraksiyonu i¢cin mikrodalga ekstraksiyonu, ultrasonik
ekstraksiyon ve sivi-kati ekstraksiyon yontemleri uygulandi. Her {i¢ yOntemin
optimizasyon c¢aligmalar1 gergeklestirildi. Hekzan:diklormetan (1:1), aseton, toluen ve
hekzan:aseton (1:1) ¢oziicii sistemleri denenerek en yiiksek verimliligi gosteren

hekzan:diklormetan (1:1) karisimi ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak belirlendi.

Katim yontemi ile yapilan ¢caligmalarda;

Sivi-kat1 ekstraksiyon yontemine ait HPTLC analizlerinde a-cypermethrin i¢in 15—
1000 ng/spot konsantrasyon araliginda dogrusal kalibrasyon egrisi elde edildi. Bu
aralikta dogru denklemi y = 5.131x + 83.242 ve korelasyon katsayis1 0.998 olarak
saptandi. LOD 3.9 ng/spot, LOQ 12 ng/spot olarak hesaplandi. Ortalama geri kazanim
oranlar1 ve RSD degerleri 250 ve 500 ng/spot icin sirasiyla %102.6, %4.7 ve %106.1,
%?3.8 olarak bulundu.

Ultrasonik ekstraksiyon yontemine ait HPTLC analizlerinde a-cypermethrin i¢in 15—
1000 ng/spot konsantrasyon araliginda dogrusal kalibrasyon egrisi elde edildi. Bu
aralikta dogru denklemi y = 6.245x + 295.969 ve korelasyon katsayis1 0.997 olarak
saptandi. LOD 3.7 ng/spot, LOQ 11.2 ng/spot olarak hesaplandi. Ortalama geri
kazanim oranlar1 ve RSD degerleri 250 ve 500 ng/spot i¢in sirastyla %103.8, %3.0 ve
%92.1, %2.7 olarak bulundu.

Mikrodalga ekstraksiyonu yontemine ait HPTLC analizlerinde ise a-cypermethrin i¢in
12.5-1000 ng/spot konsantrasyon araliginda dogrusal kalibrasyon egrisi elde edildi.
Bu aralikta dogru denklemi y = 8.484x + 288.361 ve korelasyon katsayis1 0.999
olarak saptandi. LOD 1.8 ng/spot, LOQ 5.5 ng/spot olarak hesaplandi. Ortalama geri
kazanim oranlar1 ve RSD degerleri 250 ve 500 ng/spot i¢in sirastyla %101.3, %2.1 ve
%100.9, %1.6 olarak saptand:.

Her li¢ ekstrakiyon yontemi ile elde edilen degerler, literatiir bulgular1 ile uyumlu

bulundu.
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Calismamizda a-cypermethrinin ekstraksiyonu, mikrodalga ekstraksiyonu ile yaklasik
30 dk’da ve 6rnek basina 20 ml ¢oziicii kullanilarak, ultrasonik ekstraksiyon ile 60
dk’da ve 40 ml ¢oziicii kullanilarak gergeklestirilmistir. Geleneksel bir yontem olan

sivi-kat1 ekstraksiyon ise ¢ok daha uzun stirelere ihtiya¢ duymaktadir.

Mikrodalga ekstraksiyonu geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda daha kiiciik
ornek hacmi ve c¢oziici miktar1 gerektirmekte, ekstraksiyon verimliligini
yiikseltmekte, ekstraksiyon zamanini ve 6rnek basma diisen maliyeti azaltmaktadir.
Yiiksek basing ve sicakliklarda ¢alisma imkani saglamasi mikrodalga ekstraksiyonuna

onemli avantajlar kazandirmaktadir.

Bu veriler 15181nda, a-cypermethrin kullanildig: bilinen tarladan alinan 15 adet toprak
ornegine en ylksek geri kazanim oranlarmma ve en diisik RSD degerlerine sahip
mikrodalga ekstraksiyonu yontemi uygulandi ve ornekler boliim 3.6.’da anlatildig:
sekilde HPTLC sistemi ile analiz edildi. Tarla Orneklerindeki a-cypermethrin
kalintilarmin tayin edilebilmesi i¢in bu 6rnekler ¢alisma orneklerinden farkli olarak,
ekstraksiyon islemi bittikten sonra 200 pl ¢oziicii ile ¢oziildii ve plakaya ekimleri 10
ul olarak yapildi. Analiz edilen toprak ornekleri iginde en diisilk a-cypermethrin
miktar1 78.92 ng/g; en yiiksek a-cypermethrin miktar1 2707.24 ng/g olarak saptandi.
[laglama, bitkilerin {izerlerine piiskiirtiilerek gergeklestirildigi i¢in bitkilerin dibinden
alman orneklerde, bitki ekim siralarinin aralarindan alinan 6rneklere gore daha yiiksek

konsantrasyonlarda a-cypermethrine rastlandi.

Calismamiz sonucunda, kullanillan HPTLC sisteminin toprak oOrneklerinden
cypermethrin tayinine uygun oldugu ortaya konmustur. Gelistirilen yontem hassas,
hizl1 ve tekrarlanabilirdir. Kolay uygulanabilir olmasi ve kisa siirede ¢ok sayida 6rnek
analizinin gergeklestirilebilmesi ile HPTLC cypermethrinin kalitatif ve kantitatif
analizi i¢in gegerli ve basit bir yontem olup, yargiya intikal eden ¢evre analizlerinde

ve rutin toprak kalmt1 analizlerinde kullanilabilecegi kanisindayiz.
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6. OZET

Pestisitler herhangi bir zararliy1r yok etmek, kag¢irmak, uzaklastirmak veya kontrol
etmek amaciyla kullanilan maddeler veya madde karigimlaridir. Pestisitlerin yaygin
olarak kullanilmasi ¢evre kirliligine ve insanlarin akut/kronik zehirlenmelerine sebep
olabilmektedir. Ayrica, diisiik dozda uzun siire pestisitlere maruz kalma kansere ve
diger genetik bozukluklara onciiliik edebilmektedir. Cypermethrin bir Tip II sentetik
piretroid insektisittir ve insanlarda muhtemel kanserojen (grup C) ve orta derecede

toksik bir kimyasal (smif II) olarak smiflandirilmaktadir.

Calismamizda, cypermethrinin topraktan tayini i¢in kolay bir HPTLC yOntemi
gelistirildi. Yontem mikrodalga ekstraksiyonunu takiben, ekstraktlarin HPTLC silika
jel plakalarda hekzan:toluen mobil faz sistemiyle yiiriitiilmesini ve 220 nm’de UV
densitometri ile miktar tayinini icermektedir. Hekzan-diklormetan (1:1) kullanilarak
gergeklestirilen mikrodalga, ultrasonik ve sivi-katt ekstraksiyon yontemleri
birbirleriyle karsilastirildi. Mikrodalga ekstraksiyonu, 250 ve 500 ng/spot
konsantrasyon diizeylerinde sirasiyla %101.3, 100.9 ortalama gerikazanim oranlar1 ve
%2.1, 1.6 bagil standart sapma (RSD) degerleri ile giivenilir sonuglar gdosterdi.
Cypermethrinin kalibrasyon egrisi 12.5-1000 ng/spot araliginda dogrusaldir ve
korelasyon katsayist 0.999’dur. Yontemin dedeksiyon limiti (LOD) ve dl¢iim limiti
(LOQ) sirasiyla 1.8 ve 5.4 ng/spot’tur. Yontem ayrica gercek toprak Orneklerinin
analizinde basariyla uygulandi. Gelistirilen HPTLC yontemi cypermethrinin topraktan

tayini i¢in hizli, sec¢ici ve hassastir.
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7. SUMMARY

Pesticides are substances or mixtures of substances intended for preventing,
destroying, repelling or controlling any pest. The widespread use of pesticides may
cause environmental pollution and acute/chronic human poisoning. Also, a low-level
long-term pesticides exposure can lead to cancer and other genetic disorders.
Cypermethrin is a type II synthetic pyrethroid insecticide, which is classified as a
moderately toxic chemical (class II) and possible human carcinogen (group C). It has

a strong tendency to adsorb to the soil particles.

In our study, a simple HPTLC method was developed for the determination of
cypermethrin in soil. The method involves microwave extraction followed by
development of extracts on HPTLC silica gel plates with hexane:toluene (1:1, v/v)
mobile phase system and quantitation by UV scanning densitometry at 220 nm.
Microwave, ultrasonic and liquid-solid extraction methods using hexane-
dichlormethane were compared with each other. Microwave extraction showed
satisfactory results with the average recoveries 101.3, 100.9% and relative standart
deviations (RSD) 2.1, 1.6% for 250 and 500 ng/spot concentration levels,
respectively. Calibration curve of cypermethrin was linear in the range of 12.5-1000
ng/spot, and the correlation coeffient for the calibration equation was 0.999. The limit
of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) of the method was 1.8 and 5.4
ng/spot, respectively. The method was also succesfully applied to the analysis of real
soil samples. The developed HPTLC method is fast, selective and sensitive for the

determination of cypermethrin in soil.
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