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OZET

KROMATOGRAFIK ANALIZ ONCESINDE SULU
ORNEKLERDE BAZI ENDOKRIN BOZUCU KIMYASALLARIN
ONDERISTIRILMESI ICIN INCE FILM EKSTRAKSIYON
YONTEMININ GELISTIRILMESI

BAYRAM, Fethullah
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Ana Bilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Fiisun PELIT
21 Ekim 2019, 85 sayfa

Mlaglar, pestisitler gibi organik bilesiklerin analizi, insan saglig1 ve gevre
kirliligi agisindan onemlidir. Pestisitlerin klinik, gida ve gevre drneklerinde
analizi igin diinya ¢apinda oldukga biiyiik biitgeli yatirimlar yapilmaktadir.
Ulkemizde de pestisit analizlerini gergeklestirmek iizere devlete bagl olarak
calisan ya da Ozel bircok kurulus vardir ve bu laboratuvarlar her yil
milyonlarca 6denegi analiz basamaklarina harcamaktadir. Bu maliyetleri

diistirmek i¢in alternatif ucuz ve kolay yontem arayislar stirmektedir.

Pestisit analizleri analitlerin uygun ¢oziicii ortaminda herhangi bir
bozunma veya dontisiim olmadan alinip diistik diizeylerde tekrarlanabilir ve
dogru bir sekilde elde edilmesi prensibine dayanmaktadir. Bu amagla yaygin
olarak kabul edilen yéntemler kromatografik yontemlerdir. Ornek hazirlama
asamasi iki ana amaca hizmet etmektedir. Birincisi numuneyi temizlemek ve
ikinci olarak zenginlestirme islemi ile yontemin hassasiyetini arttirmaktir.
Geleneksel numune hazirlama siireglerinden sivi-sivi 6ziitleme (LLE) ve kat1
faz ekstraksiyonu (SPE) teknikleri, ¢cok miktarda ¢oziicii tikketen zaman alici
tekniklerdir. Bu nedenle, mevcut tekniklere alternatif olabilecek ucuz ve

pratik sistemlere ihtiyag¢ vardir.

Bu tez calismasinda endokrin bozucu pestisitlerin ekstraksiyonu i¢in

santrifiij tlipliniin i¢ duvarinda kaplanmis ¢ok ince bir polimerik film



kullanilmigtir.  Kaplama tiirii  olarak  polisiloksan, silisyumdioksit
nanopartikiillii polisiloksan, ultramino partikiilli polisiloksan ve zeolit
partikiillii polisiloksan yapilar1 kullanilmistir ve bu yapilar santrifiij tiiptiniin
i¢ ¢eperine kaplanmistir. Denemelerde Klorpirifos (CP), Prosimidon (PRC),
Bromopropilat (BRP) ve Lambda-Siyalotrin (LMD) pestisitlerinin tiip igi
ince film ekstraksiyon yontemi (TFE) ile ekstraksiyonunun performansi
elektron yakalama dedektorii ile gaz kromatografisi (GC-ECD) kullanilarak

karsilastirilmistir.

Ekstraksiyon adiminda, TFE tiiplerine 10 mL su numunesi konmus ve
40 dakika karistirtlmistir. Ekstraksiyondan sonra numune tiipten alinarak
ceperlerde adsorbe olan pestisitler 200 pl etil asetat ile vorteks altinda 1
dakika boyunca desorbe edilmistir. Elde edilen ekstrakt ¢ozeltisi GC-ECD
sistemine enjekte edilmistir. Bu tez kapsaminda TFME prosediiriiyle ilgili
parametreler; ekstraksiyon ¢oziiciisii tiiri, pH, ekstraksiyon ¢oziicii hacmi,
karistirma siiresi, numune hacmi ve ekstraksiyon iizerindeki tuz etkisi
Plackett-Burmann tasarimi uygulanarak taranmistir ve sonrasinda 6ne ¢ikan
parametreler Box-Behnken Dizayni kullanilarak optimize edilmistir. Kuyu
suyu orneklerinde pestisit kalintilarinin belirlenmesi i¢in yontem uygulanarak
analitik validasyon gerceklestirilmistir. Yapilan denemeler sonucunda
caligilan tiim pestisitler i¢cin regresyon katsayilart 0.99'dan biiylik olan
dogrusal kalibrasyon grafikleri elde edilmistir. RSD degerleri, tig
konsantrasyon seviyesi i¢in % 10'dan az bulunmustur. Belitrme sinir1 (LOD)
seviyeleri; srasiyla CP, PRC, BRP, LMD igin 0.04, 0.9, 0.02 ve 0.04 ng L!

olarak hesaplanmustir.

Bu tez kapsaminda gelistirilen yontem, pestisit analizinde Ornek
hazirlama adimlarinda kullanilan mevcut tekniklere alternatif olabilecek ve
analiz adimlarim1 kisaltan ve daha ucuz ve daha ¢evre dostu bir alternatif

sunan yeni bir ekstraksiyon kabin1 igermektedir.

Anahtar Kelimeler: Pestisit, Tiip i¢i ince film ekstraksiyon, Gaz
Kromatografisi



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF THIN FILM EXTRACTION METHOD FOR
THE PROCESSING OF SOME ENDOCRINE DETERMINING
CHEMICALS IN WATER SAMPLES BEFORE
CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS

BAYRAM, Fethullah
Master in Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fiisun PELIT
October, 21, 2019, 85 pages

Analysis of organic compounds such as drugs, pesticides is important
for human health and environmental pollution. Investments in clinical, food
and environmental samples of pesticides are made on a large budget basis
worldwide. In our country, there are many governmental or private
institutions to carry out pesticide analyzes and these laboratories spend
millions of allowances on the analysis steps each year. The search for

alternative cheap and easy methods to reduce these costs continues.

Pesticide analyzes are based on the principle that analytes can be taken
in the appropriate solvent medium without any degradation or conversion and
obtained at low levels, reproducible and accurately. For this purpose, widely
accepted methods are chromatographic methods. The sample preparation
stage serves two main purposes. The first is to clean the sample and the second
is to increase the sensitivity of the process with the enrichment process.
Liquid-liquid extraction (LLE) and solid phase extraction (SPE) techniques,
which are conventional sample preparation processes, are time consuming
techniques that consume large amounts of solvents. Therefore, there is a need
for inexpensive and practical systems that may be an alternative to existing

techniques.

In this thesis, a very thin polymeric film coated on the inner wall of the

centrifuge tube was used for extraction of endocrine disrupting pesticides. As
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the coating type, polysiloxane, silicon dioxide nanoparticulate polysiloxane,
ultramino particulate polysiloxane and zeolite particulate polysiloxane
structures were used and these structures were coated on the inner wall of the

centrifuge tube.

The performance of Chlorpyrifos (CP), Prosimidone (PRC),
Bromopropylate (BRP) and Lambda-Sialotrin (LMD) pesticides by in-tube
thin film extraction method (TFE) was compared with gas chromatography
(GC-ECD).

In the extraction step, 10 mL of water sample was placed in TFE tubes
and stirred for 40 minutes. After extraction, the sample was taken from the
tube and adsorbed pesticides on the walls were desorbed under vortex with
200 asetatl ethyl acetate for 1 minute. The resulting solution was injected into
the GC-ECD system. In this thesis, parameters related to TFME procedure;
The type of extraction solvent, pH, extraction solvent volume, mixing time,
sample volume and salt effect on extraction were screened by applying the
Plackett-Burmann design, and then the prominent parameters were optimized

using Box-Behnken Design.

Analytical validation was performed by applying the method for the
determination of pesticide residues in the well water samples. As a result of
the experiments, linear calibration graphs with regression coefficients greater
than 0.99 were obtained for all pesticides studied. RSD values were less than
10% for three concentration levels. Limit of detection (LOD) levels; 0.04, 0.9,
0.02 and 0.04 ng L™ for CP, PRC, BRP, LMD, respectively.

The method developed in this thesis includes a new extraction vessel
which can be an alternative to the existing techniques used in sample
preparation steps in pesticide analysis and shortens the analysis steps and

offers a cheaper and more environmentally friendly alternative.

Keyword: Pesticide, In-tube thin film extraction, Gas Chromatography
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ONSOZ

Giliniimlizde endokrin bozucu kimyasallar olarak bilinen pestisitlerin
analizi olduk¢ca Onem tasimaktadir. Cogu arastirmaci var olan teknigi

gelistirmek ve ya yeni teknikler gelistirmek i¢in ¢aligmalar yapmaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda kromatografik analizler 6ncesi sulu 6rneklerde bazi
endokrin bozucu kimyasallarin 6n deristirilmesi i¢in ince film ekstraksiyon
yonteminin gelistirilmesi hedeflenmistir.Bu yontemde bir santrifiij tlipi
igerisine polisiloksan ve ultraamino nanopartikiillii polisiloksan kaplanip ince
bir film olusturulmustur.Uretilen bu sorbentlerin optimizasyon ¢alismalari
yapilmistir ve sulu 6rneklerde denenmistir.Sonug olarak, bu yontemin pestisit

analizlerinde daha cevreci ve daha duyarl bir yontem oldugu saptanmustir.

[ZMIR Fethullah BAYRAM
21/10/2019
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1.GIRIS

1.1.Endokrin Bozucu kimyasallar (EDC)

Yetmis yildan fazla bir siiredir arastirmacilar, bazi1 dogal ve sentetik
kimyasallarin hayvan sistemindeki endokrin hormonlarini degistirebilecegini
belirtmislerdir. Uzerinde titizlikle durulan endokrin sistemini etkileyen bu
kimyasallara endokrin bozucu kimyasallar (EDC) adi verilmistir. Giinliik
yasamda yaygin olarak kullanilan bu bilesikler viicudun sinir sistemini
etkileyerek yaban hayati ve insanlarda ¢ok sayida yan etkiye sahiptir. (Snyder
vd., 2004). EDCl'ler, reseptorlerin sentezini degistirerek, dogal hormonlarin
etkisini  baskilayarak  veya hormonlarin  sentezini, tasginmasini,
metabolizmasin1  ve  atilmini  degistirerek  endokrin  sistemi

etkileyebilmektedir. (Munaretto vd., 2013).

EDCl'ler; ilaglardan, steroidlerden, endiistriyel kimyasallardan, kisisel
bakim f{irtinlerinden ve bocek ilaglarindan olusmaktadir. Son zamanlarda,
pestisitler de EDC olarak giindeme alinmistir. Bu bilesiklerin ¢esitli ylizey ve
yer alt1 sularinda tespit edilebilmesi ile hastaliklar ile olan ilgisi arastirilmis
ve kimi pestisit guruplarinin eser diizeydeki derisimlerinin Parkinson ve
Alzheimer gibi norolojik hastaliklar gelistirebilecegi, endokrin sistemi

etkileyebilecegi gosterilmistir. (Mc Kinlay vd., 2008; Zhao vd., 2008).

1.2.Pestisitler

Uluslararas1 Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tanimina gdre, pestisit, insan
veya hayvan hastaliklarinin tiimii dahil olmak iizere herhangi bir hasereyi
onleme, yok etme veya kontrol etmeyi amaglayan herhangi bir madde veya
madde karisimidir ve gida, zirai {irlinler, odun ve odun iirlinleri veya hayvan
yemlerinin tiretimi, islenmesi, depolanmasi veya pazarlanmasi sirasinda veya
bunlara zarar verebilecek istenmeyen bitki veya hayvan tiirleri; veya
hayvanlara, viicutlarindaki veya i¢indeki boceklerin, 6riimeeklerin veya diger

zararlilarin kontrolii i¢in verilebilir seklinde tanimlanmistir (FAO, 2003)



Bu terim; biiyiime diizenleyicileri, yaprak dokiiciileri, kurutuculari,
meyve inceltici maddeleri, meyve veya iriin inceltme maddelerinin erken
olgunlagsmasint Onleyen maddeleri, mahsullere uygulanan maddelerin
depolama veya nakliye sirasinda bozulmayi onlemek i¢in kullanilan
maddeleri igermektedir. “Pest” terimi, diger tiirler arasinda bocekleri, yabani

otlari, memelileri ve mikroplar1 kapsamaktadir (EPA, 2017).

1.2.1 Pestisitlerin Siniflandirilmasi

1.2.1.1 Hedeflenen Hasere tiirlerine gore siniflandirma

Zararli organizmalari kontrol etmenin en uygun yollarindan biri, ¢esitli
pestisitlerin kullanilmasidir. Amacina bagli olarak amaclandiklart pestisitler,

asagidaki temel gruplara ayrilmaktadir:

o Akarisitler-akarlar veya kenelerin kontrolii igin

o Algisitler-alglerin ve diger sucul bitki Ortiisiiniin tahrip edilmesi i¢in
o Auvisitler-kus zararlilarinin kontrolii i¢in

o Bakterisitler-bakteri ve bitkilerin bakteriyel hastaliklarin kontrolii i¢in

e Fungisitler-bitki hastaliklarinin ve ¢esitli mantarlarin kontrolii i¢in

Herbisitler-yabani otlarin kontrolii i¢in

Insektisitler-zararli boceklerin kontrolii igin (bireysel bocek dldiiriiciiler
gruplar1 da afisitler, yaprak bitlerinin kontrolii i¢in Preparatlar gibi

daha spesifik isimlere sahiptir)

Limacides veya molluscicides-gastropodlar da dahil olmak iizere gesitli

yumusakealarin kontrolii i¢in

Nematisitler-yuvarlak solucanlarin kontrolii i¢in (nematodlar)

¢ Rodentisitler-kemirgenlerin kontrolii i¢in kullanilir.



Pestisitler, bitkilerin biiylimesini uyaran veya geciktiren kimyasal
bilesikleri icermektedir. Ayrica yapraklar1 (defoltanlar) veya kurutucu
bitkileri (tatlilar1) ¢ikaranlar1 igermekte ve pamuk, soya fasulyesi, patates ve
diger bir¢ok mahsuliin hasadi i¢in islerin mekaniklestirilmesi amaciyla
kullanilmaktadir. "Bocek ilact" terimi ayrica zararli bocekleri kovma
(kovucu) ve cezbedici (cezbedici) zararl bilesiklerine de uygulanmaktadir

(Tuzimski, 2018).

1.2.1.2 Pestisitlerin Kimyasal Siniflandirilmasi

Pestisitler kimyasal a¢idan smiflandirildiginda ii¢ ana kategoriye

ayrilmaktadir (http://www.alanwood.net/pesticides).
Organoklorlu Pestisitler

Organoklorlu pestisitler (OCPs) meyve ve sebzeleri zararli
organizmalara ve hastaliklara karst korumak i¢in yogun olarak
kullanilmaktadir (Wang, vd., 2019). Bu pestisitlerin kullanimi son yiiz yilda
yasaklanmis olsa da hala su (Li, vd., 2015) (Mehdinia, vd., 2016) siit (Sajid,
vd.,2016), bal (Tahboub, vd.,2006) (Mahpishanian ve Sereshti, 2017), sebze
(Wang, vd., 2018) ve meyve (Wu, vd., 2016) gibi baz1 6rneklerin matriksinde
bulunabilmektedir. Kanserojen ve ¢evresel siirdiiriilebilirligi 6zellige sahip
olmasindan dolay1 bu pestisitlerin kalintilar1 insanlarin kaygilanmasina neden

olmaktadir (Asati, vd., 2018).

Karbamatli Pestisitler

Karbamat pestisitler genis biyolojik aktivitesi, diisiik biyoakiimiilasyon
ve nispeten kisa Omrii nedeniyle tarimda yaygin olarak kullanilmaktadir (Li,
vd., 2015) (Shi, Zhihong, vd., 2015). Karbamat pestisitler bir dereceye kadar
parcalanabilse de, asirimi kullanimindan dolay1 bazi gida maddelerinde
bulunabilmektedir ( Wang, vd., 2013). Gida ve hayvan yemindeki pestisit

kalintilar1 sarap, meyve suyu ve siit gibi kontamine olmus gidalarin dogrudan



tilkketilmesiyle insan sistemine girebilmektedir (Goto, vd., 2005) (Bogialli,
vd., 2004).

Organofosforlu Pestisitler

Organofosfor bilesikleri (OPs) kimyasal pestisitlerin en biiyiik
gruplarindan  birini  olusturmaktadir. Bu bilesikler bitkileri, ¢iftlik
hayvanlarimi ve insan sagligmi korumak icin 60 yildan fazla siiredir
kullanilmaktadir. Bu bilesikler alkollerin fosforik asit ile tepkimeye
girmesiyle iiretilmektedir (Ghorab ve Khalil, 2015) ve genellikle herbisit,
fungusit, insektisitler olarak kullanilmaktadir. Ciinkii bu bilesikler diistik
maliyet ve genis aktiviteye sahip olmaktadirlar. Ayrica bu OP’ler ¢ok toksik
ozellige sahiptir. (Costa, 2006). Asirt kullanimi hedef dis1 organizmalarin
yani kuslarin, baliklarin, insanlarin bu bilesiklere maruz kalarak zarar
gormesi ile sonuglanmaktadir (Salvi vd., 2003; Pazou vd., 2006; Reinecke
ve Reinecke, 2007; Revankar ve Shyama, 2009; Jokanovic vd., 2011).

a b Clo _~~_.Cl
j Q T s
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Sekil 1 Organofosforlu pestisitlerin molekiil yapist a) Klorprifos b) Klorprifos-metil
(Derbalah vd., 2018)

1.3 Tez Kapsaminda Analizi Gerceklestirilen Pestisitlerin
Ozellikleri
Klorpyrifos

Klorpirifos (0,0-dietil 0 - (3,5,6-trikloro-2-piridinil) - fosforotioat),
Dow Chemical Company tarafindan bir organofosfor pestisiti (OP) olarak
piyasaya sunulmustur ve 1965 yilinda, 6nemli bitkilerde yaygin kullanim i¢in
bir yesillik pestisit olarak (Fang vd., 2008) ve 1960'lardan beri ticari olarak
kullanilmaktadir.(Das ve Adhya, 2015).. Klorpirifos (CP) muhtemelen hem
toksisite hem de kimya agisindan pestisit kullaniminin u¢ noktalarini temsil

eder. Avrupa'da yilda 50.000 kg'in lizerinde ve ABD tariminda yilda 5 milyon



kg'n asan miktarlarda kullanilir. Bu nedenle, sucul ekosistemleri etkileme

potansiyeli dnemlidir (Simon,1998).

Prosimidon

Dikarboksimidik mantar oldiiriicii Prosimidon (Sialex 50 WDG),
BotrytisCinerea, Monilia ve Sclerotinia tiirleri gibi mantar hastaliklarini
kontrol etmek icin siklikla kullanilan 6zellikle meyve yetistiriciligi, cilek,
sarap, bahcgecilik , c¢icek ve siis yetistiriciliginde kullanilan bir
pestisittir.(Vanni vd., 2000 ) Ayrica bagcilikta gri kiif 6nlemek icin kullanilan
ti¢c dikarboksimidik mantar 6ldiiriiciilerden biridir.( Schwack vd., 1995)

Brompropilat

Brompropilat pestisiti ~ (isopropyl 4,4'-dibromobenzilate) son
zamanlarda tanitilan difenil kopriilii akarisittir. Akut ve kronik etkisi olan
beyaz kristal bir katidir. Bu pestisit tetranychid ve eriophyid bitlerinin

kontrolii i¢in kullanilmaktadir. (www.npic.orst).

Lambda-Siyalotrin

Lambda-Siyalotrin, 3-(2-chloro-3,3,3-trifluoro-1-propenyl)-2,2-
dimethyl-cyano(3-phenoxyphenyl)methyl cyclopropane carboxylate
kimyasal formiiliine sahip olan insektisittir. Ayrica renksiz 6zellige sahip
olmakla beraber piretroid olarak adlandirilan kimyasal grubuna ait olan bir

pestisittir. (Pelit, 2009).

1.4 Pestisit Analizlerinde Kullanilan Ornek Hazirlama
Yontemleri

Cesitli numunelerdeki pestisit kalintilarinin analizindeki ana zorlayici
sorunlardan biri yliksek matris etkisiyle ilgilidir (Hakme vd., 2018). Matris

etkisi, matrisin karmasikligina baghdir. Kullanilan ¢ok cesitli pestisitler ve



matrislerin dogal karmasikligi nedeniyle farkli 6rnek 6n islem prosediirleri

Onerilmistir.

1.4.1 Sivi Sivi Oziitleme (LLE)

LLE, kapsamli bir ayirma teknigidir. Genel olarak, bir temizlik
asamasi takip eder fakat ayn1 zamanda n-heksan ile sadece 6ziitleme asamasi
olarak uygulanabilir. Bu teknigin dezavantaji, biiylik miktarda ¢oziicii
tiiketiminde ve otomatik hale getirilmesinde zorluk ¢ekmektedir. Bazi
durumlarda, daha sonraki analizlerde karigabilecek ko-ekstrakte edilmis
bilesiklerin ¢ikarilmasi i¢in ek bir temizleme asamasi gerekli bulunmustur

(Angel vd., 2012).

1.4.2 Kat1 Faza Oziitleme (SPE)

Kati1 faz ekstraksiyonu (SPE), karmagik matrisi ¢ikarmak, hedef
analitleri 6nceden konsantre etmek ve numuneleri sonraki numune girisi ve
Olctimleri i¢in uygun hale getirmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir numune
on islem teknigidir. SPE, analitlerin kati1 sorbentlere adsorpsiyonu iizerine
yapilir, bu nedenle uygun bir sorbent segmek ¢cok dnemlidir ve sorbent ile

analitlerin kendisi arasindaki etkilesime baghdir. (Samsidar vd., 2018)

SPE yontemi, kromatografik analiz dncesinde daha temiz piklerin
eldesine olanak sagladigi i¢in analitik kimyacilar tarafindan siklikla
kullanilmistir. Aliimina, Florisil, C18, Diol, anyon veya katyon degisimi,
silika, primer, sekonder amin, grafitlenmis karbon siyahi, hidrofilik/lipofilik
dengeli kopolimer gibi N-vinilpirrolidon ve divinilbenzen gibi sorbentleri
iceren farklt SPE kartuslari, cesitli Orneklerde pestisit kalintilarinin
belirlenmesi i¢in tutucu maddelerdir. Cok yakin zamanda pestisit igeren
numunelerin hazirlanmasinda, polistiren kapli manyetik nanopargaciklarin
kullanildig1 ¢ift SPE ve ¢ift molekiiler olarak basilmis polimerler de

uygulanmstir.

Bu teknik, tek kullanimlik adsorban kullanan diger SPE

tekniklerinden farklidir; manyetik adsorbanlar toplanabilir, temizlenebilir ve



geri doniistliriilebilir.SPE teknigi ile 6rnek hazirlama i¢in uygulanan islem

basamaklar1 Sekil 1.1°de verilmistir.

1. Kosullama 2. Ornekleme 3. Yikama 4. Eliisyon

kosullama arnek vikama
O oo B comeinsi O ocair: ®
: gozeltisi gozeltisi ¢ozeltisi €

—_ - —>

} ! .
5 polymer 'f," ? -4

® 4 & @

* % girisimci bilesenler
++» analit molekiilleri

Sekil 1. 1 SPE Tekniginin Sematik Prosediirii (Sandoval vd., 2017)

1.4.3 QUEChERS

QuEChERS (hizli, kolay, ucuz, etkili, saglam ve giivenli) numune
hazirlama teknigi, farkli pestisit ¢esitlerinin ¢ok sinifli veya cok kesitli
analizlerinde yaygmn olarak kullanilmaktadir (Samsidar vd., 2018).
QuEChERS prosediirii temel olarak birka¢ adim igerir: (1) Organik bir ¢oziicii
ile ilk oziitleme asamasi; (2) Tuz karisiminin eklenmesi ile Oziitleme /
boéliimlendirme asamast ve; (3) Ham 6ziit malzemelerinin bir boliimiiniin
temizleme basamagi; (4) Elde edilen nihai organik 0ziit, enstriimental
sistemle dogrudan analiz edilmektedir. Metot, belirli pestisitlerin bozulmasini
onlemek i¢in bir tamponlama agamasinda modifiye edilmistir ve ayrica yag

icerigi yiiksek ve pigment iceren drnekler de dahi iyi sonuglar alinabilmistir.



QuEChERS Ekstraksivon
adsorbam

S A

¢ Santrifiijleme & _—
i/ V ortek
E . ’ s angstr/Vorteks

dispersiv

l SPE tuzu ./

Kanstr/Vorteks
¢ ; Santrifiijleme Q

Analiz
Sekil 1. 2 QuEChERS Tekniginin Sematik Prosediirii (Anastassiades vd., 2003)

1.4.4 Manyetik Kat1 Faz Oziitleme (MSPE)

Manyetik katt faz ekstraksiyonu (MSPE), manyetik veya
miknatislanabilir adsorbanlarin kullanimina dayanmaktadir. Yontemde, bir
¢cOzeltiye veya siispansiyona ilave edilen manyetik adsorban, analiti ¢ikarir.
Daha sonra, adsorbana adsorbe edilmis analite geri kazanmak i¢in uygun bir
manyetik ayirict  kullanilmaktadir ve sonrasinda analit adsorbandan

ayristirilip analiz edilmektedir.

% Pestisitler
Denge : e
A = = «?, ¢ Manyetik Szellikli
- » * b od
: 5 adsorban
s ek I“-\y""na e .
v 3
+desorpsiyon
gozgeni
Analiz
Ayirma
: _.I . HPLC-DAD/FLD

Deristirme

Sekil 1. 3 MSPE tekniginin sematik prosediirii (Ma vd., 2018)



1.4.5 Dispersif Sivi S1ivi Mikro Oziitleme (DLLME)

Dispersif sivi sivi mikroekstraksiyon (DLLME), pestisitlerin analizi
icin numune hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan minyatiir bir tekniktir.
DLLME'de, ekstraksiyon ve dagitici ¢oziiciiler bir siringa kullanilarak sulu
numuneye ayni anda ve hizli bir sekilde enjekte edilir. Analit, ekstraksiyon
¢oziiclisiindeki ince damlaciklar vasitasiyla numuneden ekstrakte edilir. Daha
sonra, santrifiijleme faz ayrilmasini tesvik etmek i¢in kullanilir ve analitin

zenginlestirilmesine olanak saglar ( Tette vd., 2016).

donan organik
solventin alinmasi

Ekstrakte edici
solvent ve dispersiv
solvent enjeksivonu

(R L e |
a4

- o

¥

<

yiizen ekstrakte
edici solvent

sogutma

sulu dmek

Sekil 1. 4 DLLME Tekniginin Sematik Prosediirii (Primel vd., 2017)

1.4.6 Kati Faz Mikro Oziitleme (SPME)

Kati-faz ~ mikro-ekstraksiyonu  (SPME), incelenen  numune
matrislerinden hedef analitlerin 6ziitlenmesi icin mikro yapida ekstraksiyon
fazini kullanan bir numune hazirlama teknigidir. Analitler, numune matrisler
ve ekstraksiyon fazlari arasindaki boliisim dengesine ulastiginda,
ekstraksiyon fazlari ile ekstrakte edilen analitlerin miktarlar1 artmaktadir
Uygulamada, denge durumuna genellikle ekstrakte edilen analit teorik denge
ekstraksiyon miktarina yeterince yakin oldugu zaman ulagilmaktadir. SPME
yonteminde Oziitleme fazlari, genellikle destekleyici substratlar iizerinde

kaplanir veya monolitik fiberler veya ince filmler halinde hazirlanmaktadir.
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SPME'de c¢ok kiiciik miktarlarda ekstraksiyon fazlari kullanildigindan,

mutlak geri kazanimlar genellikle diisiiktiir.

Ekstrakte edilen miktarin, numune matriksindeki analitin toplam
miktarina kiyasla onemsiz oldugu ve analitin numune matriksindeki
dagilimini1 6nemli dlgiide degistirmedigi durumda, SPME, analitlerin serbest
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde biyolojik ve c¢evresel orneklerde

kullanilabilmektedir (Zielinska vd., 2012)

SPME'nin mutlak geri kazanimlari ¢ogu zaman asir1 derecede diistik
olmasma ragmen, SPME'yi kromatografi ile veya dogrudan Kkiitle
spektrometrisi ile birlestirirken ¢ok iyi hassasiyetler elde edilebilmektedir,
clinkii ekstrakte edilen analitlerin biliylik boliimleri analiz i¢in analitik

cihazlara basariyla aktarilabilmektedir(Deng vd., 2014;Lord, 2007).

SPME'nin SPE'ye kiyasla bir avantaji da hi¢ bir solvent igcermemesi
veya daha az ¢6ziiciiye ihtiya¢ duyulmasidir. Glinlimiizde, gaz kromatografisi
(GC) ile birlesmis SPME, cesitli kaynaklardan ugucu ve yari ucucu
maddelerin analizi i¢in en verimli ve uygun yontemlerden biri haline
gelmigtir. (Vanelslander vd., 2012). SPME ayrica belirli polaritelere ve
spesifik fonksiyonel gruplara sahip ekstraksiyon fazlari gelistirerek, polar
analitleri 6ziitlemek ve hatta ayn1 anda farkli polaritelere sahip genis bir analit

yelpazesini ekstrakte etmek icin kullanilmistir (Vuckovic vd., 2011).

ORNEKLEME DESORPSIYON

SPME

ENJEKTORU o . .

GC ENJEKTORU
FiBER -
ORNEK l
MS DEDEKTOR
e
GC KOLONU

Sekil 1. 5 SPME sematik gosterimi (Schmidt ve Podmore, 2015)
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Yukarida detaylica anlatilan 6rnek hazirlama yontemleri disinda da
ekstraksiyon prosediirleri mevcuttur. Literatiirde kullanilan giincel pestisit
analiz yontemleri bu tez kapsaminda derlenmistir ve Tablo 1.1° de

Ozetlenmistir.
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Tablo 1. 1 Su, 6rneklerinde son on yilda uygulanan pestisit 6rnek hazirlama teknikleri ve

analitik karakteristikleri

Analit Matriks | Analiz | Ornek LOD Geri Ref.
Metodu | hazirlama (ng L. Kkazanim
yontemi (%)
Chlorpriphos-methyl | su GC- DI-SPME 0.01-0.07 | 86—98 Jabali,
Vinclozolin MS/MS 2019
Chlorpyriphos
Aldrin
Penconazole
Procymidone
Tebuconazole
Bromopropylate
Lambda-cyhalothrin
Chlorpyrifos su GC-MS | HF-LPME 0.118 110-112 | Eduard,
Procymidone 0.208 2019
Ethoprophos su GC-MS | 3D-GA-SPE | 0.62 96.5 Sun
Parathion-methyl 0.88 93.8 vd.,
2018
Malathion su GC- MSPE 0.016 91.8 Wang
Chlorpyrifos FPD 0.016 $90.2 vd.,
2018
Malathion su GC-MS | DLLME 13 91+1 Farajza
Chlorpyrifos 0.74 91 42 deh
2016
Chlorpyrifos su GC-FID | SHLLE 0.73 91 +1 Farajza
Penconazole 0.34 95 +2 deh,
Difenoconazole 1.2 91 +3 2015
Tebuconazole 0.51 93+3
Azoxystrobin su HPLC- | AALLME 0.08 82.3 Wu,
Diethofencarb DAD 0.25 84.8 2015
pyrimethanil 88.0
Parathion-methyl su HPLC- | VLDS-SD- | 05 87.6 Seebun
DAD DLLME rueng,
2014
Chlorpyrifos-methyl | su HPLC- | SPE 15 88.8 Zhang
Chlorpyrifos CPE 15 80.5 vd.,
2013
Chlorpyrifos su SPE 0.08 87.9 Fang
Ethion GC-MS 01 87.1 vd.,
Malathion 79.7 2012
0.1
Malathion su GC- SPE 0.07 74.8 Milho
Chlorpyrifos NPD 0.03 108.6 me vd.,
Fenitrothion 0.01 99.1 2011
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1.5 Gaz Kromatografisi

GC kolonunun se¢imi bocek ilaci analizinde ¢ok 6nemli bir gorevdir.
Pestisitleri belirlemek icin ga kromatografisinde (GC) ¢esitli slitunlar
kullanilabilir. Sabit faz, pestisitlerin polaritesinin bir fonksiyonu olarak
secilmelidir. En ¢ok kullanilanlardan  biri,% 95 dimetil-% 5
difenilpolisiloksandan olusan (6rnegin, HP-5 ms, VF-5 ms, DB-5 ms, OV-5)
sabit fazli tipik birlesmis silika(Martinez-Dominguez vd., 2014) Pestisit
analizi i¢in kullanilmis olan diger siitunlar, 6rnegin, Rxi-5Sil MS (diistik
polarite fazi, 1,4 bis (dimetilsiloksi) fenilen dimetilpolisiloksan; 460CP'ler),
DB-1701 (DB-5 ms'den daha fazla polar;% 14 siyanopropilfenil) % -86
dimetilpolisiloksan; 3 OPP'ler) ve Elit35 (orta kutupsal,% 35 difenil-% 65
dimetilpolisiloksan; 4OCP'ler). Spesifik kolonlar,% 95 dimetil-% 5
difenilpolisiloksan HP-1707MS'den (tipik DB-5 ms; 60CP'lerden daha polar)
olusan tipik bir sekilde kaynasmis silika kolonuna kiyasla diisiik sayida
pestisit ayirmak i¢in kullanilmistir.(Martinez-Dominguez, vd., 2014)

Iki boyutlu gaz kromatografisi (GCxGC) de pestisitlerin belirlenmesi
icin siklikla uygulanir. Temel olarak, bu teknik, ortogonal ayirma kosullarini
olusturmak i¢in temelde farkli ayirma mekanizmalar1 iizerinde iki GC
ayirmasindan olusur. ilk ayirma, kutup iizerinde duragan bir faz iceren bir
stitun lizerinde gerceklesir ve ikinci ayirma, kutupsal veya sekil secici bir

yapiya sahip bir stitundadir.

GC, esasen Olgiilecek pestisitlerin sinifina bagl olarak farkl tiirlerde
tespit yontemleri ile birlestirilir. Elektron yakalama dedektorii (ECD)
genellikle kullanilmistir.  ECD  kullanimimnin = genellikle numunelerin

temizligine 6zel dikkat gosterilmesi gerektigi bildirilmistir. (LeDoux, 2011)

GC ayirma isleminden sonra elektrolitik iletkenlik tespiti (ELCD)
ayrica organoklorin pestisitler, piretroidler, triazinler ve bir karbamat gibi
bircok pestisitin tespiti icin de uygulanmistir. Pestisit kalintis1 saptamas1 GC
— MS ile de saglanmistir. MS ile birlestirilmis GC'de, pestisit tutma siiresi ve

kiitle spektrumlari ile tamimlanmistir. Tek sik uygulanan dort kutuplu bir
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alternatif olarak, iyon kapani (IT) da uygulanmistir, burada bir tarama
kazanim modu iyon sec¢iminin takip edilmesinin izlenmesine izin verir.
Giliniimiizde tandem-MS (QqQ) yapilmasmna izin vererek cogu MS

analizoriinlin kombinasyonlart miimkiindiir.

Cesitli numunelerdeki pestisit kalintilarinin analizindeki ana zorlayici
sorunlardan biri yiikksek matris etkisiyle ilgilidir. (Hakme, E vd., 2018).
Matris etkisi, matrisin karmasikligimma baghdir. Kullanilan ¢ok ¢esitli
pestisitler ve matrislerin dogal karmasiklig1 nedeniyle farkli 6rnek 6n islem

prosediirleri 6nerilmistir.

1.6 Kemometri ve Deneysel Tasarim

Deneysel sonuglart bir¢ok faktor etkileyeceginden, olduk¢a karmasik
deneysel tasarimlar da ihtiya¢ duyulabilir. Bu faktorlerin en iyi uygulanma
seviyesinin se¢imi, yani deneysel kosullarin optimize edilmesi icin de
olduke¢a ayrintili calismalara gerek duyulacaktir. Bu yontemleri tanimlamak
icin genel olarak kemometri terimi kullanilir. Kemometride faktor, bir
deneyden ¢ikarilan sonuglar etkileyen herhangi bir deneysel kosula verilen
isimdir (Miler, J. N ve Miler, J. C., 2012) Deneysel tasarim terimi genellikle,
deney sonuclarint etkileyebilecek faktorlerin  belirlenmesi, kontrol
edilemeyen faktorlerin en aza indirecek sekilde deneyin tasarlanmasi ve
mevcut ¢esitli faktorlerin etkisini ayirmak ve degerlendirmek i¢in istatistiksel

analiz yapilmasi1 amaci ile kullanilmaktadir.

1.6.1 Plackett-Burman Tasarim

Tamamlanmamis faktoriyel tasarimlar arasinda en basit ve en belirgin
olanlar1 faktorlerin temel etkileri lizerine bilgi saglayan, ama bunlarin
etkilesimleri hakkinda bilgi vermeyen Plackett-Burman tasarimlaridir. Bu
yontemlerin en belirgin 6zelligi hepsinin 4n adet deney yapmaya dayali
olmasidir. Burada n=1,2,3 olup 4, 8, 12 vb. deney sayis1 verirmektedirler. Bu

nedenle bunlar deney sayisinin 2" oldugu faktoriyel ve kismi faktoriyel
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tasarimlarin sinirlamalarindan kurtulmaktadirlar. Bir 4n deneyli Plackett-
Burman tasarimiyla 4n-1 faktore kadar ¢aligmak miimkiin olmaktadir. Fakat
bu tasarimlar ilgilenilen faktorlerin sayisi verilen bir tasarimin en biiyiik
sayisindan kiiciik oldugu durumlarda yaygin olarak kullanilirlar. Ornegin;
dort faktoriin ¢alisiimasinin arzu edildigini diistinelim. Dort deney, sadece ii¢
faktorle bas edebileceginden, yedi faktore izin verebilen 8 deneyli Plackett-
Burman tasarimi kullanilabilmektedir. Uc faktor ise sahte faktdrler olarak

isimlendirilir ve kimyasal olarak hi¢bir etkisi yoktur.

Yine de oldukea degerlidirler ¢linkii asagida gosterildigi gibi belirlenen
net etkileri 6l¢me hatasinin hesaplanmasinda kullanilabilir. Plackett-Burman
deney tasarimlarinin bu 6nemli 6zelligi, diger bazi tasarimlarin yiiksek
seviyeli etkilesmeleri goz ardi etmesi gibi verilen herhangi bir olasilik
seviyesinde hangi gercek faktorlerin anlamli oldugunun belirlenmesine izin
vermektedir. Bu Olgme hatasi belirleme yontemi daha biiyiik tasarimlar
kullanilarak biiyiitiilebilmektedir. Ornegin, alti faktdriin  galisildigini
diisiinelim. Yedi faktore kadar izin verebilecegi icin sekiz deneyli bir
Plackett-Burman tasarimi kullanilabilecektir fakat bu durumda 6lgme hatasini
hesaplamak icin geriye sadece bir sahte faktor kalacaktir Eger bunun yerine
12 deneyli bir tasarim kullanilirsa, bes sahte faktor kalacak, fazla deney
yapma pahasina 6lgme hatas1 ve her bir gergek faktoriin etkisinin anlamlilig

ise daha gelistirilebilecektir.

Bir Plackett-Burman tasarim diizeninin yapisini anlamak oldukc¢a
kolaydir.11 faktore kadar calismaya miisaade gosteren 12 deneyli bir
tasarimin kullanildigini diisiinelim. Her zaman oldugu gibi faktorlerin yiiksek
seviyeli arti isaretiyle ve diisiik seviyeleri eksi isaretiyle gosterilir. Ilk
deneyde A-K arasinda 11 faktor (sahteler de dahil ) bir {iretme vektorii

kullanarak asagidaki gibi ayarlanmaktadir.

ABCDEFGHIJK

+ 4+ - 4+ + - -+ -
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Bir sonraki deneyde faktor dereceleri en sondaki isareti, sirasinin en

basina getirerek asagidaki gibi ayarlanabilmektedir:

ABCDEFGHIIJK

Bu dongiisel proses, tamaminda alt1 faktoriin yliksek derecede ve bes
faktoriin diisiik derecede bulundugu 11 deney icin tekrarlanir. Onikinci ve son
deney tiim faktorleri diisiik seviyelerine ayarlayarak bunu dengeler, boylece
tiim tablo 66 art1 isareti ve 66 eksi isareti igerir. Her bir faktoriin etkisi de

asagidaki gibi verilmektedir.

176 [Xy+) — X&)l

Burada y+ , sorgulanan faktor yiiksek derecesine ayarlandigindaki
sistem yanitlarini, y- ise diisiik derecesine ayarlandigindaki sistem yanitlarini
simgelemektedir.. Thtiya¢ duyulan karalerin toplami N x (hesaplanan etki )? /
4 formiilii ile gosterilmektedir. Buradaki N, 12 olan deney sayisini ifade

etmektedir (Miler, J. N. ve Miler, J. C., 2012).

Tablo 1. 2 12 deneyli Plackett-Burman Tasarumi (Fiisun, 2009 )

Faktor
Deney Sayisi 2 kB 4 5 6 7 8 9 10 |11
) I | I i i oL i - -
H - - - - - + B + - +
3 + + F F b i L A
a X + o H i A R
5 + - + - + - T - + +
6 + + + + - + B N +
7 + + - + + - - B} -
8 - + + tor + - -
9 N - + + - + - + -
10 - SN N AN N N N . N
11 + - F F kR A A
12 - I S S S M L M
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1.6.2 Box-Behnken Dizayn

En cok kullanilan ii¢ seviyeli faktoriyel tasarim Box ve Behnken
Tasarimidir. Tasarimlar ili¢ veya daha fazla bagimsiz degisken igin
kullanilabilir. Box-Behnken tasarimi, gomiilii bir faktoriyel veya fraksiyonel
faktoriyel tasarim igcermedigi i¢in bagimsiz bir kuadratik tasarimdir. Bu
tasarimda tedavi kombinasyonlari, islem alaninin kenarlarinin orta
noktalarinda ve merkezde bulunur (Sekil 1.7) Bu tasarimlar dénebilen (veya
yakin donebilen) ve her faktoriin iic seviyelerini gerektirir. Tasarimlar,
merkezi kompozit tasarimlara kiyasla ortogonal engelleme icin smirh bir
kabiliyete sahiptir. Bu tasarimlar 3 veya 4 faktor iceren durumlarda merkezi

kompozit tasarimi daha az kombinasyonu gerektirir.

Tablo 1. 3 Box-Behnken dizayn tablosu

-1 -1 0
-1 1 0
1 -1 0
1 1 0
-1 0 -1
-1 0 1
1 0 -1
1 0 1
0 -1 -1
0 -1 1
0 1 -1
0 1 1
0 0 0
0 0 0
0 0 0

Sekil 1. 6 Box-Behnken Tasariminin Grafiksel
Gosterimi
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1.7 Tezin Amaci

Bu tez calismasini1 amaci tlilkemizde birgok tarim tiriiniiniin 6zellikle
sebze ve meyvelerin korunmasinda siklikla kullanilan ve endokrin bozucu
ozellik gosteren pestisitlerin tayini i¢in hizli, daha az ¢dzgen tiiketen, kolay
ve oOnderistirme kapasitesi yiiksek olan ince film oOziitleme yontemi
gelistirmektir. Bu tez kapsaminda laboratuvar ortaminda hazirlanmis farkli
polarite ve gbozenek boyutuna sahip polimerler santrifiij tiipiiniin i¢i ¢eperine
kaplanarak bu ylizeylerin ekstraksiyon amagli kullanilmasi amaglanmistir.
Gelistirilen yontem su orneklerinde ilgili pestisitlerin analizi i¢in valide
edilmistir. Tez kapsaminda calisilan pestisitlerin kimyasal ve fiziksel

ozellikleri asagidaki tabloda verilmistir.
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Tablo 1. 4 Tez kapsaminda ¢aligilan pestisitlerin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Kimyasal Yapisy/ IUPAC

Adi adlandirmasi Fizikokimyasal Ozellik
MW: 350,57 gmol?
i CF: C9H11C|3NO3PS
C'ﬁc‘ S EN: 42°C
- I BB: 2.02x10° mm Hg 25°C
C” N 0-P-0 D:1,4 gcm?®
Klorprifos 0. ~CHs S:14mgL-
suda 25°C,
CHy 650 g/100g
0,0-diethyl 0-(3,5,6-trichloro-2- asetonda
’pyridinyl— phc;s;')horothioate H: 2.93x10-6
atm-m3mol!
log Kow: 4.96
HC 0 Cl MW: 284,138 gmol-!
M A = CF: C1sHuCILNO
\ = 13M11C1LNO2
N—'{;-\ y EN:166 °C
Ny, ! X BB: 1.40x10* mmHg
Prosimidon HyC 0 \CI D:1,59 gem®
S: 1.58x10-5 M (suda)
N-(3,5-Dichlorophenyl)-1,2- H:
dimethylcyclopropane-1,2-
c}/ica);bofim[i)de 10g Kow: 3.08
Br. MW: 428,12
THL' CF: C17HleBl'203
EN:77 °C

Brompropilat

\/\)\ O

Ho Q" CHy
/‘A\j

l

Br
propan-2-yl 2,2-bis(4-
bromophenyl)-2-hydroxyacetate

BB: 8.2x10 mm Hg 20°C
D: 1.49 gcm3 20°C

S: 0.1 mgL* suda, 850 gkg*
asetonda 20 °C

H: 4.6x107 atm m®mol*

log Kow : 5.40

Lambda

F /=N
v UF L
F{:. )
C' . .'!:I_{'-,'I
7%

3-(2-chloro-3,3,3-trifluoro-1-
propenyl)-2,2-dimethyl-cyano(3-
phenoxyphenyl)methyl cyclopropane
carboxylate

MW: 449,85 gmol*

CF: C23H19C|F3N03

EN: 49.2°C

BB: <0.001 Pa20°C

D: Bagil Yogunluk (su=1): 1.3
S: suda ¢oziinmez

H: -

log Kow: 7.0
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2. DENEYSEL KESIM

2.1 Kullanilan Malzeme ve Reaktifler

Kullanilan susuz NaCl, Na;SO4 550 °C de 2 saat bekletilerek
kurutulmustur ve (J.T Beaker) markadir. Analitik saflikta aseton (Sigma
Aldrich) kullanilmistir. Pestisit stok standartlart Chlorpyrifos (O,0-Diethyl
0-3,5,6-trichloropyridin-2- phosphorothioate) (98.4%), Penconazole (1-[2-
(2,4-dichloro phenyl)-n-pentyl]-1H-1,2,4-triazole) (99.2%), Bromopropylate
(isopropyl-4,4'-dibromobenzilate) (97.5%), Procymidone (3-(3,5-
dichlorophenyl)-1,5-dimethyl -3-azabicyclo[3.1.0]hexane-2,4-dione) (98%),
ve Lambda-cyhalothrin (3-(2-chloro-3,3,3-trifluoro-1-propenyl)-2,2-
dimethyl-cyano (3-phenoxy phenyl) methyl cyclopropane carboxylate)
(98.5%) Dr. Ehrenstrofer GmbH markadir ve bu pestisitlerin standart
cozeltileri katilarindan tartilarak aseton ile seyreltilerek hazirlanmistir.

Standartlar +4 C°’de buzdolabinda bekletilmistir.

Iyi bir enstriimantal performans saglamak icin, kalite kontrol (QC)
standartlar1 (10-20-50 ng L), érnek calisma boyunca baslangigta, sonunda
ve periyodik olarak enjekte edilmistir. Enstriimental kalibrasyon igin,
kalibrasyon araligi standartlari, her ornek g¢alismasinin baslangicinda ve
sonunda ¢ift olarak enjekte edilmistir. TFE tiiplerinin ylizey karakterizasyonu
icin  Thermo  Scientific  Apreo S marka SEM  Cihaz
kullanilmistir.Nanopartikiillerin, polisiloksanin ve kullanilan pestisitlerin
tartilmasinda kullanilan 5 haneli terazinin markasi Mettler Toledo MT5 dir.
Santrifiij i¢in SIGMA 3-30KS marka cihaz kullanilmistir. Vorteks islemleri
icin Jeio Tech-Lab Companion marka cihaz kullanilmistir. Adsorpsiyon

islemi i¢in kullanilan karistiricinin markasi BioSan Multi RS-60’tir.

Britton-Robinson ¢ozeltisi esit derisimlerde (0.04 M) olacak sekilde
fosforik asit borik asit ve asetik asit karistirilarak hazirlandi. pH ayari i¢in
sodyum hidroksit ¢ozeltisi ( 0.2 M) kullanilmistir. di. BR tamponu genis pH
araliginda calisilmasina izin vermektedir (2-12). Denemelerde kullanilan

Etilasetat (Lab-Scan), aseton (Sigma Aldrich), asetonitril (Sigma Aldrich)
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,etanol (JT Baker) gibi ¢ozgenler desorpsiyon ¢dzgeni olarak kullanilmistir
ve tiimi analitik safliktadir. Ticari polimeri ¢ozmek igin toluen (Sigma

Aldrich) kullanilmistir.

Tuz etkisi i¢in Merck marka NaCl ve NapSO4 kullanilmistir. Ultraamino
adsorban Restek markadir. Silisyumdioksit, zeolit gibi kimyasallar
nanopartikiil denemeleri i¢in kullanilmistir. Bu c¢alismada kullanilan kuyu

suyu Manisa Bolgesinde bagcilik yapilan tarlalardan alinmastir.

2.2 Materyal ve Metod

Gaz Kromatografik (GC) analizler Agilent (Model 7820A Series)
marka Agilent 7673A otoornekleyici ve ECD dedektdr sistemini igeren

cihazda yapilmistir. Bu analize iligkin ¢alisma kosullar1 asagidaki cizelgede

verilmigtir.
Tablo 2. 1 Gaz Kromatografik 6l¢iime iliskin kosullar
Parametre ECD Parametre ECD
Kolon DB-1 Bitis sliresi -
Uzunluk 30 m Hiz A 3°C
Cap 0.25 mm Bitis sicakhgi A 200 °C
Splitless enjeksiyon + Bitis suiresi A -
Enjeksiyon hacmi luL Hiz B 8°C
Enjeksiyon sicakhgi °C 250°C Bitis sicakligi 280°C
Firin sicakhgi °C 70°C Bitis zamani B 10 dk
Baslangig sicakhgi. 70°C Dedektor sicaklig 300°C
Baslangig siresi 2 dk Taslyici gaz He
Hiz 25°C Diger gazlar Azot
Bitis sicakligi 150°C Akis hizi 1 mL/dk
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2.3 Santrifiij Tiipiiniin i¢ Ceperine ince Filmin Kaplanmasi

Ince film hazirlama prosediirii ticari polimer ve nanopartikiiller icin

asagida detayli sekilde anlatilip sematik gosterimleri ile birlikte verilmistir.

2.3.1 Polisiloksan Kaplama

Bu kaplamay1 gergeklestirmek icin 0,4 g ticari silikon polimerinden
tartilmistir ve 1 mL toluen igerisinde homojen olacak sekilde ¢oziilmiistiir.
Bu ¢o6zeltiden 800 pL tiipiin ¢eperlerine degmeyecek sekilde dip kismina
eklenerek, 500 rpm 1 dk vorteks yapilmistir. Bu islemden sonra tiip
icerisindeki ¢ozelti enjektor ile alinip tek katmanli bir yiizey eldesi i¢in 10dk
4000 rpm doénme hizinda tiipler santrifiijlenmistir ve en dipte toplanan ¢ozelti
enjektorle alinmistir. Capraz baglarin olusmasi icin tiipler 48 saat oda

kosullarinda bekletilmistir (Sekil 2.1).

’ .

é
I

0.4 g ticari polimer 500 rpm 1 dk. 4000 rpm 10 dk.
tartilir. calkalanir. santrifiijlenir.

Sekil 2. 1 Polisiloksan kaplama i¢in ince film hazirlama yénteminin sematik
gosterimi
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2.3.2 Zeolite, Ultraamino ve Silisyum Dioksit Nanopartikiillii
Kaplama

Zeolit, ultraamino ve silisyum dioksit nanopartikiillii polisiloksan
kaplama icin 0,02g partikiiller ayr1 ayr tartilmis ve ImL toluen igerisinde
homojen olacak sekilde ¢oziilmiistiir. Icerisinde 0.4 g olacak sekilde ticari
polimer tartilmis ve bu ¢dzelti homojen olacak sekilde ultrasonikasyona tabi
tutulmustur. Daha sonra bu ¢zeltiden 800 pL tiipiin ¢eperlerine degmeyecek

sekilde dip kismina eklenip, 500 rpm 1dk vorteks yapilmistir.

Santrifiij tliplinlin i¢ ¢eperine tutunan polimerik filmden arta kalan
¢ozelti enjektor ile alinmistir. Fakat daha ince film olmasi i¢in 10 dk 4000
rpm donme hizinda santriifiij yapilmistir ve dipteki ¢ozelti yeniden enjektorle
alimmstir. Capraz baglarin olugmasi i¢in tiipler 48 saat bekletilmistir. Tiip i¢i
ince filmli ekstraksiyon (TFE) icin laboratuvar ortaminda iirettigimiz bu

kaplamalara ait bir fotograf Sekil 2.2’de verilmistir.

Sekil 2. 2 Tiip ici Ince Film Kaplama

2.4 Kromatografik Analiz i¢in Ornek Hazirlama Prosediirii

Kuyu suyu orneklerinde hedeflenen pestisitlerin gaz kromatografik

analizi i¢in dncesinde gerceklestirilen 6ziitleme yontemi 2 tiir kaplama igin
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basamaklarla verilmistir. Bunlara iliskin sematik gosterimler asagidaki

sekillerde gosterilmistir.

2.4.1 Polisiloksan Kaplama Icin Ornek Hazirlama Prosediirii

Polisiloksan kaplama sonrasi su Orneklerinde pestisit tiirlerinin

ektraksiyonu i¢in izlenen prosediir su sekildedir:

Oncelikle 250 mL kuyu suyu ornegi siiziiliir. Daha sonra behere
alinarak manyetik karistiricida pH 3 olacak sekilde HCI ile ayarlanir. pH’1
ayarlanan kuyu suyu 6rnegi polisiloksan kapli tiiplere her biri 10 mL olacak
sekilde eklenir. Adsorpsiyon islemi icin tiipler 40 dakika karistiricida

calkalanir ve pestisitlerin adsorpsiyonu yilizeyde gergeklesir.

Icerisindeki ¢ozelti tamamen alinarak desorpsiyon ¢dzgeni olan 200 pL
etil asetat eklenir. 1 dakika 1000 rpm karistiricida ¢alkalanir (Desorpsiyon
islemi gergeklesir.) Kalint1 suyu gidermek i¢in desorpsiyon ¢ozeltisi vial
icerisine konan Na»SOy ile kurutulur ve igerisinden 30 pL kadar alinip
insertin igerisine eklenip viallenir. Son olarak kromatografik analiz i¢in GC-

ECD cihazina enjeksiyonu yapilir.
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Sekil 2. 3 Tiip i¢i ince film ekstraksiyonu (TFE) i¢in polisiloksan
kaplamali tiipte gergeklesen 6rnek hazirlama prosediiriiniin sematik
gosterimi

2.4.2 Ultraamino Kaplama i¢in Ornek Hazirlama Prosediirii

Benzer yaklagimlar ultraamino igeren polisiloksan kaplamalar i¢in de
yapilmistir.Fakat bu kaplama ile ¢alisirken 6rnegin desorpsiyon asamasinda
ortama 300 pL aseton eklenmistir. 1 dakika 500 rpm vorteksli karistiricida
karistirildiktan sonra desorpsiyon islemi gergeklestirilmistir. Sonrasinda
¢Ozgeni tamamen uguruncaya kadar azot sistemi altinda ugurulmustur. Bu
sekildedrnek yeniden oOnderistirilmistir. Tiiplin igerisinde 50 pL aseton
eklenip 1 dakika 500 rpm calkanalarak insertlere eklenip viallenip GC-ECD

cihazina enjeksiyon yapilmistir.
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3. SONUCLAR

Bu c¢alismada, polisiloksan ve zeolit, silisyum dioksit, ultra amino
adsorbanlarini da igeren polisiloksan kapli ekstraksiyon tiiplerinde kuyu suyu
orneklerinde dort tiir pestisitin tayin i¢in analitik bir yontemin optimizasyonu
ve ardindan elektron yakalama dedektorlii gaz kromatografisi ile tespiti
anlatilmistir. Endokrin bozucu pestisit olarak CP, PRC, BRP ve LMD tiirleri

secilmistir.

3.1 TFE Tiiplerinin Yiizey Karakterizasyonu

toune cave Mg £ WA twet
Standard 1000 x 9.5 mm  ETD

"W ¢
A 750KV 9.0

Sekil 3. 2 Polisiloksan kaplamaya ait SEM goriintiisii

10 " pot v e mag 2 Wi thut
AM  S.00kV 9.0 Standard 1000 x 25.5Smm ETD

Sekil 3. 1 Ultraamino nanopartikiillii polisiloksan kaplamaya ait SEM goriintiisii
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3.2 Polisiloksan Kaplanmis TFE Tiipleri ile Yapilan Calismalar

Deneysel kesimde anlatildigi {izere, laboratuvar ortaminda
kaplamalarin1 ~ gerceklestirdigimiz ~ polisiloksan  kaplamalarin  TFE

prosediiriiniin optimizasyonu i¢in kemometrik yontemler kullanilmistir.

3.2.1 Polisiloksan Kaplamada TFE icin Deneysel Parametrelerin
PCB Tasarim ile Optimizasyonu

Gergeklestirilen ~ TFE  yonteminde  sinyali  etkileyebilecek
parametrelerin sayist goz Oniine alindiginda, yontemi optimize etmek igin
Plackett Burmann tasarimi uygulanmistir. Bu tasarim, problemin ¢ok sayida
faktorii igerdigi 6zellikle 6n calismalarda ¢ok kullanigh bir tasarimdir. Bu
amagla, optimizasyon ¢alismalar1 i¢cin 10 ng / mL CP, PRC, BRP ve LMD
standart ¢ozeltileri kullanilmistir. PCB Faktorleri ve seviyeleri Tablo 3.1' de
verilmigtir. S6z konusu faktorler + (yiiksek), - (diisiik) olarak kodlanmis iki

diizeyde degerlendirilmistir.

Faktorlerin ana etkileri kromatogramlardan elde edilen pik alanlarin
parametresi 1ile iliskili olarak hesaplanmistir. 12 deney yapilmistir ve
pestisitlerin sonuglar1 Tablo 3.2'de verilmistir. CP, PRC, BRP ve LMD 'nin

etki listesi Tablo 3.2'de verilmistir.
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Tablo 3. 1 Plackett Burman Tasarimi i¢in se¢ilmis faktorler ve diizeyleri

Faktor Kodu Aciklama (+) deger (-) deger
A Monomer Miktari(g) 0.4 0.2
B Film Vorteks Hiz (rpm) 1000 500
C Monomer Hacmi (uL) 800 300
D Adsorpsiyon Siiresi (dk) 40 10
E Desorpsiyon Hizi (rpm) 1000 500
F Desorpsiyon Siiresi (dk) 3 1
G Desorpsiyon Cozgen Tiirii Etanol Aseton
H Desorpsiyon Hacmi (uL) 500 200
J Ornek Hacmi (mL) 10 3
K Tuz Etkisi + -

L pH 3

Tablo 3. 2 Modele gore analitler igin elde edilen sonuglar

Deney Pik Alam

sayisi CP PRC BRP LMD
1 23 20 98 11
2 40 57 171 7
3 155 16 92 136
4 86 38 493 93
5 450 145 1596 78
6 45 66 276 7
7 558 111 2621 477
8 249 80 761 133
9 41 116 1387 64
10 460 86 1280 73
11 257 93 752 76
12 32 13 199 62
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Tablo 3. 3 Modele gore analitler i¢in elde edilen standart etki degerleri

Aciklama CP PRC BRP LMD
Monomer Miktari(Q) 48.667 -15.5 23.3333 61.5

Film Vorteks Hizi (rpm) -55.667 -19.5 -220 -34.833
Monomer Hacmi (uL) 135.67 40.833 703 73.833
Adsorpsiyon Siiresi (dKk) 26 125 401 71.833
Desorpsiyon Hiz1 (rpm) 32.6667 -13.833 -54 94.167
Desorpsiyon Siiresi (dk) 13 2.8333 -332.667 -28.5

Desorpsiyon Cozgen Tiirii 28.667 13.167 -196.33 -101.83
Desorpsiyon Hacmi (uL) -235 -16.833 -525.33 -80.833
Ornek Hacmi (mL) 212.33 175 695.667 1025

Tuz Etkisi 67.333 29.50 176.33 -39.17
pH 79.667 49.50 754,00 62.17

Elde edilen parametreler Pareto c¢izelgeleri  kullanilarak
degerlendirildiginde ve Excel programu ile ¢izilen regresyon ¢izgisinden elde
edilen sonug¢ degerleri ile uyumlu bulunmustur. "Olasilik> F" nin her analit
degeri 0.0500'den az olan model terimlerini gostermistir ve model istatistiksel
olarak anlamli sonu¢ vermistir. Asagida verilen her bir analit i¢in Pareto
semalarindan goriilebilecegi gibi (Sekil 3.3 ile 3.6), ii¢ parametrenin (J: Ornek
Hacmi, C: Monomer Hacmi, L: pH,) kromatografik analizin tepe alani
tizerinde anlamli bir etkisi vardir. Timiiniin standart etki degerlerinin
bliytikliikleri degerlendirildiginde calisilmast gereken onemli parametreler
olarak Monomer Hacmi, pH ve Ornek Hacmi olarak secilmistir ve diger tiim
parametreler elde edilen standart etki degerleri de gbz Oniine alinarak sabit
kosullarda ¢alisilmistir. Daha sonra Box-Behnken Deney tasarimi dizayn

edilmistir.
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3.2.2 Polisiloksan Kaplamada TFE Cozgen Tiiriiniin Etkisi

Polisiloksan kaplamali TFE tiiplerinde ekstraksiyon sonrasinda
yilizeye adsorplanan pestisitlerin geri desorpsiyonu icin farkli polaritelere
sahip ¢ozgen tiirlerinin etkisi bu boliimde verilmistir. Bu amacla 10 mL 10 ng
mL-1 pestisit karigimini igeren sulu standart 6rnegi (pH:3), 40 dakika
adsorpsiyona tabi tutulmustur. Bu adimdan sonra tiip igerisindeki sulu
standart bosaltilarak 200 pL farkli polaritelere sahip olan etilasetat (Polarite
indeksi: 4.4), etanol (Polarite indeksi: 5.1) asetonitril (Polarite indeksi: 5.8)
gibi c¢ozgenler ile deorpsiyon gercekelstirilmistir. Farkli c¢ozgenler icin
caligilan pestisitlere kars1 alinan alan degerleri Sekil 3.7 ile Sekil 3.10
arasinda verilmistir. Bu denemeler sonucunda desorpsiyon ¢dzgen tiirii olarak

Etilasetat (4.4) segilmistir.

CP
25000
21359,4
20000 19146,6
16011,7
15753 148563 15849,7
15000
114996 124365
L0000 9137,4
5000 I
0
¥ v v
‘</ ‘<, 2 C/ (.a (J O O 0
> > S QQQ 2 & R R R
N N N N ) Y

Sekil 3. 7 CP Pestisi i¢in ¢dzgen tiiriiniin etkisi
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PRC
1000 899,1
900 806,6
771,8 ’
300 763,2
700 640,2 670,4
600
483,7
500 453,3 463,4
400
300
200
100
0
h o) N v ol el
¢ ¢ & © © & @“\ \o“\ K
N K R & & & R R K
S N
Sekil 3. 8 PRC Pestisi i¢in ¢dzgen tiiriiniin etkisi
BRP
12000 10810,3
10000 9067,3
8788,1 ,
8327,1 79372 8468,6
8000
1
6350, 5818,3
6000
4205,8
4000
2000 I
0
N N v >
¥ ¥ & & N N
‘0<° \Q‘o ‘OQ/ v(J v(J v(/ <<,,&O <<,/&O <<,}‘O
& & & & & & §© ¢ ¢
N N AN AN N S ’\QQ \/QQ \/QQ

Sekil 3. 9 BRP Pestisi i¢in ¢dzgen tiiriiniin etkisi
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LMD
8000 7007
7000 6430
6000  °°47 > 6
o000 4273 3930
4000 3491
2000 2772
2000
1000
0
x§<F;y Y§F;L SIS A A A e
s F & § & & & & £
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Sekil 3. 10 LMD Pestisi i¢in ¢dzgen tiiriiniin etkisi

3.2.3 Polisiloksan Kaplamada TFE i¢in Deneysel Parametrelerin
Box Behnken Tasarimi ile Optimizasyonu

Optimizasyon c¢alismalar1 genellikle geleneksel bir deneme-yanilma
yonteminde, her bir faktorii ayr ayr1 veya daha yakin zamanda deneysel bir
tasarimin kullanimina dayanan istatistiksel bir yontem kullanarak inceleyerek
gerceklestirilir. Ikinci metodoloji, bu faktdrler arasindaki herhangi bir
etkilesim hakkinda daha fazla bilgi saglar ve gerekli deney sayisi bu yolla

azaltilabilir.

Tepki yiizey metodolojisinin (RSM) kullanilmasi, birka¢ faktoriin
etkisinin yani sira bunlar arasindaki etkilesimlerin degerlendirilmesini
miimkiin kilacak ve ekstraksiyon kosullarinin optimize edilmesinde basariyla
kullanilmistir. Tezin bu boliimiinde Box-Behnken Tasarimi i¢in uygulanacak
dort faktor secildi. Incelenen faktorlerin seviyeleri Tablo 3.8'de verilmistir.

Burada C, Monomer Hacmi, J, Ornek Hacmidir, L,pHtir.
Deney noktalarinin sayis1 (N), ifade ile tanimlanir;
N=2 K (K-1) + CO

Burada, K degiskenlerin sayis1 ve CO ise merkez noktalarin sayisidir.
Bu calismada, K ve CO, sirasiyla 3 ve 5'e ayarlanmis, bu da 17 deney

yapilmasi gerektigi anlamina gelmektedir. Elde edilen veriler tiim pestisitler
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icin varyans (ANOVA) testi ile degerlendirilmistir. PCB sonucu ortaya ¢ikan
Oonemli 3 parametre belirlendikten sonra Box Behnken dizayni icin soz
konusu faktorler + (yliksek), - (diisiik) O (orta) olarak kodlanmis ii¢ diizeyde
degerlendirilmistir. Calisilan kosullar Tablo 3.4’de belirtilmistir.

Tablo 3. 4 Box-Behnken dizayni ¢aligma kosullari

Diger parametrelerden tuz etkisi (+), monomer agirlig1 (0.4 g), film

vorteks hizi (500 rpm), adsorpsiyon siiresi (40 dk.), desorpsiyon hizi (1000
rpm), desorpsiyon Siiresi (1 dk), desorpsiyon ¢dzgen tiirii (Etilasetat) ve
desorpsiyon hacmi: (200 pL) olacak sekilde calisilmistir. Tablo 3.5 bu
kosullarda orta noktada bes kez calisilan box-Behnken analizi sonucu herbir
pestisit degerleri icin okunan alan degerlerini vermektedir. Sekil 3.11 ile 3.14
arasinda herbir pestisit ekstraksiyonu i¢in optimum kosullarda elde edilen
tipik cevap ylizeyleri ve ilgili Kkontiirlere ait {i¢ boyutlu grafikler

verilmektedir.
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Tablo 3.5 Box-Behnken analizi sonucu herbir pestisit degerleri i¢in okunan alan degerleri
ve deneysel calisma kosullar1

1289
9.00 3.00 475 161 540 167
6.00 6.50 842 162 1248 114
6.00 3.00 282 83 343 105
6.00 3.00 292 70 344 326
3.00 6.50 486 87 423 406

9.00 6.50 1078 138 1075 189

3.00 3.00 95 21 125 35

6.00 6.50 792 64 1129 162

6.00 10.00 1067 167 1419 431

6.00 6.50 621 98 783 192
3.00 6.50 1470 104 952 631
6.00 6.50 729 90 1006 300
6.00 6.50 501 63 646 10

6.00 10.00 1594 207 1665 482

3.00 10.00 1477 141 879 557

9.00 10.00 980 42 1304 395
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Sekil 3. 11 CP ekstraksiyonu i¢in tipik cevap yiizeyleri ve ilgili kontiirler

Sekil 3. 13 BRP ekstraksiyonu i¢in tipik cevap yiizeyleri ve ilgili kontiirler
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LMD

BB N HE A Aenomes Vokme

Sekil 3. 14 LMD ekstraksiyonu i¢in tipik cevap yiizeyleri ve ilgili kontiirler

Box-Behnken Dizayni Sonrasi Optimize Edilmis Sonuclar

e Ornek Hacmi: 10 mL
e Monomer Hacmi: 800pL

¢ pH:3 olarak bulunmustur.

3.2.4 Polisiloksan Kaplama ile Yapilan Kalibrasyon Calismalari

PCB ve Box-Behken taramalarindan elde edilen optimum kosullar
altinda calisildiginda her bir pestisit tiirii i¢in kalibrasyon egrileri elde
edilmistir. Calisma kosullarinda 6rnek hacmi 10 mL, polisiloksan kaplam i¢in
monomer hacmi 800 pL, pH: 3, tuz etkisi (+), monomer agirligi (0.4 g), film
vorteks hizi (500 rpm), adsorpsiyon siiresi (40 dk.), desorpsiyon hizi (1000
rpm), desorpsiyon Siiresi (1 dk), desorpsiyon ¢ozgen tirii (Etilasetat) ve
desorpsiyon hacmi: (200 pL) olacak sekilde calisiimistir. Bu deneysel
kosullar altinda farkli derisimli standartlar TFE ekstraksiyon adimlarindan
gecirilmis ve elde edilen alan degerleri ile kalibrasyon grafikleri
olusturulmustur. Sonug olarak elde edilen egriler Sekil 3.15 ile Sekil 3.18
arasinda verilmistir. TFE ekstraksiyonundan sonra 1 ngmL™ i¢in elde edilen

kromatogram Sekil 3.19’de verilmistir.
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Sekil 3. 15 CP ekstraksiyonundan sonra elde edilen kalibrasyon
egrisi

y =42,971x + 97,003
R?=0,9661

Alan (Hz)

0 T T
0 20 40 60
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Sekil 3. 16 PRC ekstraksiyonundan sonra elde edilen kalibrasyon
egrisi
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Sekil 3. 17 BRP ekstraksiyonundan sonra elde edilen kalibrasyon egrisi
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Sekil 3. 18 LMD ekstraksiyonundan sonra elde edilen kalibrasyon egrisi
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Sekil 3. 19 TFE ekstraksiyonundan sonra polisiloksan kaplamada 1 ngmL*
derigimli CP, PRC, BRP, LMD igin elde edilen kromatogram
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3.2.4 Polisiloksan Kaplama Icin Yotemin Analitik Ozellikleri

Bu tez kapsaminda uygulanan validasyon parametreleri, asagidaki
kriterleri goz onilinde bulundurarak, EN-45000 Avrupa normlarina (AB
Standardi, 1989) uygun olarak yapilmistir: Ozgiilliik, belirtme sinir1 (LOD),
saptama sinir1 (LOQ), dogruluk (% 100), hassasiyet (tekrarlanabilirlik, RSD
<% 20), (dogrusallik, r> 0,95) ve pratiklik (maliyet, karmasiklik, vb.). Elde
edilen tim sonuglar degerlendirildiginde asagidaki Tablo 3.6

olusturulmustur.

Tablo 3. 6 Polisiloksan kaplama kullanilarak elde edilen analitik karakterisitikler

Tiipler Tiip ici
arasi

1040,4x +
235,82 0.1-50 0,999 0.04 0.13 14.5 12.7

43,498x +
54,987 3-50 0,998 0.9 3.14 154 21.1

1259,7x +
1208,5 1-10 0,9905 0.02 0.07 18.6 10.7

1055,7x -
28,935 0.1-50  0,9993 0.04 0.14 3.6 21.3

Gelistirilen bu yontem kuyu suyu orneklerinde pestisit analizi igin
uygulanmistir. Alinan 3 paralel 6rnekler iizerine standart katma yapilarak
IFME prosediirii uygulanmis ve elde edilen standart katma egrileri asagida
verilmistir (Sekil 3.20-Sekil 3.23). Polisiloksan kaplama igeren tiiplerde kuyu
suyu i¢in 5 ng mL? standart katilmis 6rnekler igin hesaplanan geri kazanim

degerleri %80 ile %106 arasinda bulunmustur.
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R?=0,9931
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o
1

Derisim (ngmL1)

Sekil 3. 20 TFE yontemi ile hazirlanan kuyu suyu &rneklerinde CP i¢in elde edilen
standart katma kalibrasyon grafigi

1200 -
y =107,7x - 5,6398
1000 - R2=0,9959

800

600

Alan (Hz)

400

200

Derisim (ngmL1)

Sekil 3. 21 TFE yontemi ile hazirlanan kuyu suyu 6rneklerinde PRC i¢in elde edilen
standart katma kalibrasyon grafigi
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y =1199,3x + 235,72
R?=0,9921

(Derisim ngmL?)

Sekil 3. 22 TFE yontemi ile hazirlanan kuyu suyu 6rneklerinde BRP i¢in elde edilen

standart katma kalibrasyon grafigi

Alan(Hz)

y =1507,2x - 384,95 ¢
R*=0,9826

Derisim (ngmL!)

12

Sekil 3. 23 TFE yontemi ile hazirlanan kuyu suyu 6rneklerinde LMD igin elde edilen

standart katma kalibrasyon grafigi
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Sekil 3. 24 TFE ekstraksiyonundan sonra polisiloksan kaplamada 10 ngmL ! derigimli CP,
PRC, BRP, LMD i¢in elde edilen kromatogram

3.3 Ultra Amino, Zeolit, Silisyum Dioksit Nanopartikiil iceren
Polisiloksan Kaplanmus TFE Tiipleri ile Yapilan Cahsmalar

3.3.1 Adsorban Tiiriiniin Se¢imi

Polisiloksan kaplama ile deneysel parametreler optimize edilip TFE
yeontemi kuyu suyu 6rneklerine uygulandiktan sonra etkilesen yiizey alanine
arttirmak i¢in laboratuvarimizda bulunan kati adsorbanlar kaplama sirasinda
ortama eklenerek yilizeyde tutunmalar1 gergekelestirilmistir. Bu amagla ultra
amino, zeolit, silisyum dioksit nanopartikiiller kullanilmistir. Oncelikle
kullanilan adsorban miktarlarinin etkisi 3 paralel calisilarak izlenmeye
calisilmistir. Bu amacla 0.02 g, 0.04 g, 0.06 g ve 0.08 g kaplama miktarlar
ortaminda kaplamalar yapilmis ve elde edilen alan degerleri grafige
gecirilmistir  (Sekil  3.25-Sekil  3.28). Bu denemeler sonucunda
silisyumdioksit i¢in 0.08 g madde miktar1 asir1 viskoz oldugu igin
denenememistir. Asagidaki grafiklerden de goriildiigii tizere adsorban miktar1
arttikga alan degerleri diismektedir. Bu iic adsorban tiiriiniin yanitlari
karsilastirildiginda en iyi verim silisyum dioksit i¢in elde edilmistir fakat yine
de ¢ok farkli sonuglar alinamamaktadir. Bu nedenle en iyi alinan sonug ve
temin edilmesi kolay oldugu i¢in 0.02 g ultraamino kaplama sonraki

denemelerde kullanilmistir.
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Sekil 3. 25 0.02 g adsorban miktari i¢in elde edilen alan degerleri
20000
18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000
0
" <V < @,’\, @ﬁ’ @,’b e e &
& A & ) ) )
O O O N N N $ $ $
/\,Q/ /\/?/ /\,Q/ \\\cﬁ ‘9\\\:;\ (j\\\t_ﬁ Q’b& \),b((\ \)’b&
Eksen Basligi

HCP WPRC mBRP mLMD

Sekil 3. 26 0.04 g adsorban miktar1 i¢in elde edilen alan degerleri
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Sekil 3. 27 0.06 g adsorban miktar1 i¢in elde edilen alan degerleri
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Sekil 3. 28 0.08 g adsorban miktari igin elde edilen alan degerleri
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3.3.2 Ultraamino Partikiillii Polisiloksan Kaplamada TFE icin
Deneysel Parametrelerin PCB Tasarim Ile Optimizasyonu

Gergeklestirilen ~ TFE ~ yonteminde  sinyali  etkileyebilecek
parametrelerin sayis1 goz Oniine alindiginda, yontemi optimize etmek icin
Plackett Burmann tasarimi uygulanmistir. Bu tasarim, problemin ¢ok sayida
faktorii igerdigi 6zellikle 6n ¢alismalarda ¢ok kullanigh bir tasarimdir. Bu
amagla, optimizasyon caligmalari i¢in 10 ng mL-1 CP, PRC, BRP ve LMD
standart ¢ozeltileri kullanilmistir. PCB Faktorleri ve seviyeleri Tablo 3.7' de
verilmistir. S6z konusu faktorler + (yiiksek), - (diisiik) olarak kodlanmis iki

diizeyde degerlendirilmistir.

Faktorlerin ana etkileri kromatogramlardan elde edilen pik alanlarin
parametresi ile iliskili olarak hesaplanmistir. 12 deney yapilmistir ve
pestisitlerin sonuglar1 Tablo 3.8'de verilmistir. CP, PRC, BRP ve LMD 'nin
etki listesi Tablo 3.9'de verilmistir.

Tablo 3. 7 Plackett Burman Tasarimui i¢in se¢ilmis faktorler ve diizeyleri

Faktor Kodu Aciklama (+) deger (-) deger
Ugurma Etkisi + -
B Film Vorteks Hiz1 (rpm) 1000 500
Cc Monomer Hacmi (uL) 800 300
D Adsorpsiyon Siiresi (dk) 40 10
E Desorpsiyon Hiz1 (rpm) 1000 500
F Desorpsiyon Siiresi (dK) 3 1
G Desorpsiyon Cozgen Tiirii Aseton Etilasetat
H Desorpsiyon Hacmi (uL) 500 200
J Ornek Hacmi (mL) 10 3
K Tuz Etkisi + -
pH 9 3




Tablo 3. 8 Modele gore analitler igin elde edilen sonuglar
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Deney Pik Alam

sayist CP PRC BRP LMD
1 23386 782 21376 22716
2 2801 285 1486 1490
3 6182 438 4458 1979
4 1995 106 3159 492
5 14654 1634 10434 13259
6 11813 925 7541 5827
7 14567 792 15564 12291
8 3806 216 9513 3314
9 4762 444 3825 4040
10 72039 2640 46941 27371
11 48593 1174 57772 79508
12 21482 2288 17149 21458

Tablo 3. 9 Modele gore analitler igin elde edilen standart etki degerleri

Aciklama CP PRC BRP LMD
Ugurma Etkisi 26309 1193.67 20534.67 23683.67
Film Vorteks Hiz: (rpm) 1880.33 -66.33 -2233.33 -8671.67
Monomer Hacmi (uL) 13954.33 393 12570 12010.67
Adsorpsiyon Siiresi (dk) -2982.67 139 1985 11280.33
Desorpsiyon Hiz1 (rpm) -8665.67 -456.33 -2244 3240.67
Desorpsiyon Siiresi (dK) -9654.33 96 -7038.33 -8023.67
Desorpsiyon Cozgen Tiirii 4220.67 368.33 86 -7968
Desorpsiyon Hacmi (uL) -15127 -346 -14813.33 -13565
Ornek Hacmi (mL) 17907.33 23.33 16553.67 16566.67
Tuz Etkisi 3005.33 284 -4395 -12290.33
pH -2691.33 -562.67 4547.67 8686
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Elde edilen parametreler Pareto ¢izelgeleri kullanilarak
degerlendirildiginde ve Excel programu ile ¢izilen regresyon ¢izgisinden elde
edilen sonug¢ degerleri ile uyumlu bulunmustur. "Olasilik> F" nin her analit
degeri 0.0500'den az olan model terimlerini gostermistir ve model istatistiksel
olarak anlamli sonu¢ vermistir. Asagida verilen her bir analit i¢cin Pareto
semalarindan goriilebilecegi gibi (Sekil 3.29 ile 3.32), dort parametrenin (A:
Ucurma Etkisi, J: Ornek hacmi , H: Desorpsiyon Hacmi , C: Monomer
Hacmi,) kromatografik analizin tepe alani lizerinde anlaml1 bir etkisi vardir.
Tiimiiniin standart etki degerlerinin biiytikliikleri degerlendirildiginde
calisilmas1 gereken Onemli parametreler olarak Monomer hacmi,
Desorpsiyon hacmi ve Ornek hacmi olarak segilmistir ve diger tiim
parametreler elde edilen standart etki degerleri de géz Oniine alinarak sabit
kosullarda g¢alisilmistir. Daha sonra Box-Behnken Deney tasarimi dizayn

edilmistir.
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Sekil 3. 29 CP Pestisi i¢in Pareto Karti
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Sekil 3. 32 LMD Pestisi i¢in Pareto Karti
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3.3.3 Ultraamino Partikiillii Polisiloksan Kaplamada TFE Icin
Deneysel Parametrelerin Box Behnken Tasarim Ile Optimizasyonu

PCB sonucu ortaya ¢ikan 6nemli 3 parametre belirlendikten sonra Box
Behnken dizayni i¢in s6z konusu faktorler + (yiiksek), - (diisiik) O (orta)
olarak kodlanmis ii¢ diizeyde degerlendirilmistir. Calisilan kosullar Tablo
3.10°da belirtilmistir. Diger parametrelerden tuz etkisi (+), film vorteks hiz1
(500 rpm), adsorpsiyon siiresi (40 dk.), desorpsiyon hizi (1000 rpm),
desorpsiyon Siiresi (1 dk), desorpsiyon ¢ézgen tiirii (Aseton), pH:3 ve ugurma
etkisi: + olacak sekilde ¢alisilmistir. Tablo 3.11 Box-Behnken analizi sonucu
herbir pestisit degerleri i¢in alan degerlerini vermektedir. Sekil 3.33 ile 3.36
arasinda herbir pestisit ekstraksiyonu i¢in optimum kosullarda elde edilen
tipik cevap ylizeyleri ve ilgili kontiirlere ait li¢ boyutlu grafikler

verilmektedir.
Tablo 3. 10 Box-Behnken dizayni ¢alisma kosullar

300 200 100
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Tablo 3. 11 Box-Behnken analizi sonucu herbir pestisit degerleri i¢in okunan alan degerleri
ve deneysel calisma kosullar1

- 13537 1117 20992 23571
- 200 6.50 15242 1250 15278 24768
- 100 6.50 14458 1356 32808 36901
- 200 6.50 11437 1201 11633 12267
- 200 6.50 10043 1100 15044 23703
- 200 3.00 10393 1458 11454 11685
- 300 6.50 11232 960 20476 25757
- 200 3.00 8268 885 7529 8185
- 200 10.00 15917 1032 40469 61411
- 200 6.50 12565 1428 18292 14530
- 200 6.50 9816 1100 14566 18164
- 100 3.00 12585 1258 16729 20436
- 100 10.00 21060 1698 28091 37898
- 200 10.00 23010 1810 31259 42753
- 300 10.00 23081 1554 28518 39356
- 300 6.50 15473 1470 22642 28892



54

Yapilan ANOVA testi sonucunda dort pestisit i¢in de kuadratik modelleme
gerceklestirilmistir. CP igin ANOVA sonuglarinda F degeri 8.73 ve p degeri
0.0046 olarak bulunmustur. p degeri 0.05 degerinin altinda oldugu ig¢in
modelin anlaml1 (significant) oldugu kanitlanmaktadir. Elde edilen egrinin R?
degeri ise 0.9182’dir. Box-Behnken yaklasimi sonucu CP i¢in elde edilen

denklem asagida verilmistir.

CP=+11820.60+1036.00A+408.38B+4587.63C+1290.50AB+2304.50AC-
128.75BC-855.18A%+2709.50B%+3431.58C?2

PRC i¢cin ANOVA sonuglarinda F degeri 10.18 ve p degeri 0.0029 olarak
bulunmustur. Elde edilen egrinin R? degeri ise 0.9290’dir. Box-Behnken

yaklagimi sonucu PRC i¢in elde edilen denklem asagida verilmistir.

PRC=+1215.80+59.50A+11.87B+119.13C+187.25AB+337.75AC-
106.50BC-103.15A%+113.10B2+183.60C?

BRP i¢in ANOVA sonuglarinda F degeri 10.18 ve p degeri 0.0029 olarak
bulunmustur.. Elde edilen egrinin R? degeri ise 0.9079’dir. Box-Behnken

yaklagimi sonucu BRP i¢in elde edilen denklem asagida verilmistir.

BRP=+14962.60-2848.13A-1691.88B+98.97C+3495.50AB-
1321.25AC+926.75BC+ 5123.95A%+4142.95B%+2591.20C?

LMD i¢in ANOVA sonuglarinda F degeri 5.42 ve p degeri 0.0183 olarak
bulunmustur.. Elde edilen egrinin R? degeri ise 0.8745°dir. Box-Behnken

yaklasimi sonucu LMD i¢in elde edilen denklem asagida verilmistir.

LMD=+18686.40-4044.13A-1064.62B+15603.50C+4116.25AB-
3789.50AC+ 1402.50BC+6304.43A%+3789.42B2+6017.67C?
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Sekil 3. 33 CP ekstraksiyonu i¢in tipik cevap yiizeyleri ve ilgili kontiirler
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Sekil 3. 34 PRC ekstraksiyonu igin tipik cevap yiizeyleri ve ilgili kontiirler
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Sekil 3. 35 BRP ekstraksiyonu i¢in tipik cevap yiizeyleri ve ilgili kontiirler
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Sekil 3. 36 LMD ekstraksiyonu i¢in tipik cevap yiizeyleri ve ilgili kontiirler

Yukarida verilen tim veriler degerlendirildiginde Box-Behnken
Dizaym Sonras1 Optimize Edilmis Sonuglar, Ornek Hacmi: 10 mL, Monomer

Hacmi: 800 pL, Desorpsiyon Hacmi:300 pL olarak secilmistir.
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3.3.4 Ultraamino Partikiillii Polisiloksan Kaplama ile Yapilan
Kalibrasyon Calismalar:

PCB ve Box-Behken taramalarindan elde edilen optimum kosullar
altinda calisildiginda her bir pestisit tiirli i¢cin kalibrasyon egrileri elde
edilmistir. Calisma kosullarinda 6rnek hacmi 10 mL, polisiloksan kaplam i¢in
monomer hacmi 800 uL, pH: 3, tuz etkisi (+), ugurma:+, film vorteks hizi
(500 rpm), adsorpsiyon siiresi (40 dk.), desorpsiyon hizi (1000 rpm),
desorpsiyon Siiresi (1 dk), desorpsiyon ¢dzgen tiirii (Aseton) ve desorpsiyon
hacmi: (300 puL) olacak sekilde calisilmistir. Bu deneysel kosullar altinda
farkl1 derisimli standartlar TFE ekstraksiyon adimlarindan gegirilmis ve elde
edilen alan degerleri ile kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. Sonug olarak

elde edilen egriler Sekil 3.37 ile Sekil 3.40 arasinda verilmistir.

25000 +
y=2292,3x +422,0

20000

15000

Alan (Hz)

10000

5000

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Derisim (ngmL1)

Sekil 3. 37 CP ekstraksiyonundan sonra elde edilen kalibrasyon egrisi
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Alan (Hz)

y =42,971x + 97,003
R2=10,9661
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Sekil 3. 38 PRC ekstraksiyonundan sonra elde edilen kalibrasyon egrisi
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Sekil 3. 39 BRP ekstraksiyonundan sonra elde edilen kalibrasyon egrisi
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Sekil 3. 40 LMD ekstraksiyonundan sonra elde edilen kalibrasyon egrisi
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3.3.5 Ultraamino Partikiillii Polisiloksan Kaplama Icin Yétemin
Analitik Ozellikleri

Bu tez kapsaminda gelistirilen TFE tekniginin  analitik
karakteristikleri LOD, LOQ, tekrarlanabilirlik, dogrusallik gibi analitik
parametreleri hesaplanmistir ve elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde

asagidaki Tablo 3.12 olusturulmustur.

Tablo 3. 12 Ultraamino kapli Polisiloksan kaplama kullanilarak elde edilen analitik
karakterisitikler

Tiipler Tiip ici
arasi

2024,2x 0.1-5 0,9704  0,0530 0,175164 11.2 12
+ 768,51 8

59835x  0.1-5 09912 00976 3221697 = 117 11.6
+ 467,87 27

8663,6x 05-5 09986 02734  0,90249 7.9 23.2
+ 64,187 82
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Gelistirilen bu yontem kuyu suyu orneklerinde pestisit analizi igin
uygulanmistir. Alinan 3 paralel 6rnekler iizerine standart katma yapilarak
IFME prosediirii uygulanmis ve elde edilen standart katma egrileri asagida
verilmistir (Sekil 3.41-Sekil 3.43). Ultraamino igeren polisiloksan kaplama
iceren tiiplerde kuyu suyu i¢in 5 ng mL™ standart katilmis &rnekler icin

hesaplanan geri kazanim degerleri %95 ile %99 arasinda bulunmustur.
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y = 2024,2x + 768,51 A
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Sekil 3. 41 TFE yontemi ile hazirlanan kuyu suyu 6rneklerinde CP i¢in elde edilen
standart katma kalibrasyon grafigi

35000 -
y = 5983,5x + 467,87
30000 4 R2=0,9912
25000 -
T 20000 -
3
S 15000 -
<
10000 -
L 4
5000 -
(4
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Derisim (ngmL)

Sekil 3. 42 TFE yontemi ile hazirlanan kuyu suyu 6rneklerinde BRP i¢in elde edilen
standart katma kalibrasyon grafigi
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Sekil 3. 43 TFE yontemi ile hazirlanan kuyu suyu 6rneklerinde LMD i¢in elde edilen
standart katma kalibrasyon grafigi
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Sekil 3. 44 TFE ekstraksiyonundan sonra ultraamino partikiillii polisiloksan kaplamada 10
ngmL? derisimli CP, PRC, BRP, LMD i¢in elde edilen kromatogram
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4. TARTISMA

Bu tez caligmasi kapsaminda onerilen TFE yontemi, su orneklerinde
pestisitlerin saptanmasi icin yeterli duyarliligi koruyan ekonomik ve
basitlestirilmis bir ekstraksiyon ve temizleme prosediiriidiir. Polisiloksan
kaplamanin kullanildig1 ekstraksiyon tiiplerinde zenginlestirme faktorleri
sirastyla CP, PRC, BRP ve LMD i¢in 32, 2.0, 38, 46 olarak hesaplanmustir.
Ultraamino kaplama ile olusturulan kaplamalarda ise deristirme faktorleri 76,
13, 204, 389 olarak hesaplanmistir. Bu tezde gelistirlen 6rnek hazirlama
teknigi ile 6zellikle apolar nitelikli pestisitlerin sinyali gelistirilmistir. Bu
gelismis yontem, saha ornekleme calismalarina daha yesil bir sekilde

uygulanabilir.
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Ek 1 :Ultraamino kapl tiiplerde Box-Behnken sonucu elde edilen denklemden hesaplanan
gozlenen (observed) ve tahminlenen (Predicted) degerleri

Ccp PRC BRP LMD
Gozlenen | Tahminlenen | Goézlenen | Tahminlenen | Gozlenen | Tahminlenen | Gézlenen | Tahminlenen
degerler | degerler | degerler | degerler | degerler | degerler | degerler | degerler
10393 11078 885 898 11454 14307 8185 15150
9816 11820 960 990 11633 14962 11685 15659
10043 11820 1032 1019 14566 14962 12267 18686
11232 11756 1117 1086 15278 14962 14530 18686
11437 11820 1100 1215 14566 14962 18164 18686
12565 11820 1201 1215 16729 14419 20436 15357
12585 12837 1250 1216 18292 14962 23703 18686
13537 13012 1258 1275 20992 19578 23571 21684
14458 13521 1356 1342 20476 21890 24768 18686
15242 11820 1428 1216 22642 23185 25757 27643
15121 13911 1458 1455 28091 32358 28892 27787
15917 15644 1470 1484 28518 30828 36901 38005
15473 16409 1540 1512 31259 28405 37898 43759
23010 22325 1554 1537 32808 32265 39356 38778
23081 22829 1810 1812 40469 36744 42753 44434




