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ONSOZ

Pestisitlerin modern tarim yapilirken fazla miktarda kullanimi bir¢ok
dezavantajin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Pestisitlerin zararli etkilerinin tam
olarak bilinmemesi ve buna bagli olarak gerekli onlemler alinmadan pestisitlerin
kullanim1 ciddi saglik sorunlarina neden olmaktadir. Pestisitlerin insanlara toksik
etkilerinin yan1 sira bazilarinin kansere neden oldugu da yapilan ¢alismalarla ortaya

cikmustir.

Bu tez kapsaminda Difenileter grubu herbisitlerden Aklonifen ve Bifenoks’un
sentetik serum ve idrar 6rneklerinden es zamanli analizi i¢in ekonomik, ¢evreci, hizli,
kolay uygulanabilen, yiiksek duyarlikli, dogru ve kesin sonuglar veren valide edilmis
bir analiz yontemi gelistirilmistir. En uygun analiz kosullarinin belirlenmesi igin,
sabit faz, hareketli faz bilesimleri, farkli derisimlerde tampon ¢6zelti, sicaklik ve akis
hizi denemeleri yapilarak yontem optimize edilmistir. Optimum kosullarin
belirlenmesinden sonra dogrusallik, dogruluk, kesinlik, secicilik, teshis sinir1 ve tayin

alt sinir1 gibi validasyon karakteristikleri belirlenerek yontem valide edilmistir.

Proteinlere baglanma, pestisitlerin dagilim metabolizmasini ve atilimini 6nemli
olgiide etkilemektedir. Bu kapsamda Aklonifen ve Bifenoks’un insan serum albiimini
ile etkilesimleri yiliksek duyarlilik, yiiksek secicilik ve kolay kullanim gibi bir¢cok
avantaj1 nedeniyle, spektroskopik yontemler ile incelenmistir. Bu amagcla, Aklonifen
ve Bifenoks’un insan serum albliminine affinitesi belirlenmistir ve etkilesim

termodinamigi kapsamli bir sekilde incelenmistir.

Yiiksek lisans egitimime basladigimdan beri her daim yanimda olan, sabr1 ve
ilgisini hi¢ eksik etmeyen, bilgi ve tecriibeleri ile bana yol gosteren, degerli danisman

hocam Prof. Dr. Bengi USLU’ya sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Tez calismam boyunca degerli bilgi ve deneyimleri ile bana yardimei olan,
manevi destegini hi¢ esirgemeyen saymn Dr. Cem ERKMEN’e tesekkiirlerimi

sunarim.
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1. GIRIS

1.1. Pestisitlerin Tanim

Pestisitler Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan istenmeyen zararlilari
6ldiirmek icin kullanilan kimyasal bilesikler olarak tanimlanmis olup; Akarisitler,
Insektisitler, Herbisitler, Fungusitler, Rodendisitler, Bakterisitler gibi siniflar

seklinde siralanmaktadir (Kinaci, 2019).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii’'niin (FAQO) pestisit taniminda;
“Insan veya hayvanlarda olusabilecek hastaliklar1 tasiyici; gidalarin, tarimsal
tirtinlerin, ahsap ve ahgap trilinlerinin veya hayvan yemlerinin iiretimi, islenmesi,
taginmasi, depolanmasi ve/veya pazarlanmasi sirasinda bu uygulamalari olumsuz
etkileyecek her tiirlii zararlinin 6nlenmesi, yok edilmesi veya kontrol altina alinmasi
amaciyla veya hayvanlar iizerinde veya viicutlarinda bulunabilecek zararlilarin
kontrol altina alinmasi amaciyla kullanilan maddelerdir. Bu tanim, ayrica bitki
biiyiimesini diizenleyici, yaprak dokiicii, kurutucu veya meyve seyreltici veya ham
meyvelerin dokiilmesini 6nleyici etkenleri ve depolanma ve taginma sirasinda ticari
mallarin bozulmasin1 6nlemek amaciyla hasat 6ncesi ve sonrasi iirline uygulanan

maddeleri de kapsamaktadir.” olarak ifade edilmistir (Kinaci, 2019).

Gelismis sayilmayan bazi iilkelerde yetersiz ve/veya sagliksiz besinlerin
bilingsizce tiiketimi, diinya popiilasyonunun hizli artmasi ve tiiketilebilir kaynaklarin
sabit kalmaya devami sonucu olusan besin yetersizligini 6nlemek i¢in giiniimiizde

pestisit kullanim1 yaygimlagmistir (Kinaci, 2019).

Pestisit kullanimmin yayginlagsmast sonucu flkeler kapsaminda pestisit
kullaniminin  kontrol altinda tutulabilmesi i¢in yasalarla c¢esitli diizenlemeler
(pestisitlerin  ruhsatlandirilmasi, pestisitlerin imhasi, pestisitlerin nakliyesi vd.)
getirilmistir. Diinyada pestisit kullanimin1 diizenleyen kuruluslara Birlesmis Milletler

Tarmm Orgiitii (FAO), Diinya Saglk Orgiitii (DSO), Amerika Cevre Koruma Dairesi



(U.S. Environmental Protection Agency, EPA) gibi kuruluslar 6rnek verilmektedir
(Kmact, 2019).

Ulkemizde pestisit kullanim1 bazi yasa ve ydnetmeliklerle yiiriitiilmektedir.
Pestisit kullaniminin yasal sinirlar1 Bitki Koruma Uriinleri Kontrol Y&netmeligi,
Eczacilar ve Eczaneler Hakkinda Yonetmelik, Tirk Gida Kodeksi Pestisitlerin
Maksimum Kalinti Limitleri Yonetmeligi, Bitki Uriinlerinin ~ Onerilmesi,
Uygulanmasi ve Kayit Islemleri Hakkinda Y&netmelikleri ile belirlenmistir (Kinaci,
2019).

1.2. Pestisitlerin Tarihgesi

Elementel kiikiirt 4500 yil 6nce Siimerler tarafindan kullanilmis olup bilinen
ilk pestisittir. Bilinen bir diger pestitisit kullanim1 ise M.O. 200 yillarinda Cato
lizim baglarinda kiikiirt dumaninin kullanimidir. Civa, kursun ve arsenik ise
ekinlerdeki zararli organizmalar1 ortadan kaldirmak amaciyla 15. yy’a kadar
kullanilmigtir. 17. yy siiresince tiitiin yapragindan 6ziitlenen 4 nikotin siilfat insektisit
olarak kullanilmigtir. 19. yy’da bitkilerin koklerinden dogal pestisitler olarak
adlandirilan piretrum ve rotenon pestisitleri tiretilmistir. 1875 yilinda Almanya’da
Zeidler diklorodifeniltrikloroetani (DDT) bulmustur, bu bilesigin pestisit 6zelligini
ise Isvicreli kimyaci Paul Mueller 1939 yilinda belirlemistir. 1940’larda yapay
pestisitlerin tiretimi baglamistir ve yaygin olarak kullanilmistir. 1942°de DDT’nin

piyasaya ¢ikmasi sonrasi Kullanimi oldukg¢a yayginlasmustir. (Cakmak, 2013).

1948-1951 tarihleri arasinda yapilan calismalarda insan viicudunda ilk kez

organik klorlu pestisit kalintilarina rastlanmistir (Kinact, 2019).

DDT metabolizasyon asamasinda yavas bir bigimde pargalanmaktadir. Bu
durum sonucunda yasayan organizmalarin viicudunda birikim ger¢eklesmekte ve s6z
konusu bilesik gida zincirine gegmektedir. Bu sebeple 1979’Iu yillarda bilesigin
kullanim1 yasaklanmistir (Cakmak, 2013).



Tarihte bir baska pestisit kullanimi ise II. Diinya savasi esnasinda pestisit iirtini
olan organofosfatli paratiyon bilesigidir. Bu bilesik Alman bilim adamlarinin,

kimyasal silah olarak sinir gazi liretmek istemeleri sonucu ortaya ¢ikmuistir.

Racher Carson, ‘‘Silent Spring’’isimli kitabinda pestisitlerin zararli oldugunu
iddia etmis ve bu konuda fazlaca calismalar yapip ilk pestisit kitabini yazmistir.
Kitabin igeriginde DDT ve klorlu hidrokarbonlarin ¢evresel faktorlere gostermis
oldugu dirence ve tiiketilebilen hayvanlarin yag dokusundaki birikimine ve insan yag
dokusundaki birikimi ve bu bilesiklerin toksikolojik etkilerine dair agiklamalara yer
verilmistir. Daha sonradan DDT’nin kanserojenik oldugu ispatlanmistir. 1972°de
DDT’nin kullanimi ABD’de, Avrupa iilkelerinde ve Tiirkiye’de yasaklamistir
(Kmaci, 2019).

1.3. Pestisitlerin Fiziko-Kimyasal Ozellikleri

Pestisitlerin dagilimlarimi1 ve hedefe erisimlerini etkileyebilecek bazi unsurlar
mevcuttur. Pestisitlerin hava, toprak/tortu, su ve organizmalar arasinda dagiliminda

pestisitlere ait bazi fizikokimyasal 6zellikler etki etmektedir (Mdeni ve ark., 2022).

Pestisitlerin fizikokimyasal 6zelliklerinde etkili olan {i¢ adet 6nemli katsay1
mevcuttur, bunlar Kaw (hava/su), Kow (oktanol/su) ve Kpa (oktanol/hava),
kimyasallarin siv1 fazdaki ¢oziiniirliikleri (Sa, Sw, So; mol m 2 olarak ifade edilir)

olarak siralanmaktadir (Mdeni ve ark., 2022).

Pestisitlerin hidrofobikligi, ayni zamanda biyoakiimiilasyon
degerlendirmesinde bir korelasyon 6zelligi olan ve tortu, organik karbon ve suda
ayristirma i¢in kullanilan Ko ile dlgtiliir. Koa, Sa veya sivi fazli buhar basinct (P =
SART, P,), acrosollere adsorbe edilen organik bilesikleri tanimlamak i¢in kullanilan
korelasyon ozellikleridir. Bu formiil pestisitlerin fizikokimyasal &zelliklerinin

degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Mdeni ve ark., 2022).



Sicaklik gibi faktorler suda ¢oziiniirliigli, Py (buhar basinci) ve Ky'yi (Henry
yasast sabiti) giiclii bir sekilde etkiler. Yaz mevsiminde, yiiksek sicakliklar nedeniyle

yiizey sularmin 1sinmasiyla pestisitlerin sudan havaya karismasi1 daha fazla
gerceklesmektedir (Mdeni ve ark., 2022).

Yeni tasarlanacak olan aday pestisit molekiillerinin fizikokimyasal 6zellikleri,
canlilar {izerinde yeni terapotik ajanlar kadar énemli role sahiptir. Oncelikle pestisit
molekiilleri, hasereler tarafindan absorbe edilmeli, hedef bolgeye tasinmali ve
ardindan hedef reseptdrler veya enzimler ile etkilesime girmelidir; molekiiliin
hidrofobikligi, absorpsiyonu, tasinmasi ve reseptorlerle etkilesimi ¢ok Onemlidir.
Pestisit molekiiliiniin elektronik ve yapisal 6zellikleri de reseptor-ligand etkilesimi

icin 6nemli faktorlerdir (Pereira ve ark., 2016).

1960'lardan beri Kantitatif yapi-aktivite iliskileri (QSAR), farmasdtiklerin ve
pestisitlerin tasariminda yaygin olarak uygulanmaktadir. QSAR’da biyolojik
aktivitelerdeki degisiklikler, dogrusal serbest enerji iligkileri biciminde bilesiklerin
yapisal ozellikleri ile ilgili tanimlayicilar kullanilarak istatistiksel olarak analiz edilir
(Pereira ve ark., 2016).

Cevresel faktorler bakimindan 6nem arz eden yari ugucu organik bilesiklerin
¢ogu, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden Gtiirti uzun mesafeli atmosferik taginima
maruz kalir. Buhar basinci ve ¢oziiniirliik bu bilesiklerin taginmasi sirasinda dmriinii
tanimlayan en Onemli parametrelerdir. Ayrica bu Ozellikler pestisit verimliligini
etkileyecegi i¢in ilaglama yapilirken g6z 6niinde bulundurulmalidir (Akamatsu, 2011
ve Pereira ve ark., 2016).

Pestisitler farkli ortamlarda farkli davranmiglar gosterebilmektedirler. Bu
maddelerin bozunmalar ii¢ farkli sekilde gerceklesebilmektedir; mikroorganizmalar
araciligryla biyolojik bozunma, gesitli kimyasallar araciligiyla hidroliz, redoks vd.
reaksiyonlara girmeleri sonucu kimyasal bozunma ve UV veya goriiniir 11k araciligi

ile bozunmalar1 sonucu fotokimyasal bozunma islemi ger¢eklesmektedir.



Pestisit molekiiliiniin biyolojik olarak birikimi ve yavas bozunmasi durumunda
molekiil ¢evre tizerindeki etkisi bakimindan daha agresif hale gelir (Pereira ve ark.,
2016).

1.4. Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Her tiirlii zararliyr 6ldiirmek igin tasarlanmis olan pestisitler, gesitli gruplara
ayrilmaktadirlar. Pestisitlerin smiflandirilmasi, toksisitesi veya tehlikeli etkileri,
kullanim1 veya amaci, kimyasal bilesimi, etki sekli, nasil veya ne zaman etki ettigi,
formiilasyonlari, mensei gibi c¢esitli kriterlere gore yapilmaktadir. Pestisitler
genellikle kullanildiklar1 zararli grubuna ve yapisindaki aktif bilesiklere gore
siiflandirilmaktadir. Bu smiflandirmada ti¢ temel pestisit grubu insektisitler,
fungisitler ve herbisitlerdir (Cakmak, 2013).

DSO pestisitlerin zararl etkilerini halk saghig1 agisindan incelemis, buna gére
simiflandirmasimi  yapmugtir.  Pestisitlerin = siniflandirilmas1  hakkindaki  bilgiler
dogrultusunda pestisitlerin yasal olarak kullanimi en aza indirilerek halk sagliginin

ve ekosistemin korunmasi hedeflenmektedir (Akashe ve ark., 2018).

Pestisitler etkiledikleri canli tiirlerine gére, kullanim alanlarina, etki sekillerine,
kimyasal yapilarina gore farkli siniflara ayrilmaktadir. Canli tiirleri {izerindeki
etkilerine ve kullanim alanlarina gore insektisitler, fungusitler, herbisitler, akarisitler,

bakterisitler, molluskisitler, rodentisitler, nematisitler olarak siniflandirilabilir.

Hedefledikleri enzimlere gore pestisitler asetilkolinesteraz inhibitorleri, kitin
sentezi inhibitorleri, ekdizon agonisti, GABA bloklayici, jiivenil hormon analogu,
antikoagiilant, glutamin sentetaz inhibitorii, steroit demetilasyon inhibitori,
protoporfirinojen oksidaz inhibit6rii, RNA- polimeraz, tiyol reaktanti, protein sentezi
inhibitorii, fotosentetik elektron tasima inhibitorili, mitokondriyal solunum inhibitorii

olarak siiflandirilmaktadir (Aslan ve ark., 2021).



Kimyasal yapilarina gore pestisitler ise inorganik pestisitler, dogal organik

pestisitler, sentetik organik pestisitler olarak siniflandirilir (Cakmak, 2013).

1.4.1. Herbisitler

Tarimsal iiretim yapilan alanlarda bulunmasi istenmeyen bitkilere yabanci ot,
yabanci otlar1 oldiirmek ic¢in kullanilan kimyasal maddelere ise herbisit denir.
Herbisit, Latince bitki (Herb-) kelimesinden tiiretilmistir ve bitki 6ldiiriicii anlamina
gelmektedir. Herbisitler kullanilarak {iretimi yapilan kiiltiir bitkileri kiiltiir bitkilerine
zararli pek ¢ok bitki patojenin/boceklerin bitkiye konukguluk etmeleri oOnlenir.
Herbisitler kullanim amaglari, etki mekanizmasi, kimyasal yapilari, bitki biinyesinde
tasinma sekli, uygulama yerleri ve donemlerine gore farkli sekillerde
siniflandirilmaktadir. Herbisitler fenoksi asit tiirevleri, bipiridil tiirevleri, iireler ve
tiyoiireler, triazinler ~ve triazoller, anilinler, karbamatlar, difenileterler,

benzotiadiazoller vd. olarak siralanabilir (Aslan ve ark., 2021).

1.4.1.1. Difenileterler

Bitkilerdeki klorofil sentezinde rol oynayan enzimlerden Protoporfirinojen
Oksidaz (PPO) enzimi, pestisitlerin kullaniminda inhibisyonu hedeflenen 6nemli
enzimlerden biridir (Jakubek ve ark., 2021).

Protoporfirinojen oksidaz enzimini inhibe eden pestisit grubuna difenileter
grubu pestisitler adi verilmektedir. Bu herbisitler yabani ot ¢ikisini kontrol etmek

amaciyla kullanilir (Zhao ve ark., 2022).

Difenileter grubu herbisitler 151k varliginda aktive olarak fotosentez ve
fotofosforilasyonu inhibe etmektedir. Bu herbisitler ciltte ve gozlerde ciddi tahrige
yol agmaktadirlar. Asiflorfen, Aklonifen ve Bifenoks difenileter grubu herbisitlere

ornek verilebilir (Aslan ve ark., 2021).



1.4.2. Herbisitlerin Cevrede Kalint1 Siiresi ve Parcalanmasi

Pestisitler uygulama sonrasinda %0,015- 6,0 oranlarinda hedeflendikleri
organizmalara ulasabilmekte, %94-99,9’luk kisim ise tarim ekosisteminde hedef
olarak Dbelirlenmemis organizmalara, topraga veya akinti gibi etkenlerle su
kaynaklarina karigsmaktadir (Yildiz ve ark., 2005 ve Atabey, 2016).

Pestisit  bilesikleri ~ uygulana  alanlarindan  ¢esitli ~ sebeplerle  yer
degistirebilmekte ve eristikleri alanlarda g¢evre sorunlarina neden olmaktadirlar.
Bunlardan bazilar1 pestisitlerin buharlasma sonucu atmosferde kalici toksik madde
birikimine yol agmasi, fotokimyasal reaksiyona ugrayarak reaksiyon sonucu toksisite
olusturmasi, toprakta tutulan pestisitlerin toprak i¢inde kimyasal ve mikrobiyolojik
birikime ugrayarak toprakta kirlilige yol ag¢masi, su akintilar1 ile topraktan
stiriiklenen pestisitlerin nehir, gél ve deniz sularmi kirletmesi gibi sorunlardir

(Akgan, 2008).

Bu nedenle pestisit bilesikleri, dogal besin zincirinde yer alan biitiin canlilarin
hayatini tehdit etme potansiyeline sahip olan kimyasallardir (Yazgan, 1997).

FAO (Diinya Tarim Orgiitii) ve DSO (Diinya Saglik Orgiitii) isimli orgiitler
gidalardan insanlara gegcen pestisit miktarlarimi belirlemek i¢in pestisit kalinti
komitesini kurmustur. Bu komitenin kurulus amaci pestisitin tanimlanmasi ve
bilimsel aragtirmalarin sonucunda gidalarda bulunan pestisit kalintilarinin alt ve st

miktar limitlerinin belirlenmesidir (Kinaci, 2019).

Pestisitler, FAO ve DSO tebliglerinde belirtilen dozlardan farkh
uygulandiginda, ilaglama gereginden fazla uygulandiginda ve/veya gereksinim
olmadan uygulandiginda pestisit bilesiklerinin gida trtinlerindeki kalinti miktarlar
artmaktadir (Kinaci, 2019).



Birden fazla pestisitin bir arada kullanilmasi veya son uygulama ile hasat
arasindaki siireye dikkat edilmeden uygulanmasi sonucu hasat yapildigi zamanlarda

tirtinlerdeki pestisit kalintis1 oraninda artis gézlenmektedir (Kinaci, 2019).

DSO ve Tiirk Gida Kodeksi pestisitlerin uygulanmasinda dikkat edilecek
kurallarin belirlenmesi ve pestititlerin kalinti miktarinin tespitinde 6nemli role

sahiptir (Kinaci, 2019).

1.5. Pestisitlerin Biyolojik Sistemler Uzerine Etkileri

Pestisit kullaniminin toksisitesi hakkindaki g¢aligmalar incelendiginde g¢ogu
genotoksik ¢alismanin gelismis tilkelerde yapilmis oldugu goriilmektedir (Rodrigues
ve ark., 2022).

Oysa gelismekte olan iilkelerde pestisit kullaniminin daha yaygin oldugu
bilinmektedir. Gelismis iilkelerde odak noktasi esas olarak kontrollii tarim
sistemlerinde calisan isciler iken, gelismekte olan {ilkelerde kontrolsiiz tarim
ortaminda calisan kiigiik 6l¢ekli ¢iftciler hakkinda sinirli bilgi mevcuttur. Pestisitlerin
olumsuz saglik etkileri hakkinda sinirlt bilgiye sahip olan cift¢iler tarafindan uygun
olmayan pestisit uygulamasi, yiiksek maruziyet riskine isaret etmektedir (Jallow ve

ark., 2017).

Pestisit uygulayicilarinin mesleki pestisit maruziyeti, yeterli bilgi donanimina
sahip olmayan uygulayicilarin pestisit kullanimi1 esnasinda pestisite maruz kalmasi
gibi durumlar pestisitlerin genotoksisiteye yol agma ve insan biyolojik matrislerinde

birikime sebep olmasi nedeniyle 6nem arz etmektedir (Jallow ve ark., 2017).

Pestisitlere siirekli ve oliimciil dozda olmayan maruziyet, oksidatif stres,
mutajenite ve hiicre olimi ile iliskilendirilmektedir. Pestisitlere maruz kalma,

biyolojik matrislerden o&zellikle DNA’nin spesifik alanlarina baglanarak her



maruziyet sonrasi artan diizeyde DNA hasarina yol agmaktadir (Koureas ve ark.,
2014).

Pestisitler genellikle kombinasyon halinde ve yiiksek derisimli formlarda
kullanildiklarinda DNA hasarina neden olmaktadir. Pestisit metabolitleri insan
kaninda, idrarda, tiikiirigiinde ve siitiinde tespit edilebilmektedir (Kapeleka ve ark.,
2021).

Pestisit uygulamasi esnasinda pestisit uygulanan {iriiniin tarlada ve depolama
siirecinde zararli organizmalardan kaynakli iiriin kayiplarinin 6nlenmesinde etkili
olmasina, insan tiiketimi igin pestisit uygulanan triinlerde kalinti olmamasina,
pestisitin ekosisteme miimkiin oldugunca az zarar1 olmasina, pestisitin yok edilmek
istenen zararliya karsi “selektif toksisite” gosterip diger canlilara karsi toksisite
gostermemesine dikkat edilerek pestisitlerin biyolojik sistemler iizerine maruziyeti

azaltilabilir (Ozhan, 2014).

Pestisit kullaniminda verimliligin saglanabilmesi i¢in c¢esitli faktorlere dikkat
edilir. Pestisit uygulamasi yapilirken yok edilmek istenen zararlinin en zayif ya da en
hassas oldugu doneminde ilaglama yapilarak ilacin etkinliginin arttirtlmasi saglanip
daha az sayida ila¢ kullanilir, ilaglama maliyeti azaltilarak bunun bir sonucu olarak

cevre ve gida gilivenligine katki saglanabilir (Tiryaki, 2017).

Tirkiye’de pestisit kullaniminin baglamasinin akabinde bazi zehirlenmeler
gozlemlenmistir. Bursa ilinde paration ile kontamine seftali sonucu zehirlenme
vakasi, Izmir ilinin Odemis ilgesinde paration ile kontamine karpuzun tiiketimi
sonucu zehirlenme vakasi, Alanya ilinde pestisit ile kontamine ¢iceklere ¢iplak el ile

dokunma sonucu zehirlenme vakasi érnek olarak verilebilir (Ozhan, 2014).



1.6. Pestisitlerin Metabolizmasi

Pestisitler herhangi bir yolla viicuda alindiktan sonra Faz I reaksiyonlar ile
(Oksidasyon, Indirgenme, Hidroliz, Hidratasyon, Detiyoasetilasyon, izomerizasyon)
tepkimeye girerek sonrasinda Faz II reaksiyonlari ile (Glukuronidasyon, Siilfatasyon,

Metilasyon, Asetilasyon vs.) metabolize olmaktadir (Vural, 2005).

Pestisitler metabolizasyonlar1  esnasinda  karacigerde sitokrom P450
monooksijenazlar tarafindan Faz I agsamasinda oksidasyona ugrayarak yar1 dmrii kisa
olan bilesiklere doniismekte, degisime ugrayan pestisitler glukuronik asitle ya da
glutatyon (GSH) ile Faz 1II asamasinda Kkonjugasyona ugramaktadir.
Biyotransformasyon sonucunda biyoaktivasyona ugraymis olan pestisit metabolitleri
DNA, protein gibi makromolekiillere baglanarak biyolojik yari Omiirlerini
arttirmaktadir (Domingues ve ark., 2010).

Pestisit metabolitlerinin DNA ya da nérolojik bakimdan 6nem teskil eden
esterazlara baglanmasiyla onkojenik toksisite ya da norotoksisite ortaya ¢ikmaktadir
(\Vakonaki ve ark., 2013).

Pestisitlerin  biyotransformasyonda yer alan enzimlerden sitokrom p450
rediiktaz (CYP450) enzimi bircok memelide ve boceklerde bulunan hepatositlerde
bulunan bir hemoprotein olup ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda goérev
almaktadir. Bir¢ok pestisit sinifi bu enzimi indiiklemektedir (Abass ve ark., 2012).

Glutatyon-s-transferaz (GST) enzimi bir izoenzimdir. Pestisit metabolitleri, bu

enzimle konjugasyona ugrayarak inaktif hale gelmektedir (Domingues ve ark., 2010).

Udp-glukuronil transferaz (UDP) enzimi, ilaglar, bilirubin, steroid hormonlar,
v.b. gibi maddelerin glukoronik asitle konjugasyonunda rol almaktadir. Pestisitlerin

metabolizasyonu Sekil 1.1°de gosterilmistir (Kurutas ve Kiling, 2003).
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Sekil 1.1. Pestisitlerin metabolizasyon semas1 (Kurutas ve Kiling, 2003).

1.7. Pestisitlerin Biyolojik Sistemler Uzerine Toksisitesi

Pestisitlerin toksisitesi esas olarak doz ve zaman olmak tizere iki faktore
baghdir. Bu faktorler kapsaminda, maddenin ne kadarinin dahil oldugu (doz) ve
maddeye ne siklikta maruz kaldigi (zaman) akut ve kronik toksisite olmak iizere iKi

farkli toksisite tipine yol agmaktadir (Akashe ve ark., 2018).

Akut toksisite, bir pestisitin kisa siireli maruziyetten sonra insan, hayvan veya
bitki i¢in ne kadar zehirli oldugunu ifade etmektedir Yiiksek akut toksisiteye sahip
bir pestisit, ¢ok kiigiik miktarlarda bile dliimciildiir. Akut toksisite, oral toksisite,
dermal toksisite ve inhalasyon toksisitesi olarak Ol¢iilmektedir (Akashe ve ark.,
2018).

Pestisitlerin kronik toksisitesi iki farkl kriter ile degerlendirilmekte olup kabul

edilebilir giinliik alim ve maksimum kalint1 limitleri olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.

Kabul edilebilir giinliik alim (Acceptable Daily Intake, ADI) bir kisinin bir kg
viicut agirligi bagina bir giinde alabilecegi kabul edilebilecek diizeydeki giinliik
pestisit bilesigi miktarm1 mg/kg/glin olarak ifade eden degerdir (Tiryaki ve ark.,
2010).
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Islenmis iiriinlerde pestisitlerin biraktig1 izlere "kalint1" denir. Maksimum
kalint1 seviyesi (MRL), pestisitlerin dogru bir sekilde uygulandiginda yasal olarak
tolere edilebilen en yiiksek pestisit kalintis1 seviyesidir (Tiryaki, 2017).

Maksimum kalinti limitleri (Maximum Residue Limit, MRL) iyl tarim
uygulamalar1 kapsaminda pestisitler dogru bir sekilde uygulandiginda gida
maddelerinde, yem i¢inde veya iizerinde bulunmasina izin verilen en fazla pestisit
miktarmi(mg/kg) ifade eden degerdir. Bazen MRL yerine (6zellikle gidalarda)
bulasanlar i¢in “miidahale limiti (action limit)” terimi kullanilmaktadir. Zaman
zaman da tiriinde tolere edilebilen en az pestisit i¢erigi anlaminda “tolerans” terimi

kullanilmaktadir (Tiryaki, 2017).

Viicutta metabolize olan pestisitler metabolizasyon sonrasinda cesitli toksik
etkilere yol acmaktadir. Bu etkiler viicut ve organ agirliklarina etki, hematolojik
toksisite, immiinotoksik etki, dermal etki, biyokimyasal etki, teratojenik ve mutajenik

etkiler, genotoksik etkiler olarak siralanmaktadir (Blakley ve ark., 1999).

Canli organizmalarin hedeflendigi tarimsal miicadele ilaglari, insanlarda da
etkiye yol agarak kronik toksisiteye neden olmaktadir. Pestisitler siklikla sinir sistemi
tizerinde cesitli norolojik defektlere yol agmakta, solunum sisteminde akciger
dokusunda ve solunum organlarinda hasara yol ac¢maktadir. Kardiyovaskiiler
sistemde, karacigerde, bobreklerde, gastrointestinal sistemde, dolasim sisteminde,
deride, gozde c¢esitli semptomlarin olusmasina yol agmaktadir (Kurutas ve Kiling,
2003).

1.8. Tez Kapsaminda Kullanilan Pestisit Maddelerine Ait Bilgiler

Tez calismasi kapsaminda protoporfirinojen oksidaz inhibitori etkili difenileter
grubu herbisitlerden Aklonifen (ACF) ve Bifenoks (BIF) isimli pestisit etken

maddeleri ile ¢alisilmastir.
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1.8.1. Aklonifen’in Ozellikleri

ACF, ayc¢igegi, patates, misir ve bugday ekinlerinde yaygin olarak kullanilan
bir difenileter herbisitidir. Yar1 6mrii uzun oldugu i¢in kalici kabul edilmektedir ve
cevrede kolayca birikebilmektedir (Park ve ark., 2022).

Sar1 renkli kristalize bir tozdur. Organik c¢oziiciilerde iyi ¢oziiniir. Suda

¢Oziiniirligl oldukea diigiiktiir.

Kapali Formiilii: C12HgCIN,O3

Molekiil Agirligi: 264,66

Sekil 1.2. Aklonifen’in kimyasal yapisi.

1.8.2. Bifenoks’un Ozellikleri

BIiF, metil 5-(2,4-diklorfenoksi) 2-nitrobenzoat formiiliine sahip olup, tahil,
piring, bugday ve arpada bulunan genis yaprakli ve otsu otlar i¢in tarimsal
faaliyetlerde kullanilan selektif ve sistemik bir herbisittir. Ayrica, BIF bir

protoporfirinojen oksidaz inhibitoriidiir (De Matos Morawski ve ark., 2021).

Beyaz veya acik sar1 renkli kristalize tozdur. Organik ¢oziiciilerde iyi ¢oziinir.

Suda ¢oziiniirliigi 0,35 mg/L’dir.

Kapali Formiilii: C14HoCI;NOs5
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Molekiil Agirhigt: 342,1 g/mol

Sekil 1.3. Bifenoks’un kimyasal yapisi.

1.9. Literatiir incelemesi

Literatiir ¢calismalar1 incelendiginde, su ve toprak gibi farkli 6rneklerden ACF
ve BIF tayini i¢in elektrokimyasal ve kromatografik ydntemlerin kullanildig1 farkli

calismalarin oldugu goriilmektedir. Bu calismalar Cizelge 1.1°de sunulmustur.

Ayrica, 2019 yilinda Jabtonska-Trypu¢ ve arkadaslarinin yaptig bir ¢alismada
BIF’'un ve bakteriyel ve insan kanser hiicreleri {izerindeki uyarici etkisini
gosterilmistir. Ayrica bu BIF’un hem normal saglikli hiicrelerde hem de kanser
hiicrelerinde oksidatif strese neden oldugu bulunmustur (Jablonska-Trypué ve ark.,

2019).

Lee ve arkadaglarmin (2021) yilinda yaptigi baska bir ¢alismada ise ACF’in
reaktif oksijen tiirleri iiretimi yoluyla toksik etkilere neden oldugunu ve bunun da
mitokondriyal hasara yol agtigmi gdstermistir. ACF ve BIF pestisit bilesiklerinin
sebep oldugu bu toksik etkiler insan sagligi acisinda da onemli rol oynamaktadir

(Lee ve ark, 2021).
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Cizelge 1.1. Tez ¢alismasina konu pestisitler hakkinda yapilmig olan galigmalar.

Dogrusal Teshis

Yontem Analit
aralik sinirl

Uygulama Referans

Diferansiyel puls voltametrisi

(gadolinyum niyobat nanopartikiil ACF 0,02-78 yM  1,15nM Nehir suyuve — (Gopi ve ark.,

modifiye sensor) toprak 2021)
Diferansiyel puls voltametrisi (poli 0,01-10 pM .
(N-izopropilakrilamid)/poli ACF ve 0’?\9[9 Gol suyu Vél\;lrul:hazrggg)
(anilin)/bakir modifiye sensor) 18-76 uM K "’
Kare dalga voltametrisi (grafitik 0,01 uM — (Shetti ve
karbon nitriir modifiye sensor) ACF 12 M 1,28nM Su ve toprak ark., 2019)
. (Inam ve
Kare dalga voltametrisi ACF 0,25-19,2 0,073 Baraj suyu ve Cakmak,
pg/mL pg/mL toprak 2013)
Yiiksek performansli sivi ACF ng%?nL (Lagana ve
kromatografisi . 1-250 ng/L 39 lome sular ark., 2000)
BIF
ng/mL
Baraj suyu, (Bodur ve
Gaz kromatografisi BIF - 11 pg/kg  nehir suyu ve Bakirdere,
kuyu suyu 2019)
) : - . 200-10000  6,7-10 7  I¢me suyu ve (Barek ve
Diferansiyel puls voltametrisi BIF M M 061 suyu ark., 2011)

Ancak her iki maddenin serum veya idrar gibi biyolojik 6rneklerden analizine
yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir. Tez ¢alismalar1 kapsaminda ACF ve BiF’un
sentetik serum ve idrar orneklerinde es zamanli tayini igin basit bir numune
hazirlama prosediiriine sahip, tamamen valide edilmis ekonomik ve g¢evreci yeni bir
stvi kromatografisi yontemi gelistirilmesi ve literatiirdeki bu boslugu doldurmasi

hedeflenmistir.

Bu kapsamda, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (YPSK) kullanilarak
pestisitlere ait miktar tayini gerceklestirilmistir. Ayrica genotoksik etkiler gdsteren
bu pestisitler adli eczacilik agisindan 6nem tagimaktadir. Tez ¢alismalar1 kapsaminda
ACF ve BIF pestisitlerinin insan serum albiimini (HSA) ile etkilesimlerinin
spektroskopik yontemlerle incelenmesi, etkilesim termodinamiginin aydinlatilmasi

da tez ¢aligsmalar1 kapsaminda hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Tez Cahsmasina Kullanilan Pestisitler

Tez c¢alismalari kapmasinda kullanilan pestisitler ve bu  pestisit

hammaddelerinin temin edildigi firmalar Cizelge 2.1.’de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Tez kapsaminda kullanilan pestisitler

PESTISIT FIRMA
Aklonifen Dr. Ehrenstorfer GmbH
Bifenoks Dr. Ehrenstorfer GmbH

vV V V V V

vV V VY V V V

2.1.1. Kullanilan Arac ve Gerecler

Tez ¢alismasinda kullanilan arag ve geregler asagida listelenmistir.

YPSK sistemi: Shimadzu Prominence-1 LC-2030C (Shimadzu, Kyoto, Japan)
Manyetik karistirict: Ikamag RH (Jange and Kungel IKA- Labor Technic)
Elektronik hassas terazi: Shimadzu Libror AEG-220

Vortex

pH metre: Model 526 (WTW, Avusturya) ve kombine elektrot sistemi ( cam
elektrot- referans elektrot)

Ultrasonik su banyosu (Niive, Tiirkiye)

Mikro hacimli otomatik pipetler (Axygen, Interlab, Tiirkiye)

Farkl1 hacimlere sahip deney tiipleri, balon jojeler ve sarf malzemeler
Kinetex Evo C18 (150 x 4.6 mm, 5 um) Phenomenex (Torrance, CA)
Floresans Spektrometre Cihazi: Agilent Cary Eclipse

UV- Vis Spektrometre Cihazi: Agilent Cary 60
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2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez ¢alismasinda kullanilmis olan kimyasal maddeler ve firmalarina ait bilgiler

Cizelge 2.2°de yer almaktadir.

Cizelge 2.2. Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler.

KiIMYASAL MADDE FIRMA

Asetonitril (ACN) Sigma -Aldrich (Interlab, Istanbul, Tiirkiye)
Amonyum asetat Sigma -Aldrich (Interlab, Istanbul, Tiirkiye)
Sodyum asetat Sigma -Aldrich (Interlab, Istanbul, Tiirkiye)
Hidroklorik asit Merck Millipore (Darmstadt, Almanya)
Sodyum hidroksit Merck Millipore (Darmstadt, Almanya)
Hidrojen peroksit Merck Millipore (Darmstadt, Almanya)
Insan serum albumin (HSA) Sigma- Aldrich (Interlab, Istanbul, Tiirkiye)
Metanol (MeOH) Merck Millipore (Darmstadt, Almanya)

2.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yontemi Kullanilarak

Aklonifen ve Bifenoks’un Es Zamanh Analizi

2.2.1. Standart Madde Cozeltilerinin Hazirlanisi

Tez calismasi kapsaminda ACF ve BIF pestisit bilesikleri es zamanli olarak
ayni derigsimlerde hazirlanmistir. Hassas analitik terazi ile tartim sonucu iki maddenin
de derisimi MeOH c¢oziiciisii ile ¢oziilerek 1000 pg /mL olarak ayarlanmistir. Her bir
madde i¢in balon jojelere ayni miktarda ¢oziicii ekleyip, tam olarak ¢oziinmeyi
saglamak i¢in numuneler 10 dakika kadar ultrasonik banyoda beklenmistir.
Hacimleri tamamlanan c¢dzeltiler sonrasinda vorteksle iyice karistirildiktan sonra
kalibrasyon numuneleri icin gerekli seyreltmeler yapilarak, numuneler 5 pL

enjeksiyon hacmi ile sisteme verilmistir.
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2.2.2. Geri Kazanim Calismalar i¢in Cozeltilerin Hazirlamsi

Pestisit analizleri esnasinda biyolojik matrikslerin pestisitlerin analizinde
girisim etkisinin olup olmadigini belirlemek igin pestisit bilesiklerinin geri kazanim
calismalar1 yapilmistir. Bu amagla deneylerde sentetik insan serumu ve insan idrar1

olmak tizere iki farkli matriks kullanilmistir.

2.2.2.1. idrar numunelerinin hazirlanmasi

10 mL’lik agz1 kapakli santrifiij tiipiine 3,6 mL idrar konulmustur. Uzerine 4.4
mL ACN eklenmistir. Bu karisim ¢ozeltisinin iizerine ise 1 mL ACF ve 1 mL BIF
eklenmistir. Numune 15 dakika ultrasonik banyoda ve 15 dakika ise santrifiijde
bekletilerek analize hazirlanmistir. Pestisitli idrar ¢ozeltisinin yani sira referans
olmasi agisindan bos idrar ¢ozeltisi de hazirlanmistir. 0,9 mL bos idrar iizerine 0,25
mL MeOH ve 1,35 mL ACN eklenmistir. Karistim ¢ozelti 15 dakika ultrasonik
banyoda ve 15 dakika ise santrifiijde bekletilmistir. Hazirlanan numuneler 0,01 ppm
den baglanarak 100 ppm derisime dek analiz edilmistir. Analiz her derisim i¢in 5 defa

tekrarlanmistir.

2.2.2.2. Serum numunelerinin hazirlanmasi

10 mL’lik agz1 kapakli santrifiij tiipline 3,6 mL serum numunesi konulmustur.
Uzerine 4,4 mL ACN eklenmistir. Bu karisim ¢dzeltisinin iizerine ise 1 mL ACF ve
1 mL BIF eklenmistir. Numune 15 dakika ultrasonik banyoda ve 15 dakika ise
santrifiijde bekletilerek analize hazirlanmistir. Santrifiij cihazindan alinan numune

¢ozeltisinin siipernatant kismi ayrilmistir.
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2.2.3. Yontem

Bu tez calismasinda ACF ve BIF pestisitlerinin miktar tayini icin
kromatografik yontemler kullanilirken, pestisitlerin HSA ile olan etkilesimi UV ve

floresans spestroskopisi kullanilarak spektroskopik yontemler ile incelenmistir.

2.2.3.1. Kromatografik yontemler

Bir karisimdaki maddelerin, biri sabit digeri hareketli olarak adlandirilan iki
faz arasinda farkli dagilmalarinin esasina dayanan ayirma yontemine kromatografi
adir verilmektedir. iki farkli maddeden olusan karisim kromatografik sisteme
uygulandiginda, maddelerden birinin hareketli faza ilgisi digerinden fazlaysa karisim
cozeltisi hareketli faz tarafindan siirtiklendiginde maddeler ayrilirlar. Hareketli faza
daha cok ilgisi olan maddeler daha hizli hareket ederken, sabit faza daha ¢ok ilgisi
olan maddeler daha yavas hareket ederler. Kolondan ¢ikan her maddenin derigim
profiline bagli olarak elde edilen pikler ise kromatogram olarak adlandirilmaktadir

(Tug, 2022 ve Erkmen, 2017).

Kromatografik yontemler hareketli fazin tipine, uygulama bigimlerine, ayrilma
mekanizmalarina gore c¢esitlere ayrilmaktadir. Hareketli faz kullanilarak yapilan
kromatografik yontemler sivi kromatografisi (SK), gaz kromatografisi (GK) ve
stiperkritik akiskan kromatografisi olmak iizere lice ayrilmaktadir (Eser ve Sepici-
Dingel, 2018).

Uygulama bi¢imlerine gére kromatografik yontemler kagit kromatografisi, ince
tabaka kromatografisi (ITK), siitun (kolon) kromatografisi olarak siralanmaktadir

(Eser ve Sepici-Dingel, 2018).

Ayrilma mekanizmalarina gore ise adsorpsiyon kromatografisi, dagilma
(Partisyon) kromatografisi, iyon degistirme kromatografisi, jel kromatografisi ve
afinite kromatografisi olarak belirtilmektedir (Eser ve Sepici-Dingel, 2018).
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2.2.3.1.1. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (YPSK)

Analitik yontemlerde kullanilan YPSK cihaz1 hareketli faz haznesi ve ¢oziicii
sistemi, pompa, enjeksiyon bdlmesi, kolon, dedektor, kaydedici boliimlerinden

olusmaktadir (Belanger ve ark., 1997).

Sabit bilesimde tek bir ¢oziicii sistemi kullanilarak yapilan ayirmaya izokratik
eliisyon, polariteleri birbirinden farkli iki veya li¢ ¢Ozlicii sistemi ile yapilan
ayirmaya da gradient eliisyon adi verilmektedir. Pompalama sistemi olarak siirgiilii
pompalar, pistonlu pompalar ve pnomatik pompalar kullanilmaktadir. Analiz
edilecek Ornegin kolona tekrarlanabilir hacimlerde gonderilmesi icin enjeksiyon
bolmesi olduk¢a Onemlidir, manuel ya da otomatik olabilir. Otomatik numune
ornekleme sistemleri en tekrarlanabilir sonuglari saglamaktadir. Sogutmali olan
enjeksiyon tiirleri deneysel ¢alismada tiim Orneklerin aksamdan analiz icin cihaza

konulabilmesi ve drneklerin bozunmamasi gibi bir iistiinliik saglar (Sagirli, 2015).

Sabit fazin kati oldugu kromatografik yontem adsorbsiyon kromatografisi
olarak adlandirilmaktadir. Adsorbsiyon kromatografisinde silikajel kolonlar
kullanilir. Dolgu maddesi poréz ya da pelikiiler yapida olabilmektedir (Eser ve
Sepici-Dingel, 2018).

Sabit fazin s1vi oldugu kromatografide silikajelin aktif silanol gruplarina ¢esitli
polaritedeki gruplar baglanmaktadir. Analitlerin kolona baglanmasi sililleme
reaksiyonlari ile gerceklesmektedir. En fazla kullanilan gruplar; oktil (C8 zinciri),
oktadesil (C18 zinciri), fenil, alkilamin ve alkilnitritlerdir (Eser ve Sepici-Dingel,
2018).

Sabit fazin ve hareketli fazin polarligina baglh olarak bagli faz kromatografisi
normal faz kromatografisi ve ters faz kromatografisi olarak ikiye ayrilmaktadir.
Normal faz kromatografisinde sabit faz polar yapida silikajel olup hareketli faz ise

apolar yapida olan hekzan veya isopropil eter olabilmektedir. Ters faz
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kromatografisinde sabit faz apolar yapida C8, C18 gibi hidrokarbonlar segilmekte,
mobil faz ise polar yapidaki su, MeOH, asetonitril gibi ¢oziiciilerden segilmektedir
(Belanger ve ark., 1997).

YPSK cihazinda kullanilan dedektorler analite duyarli dedektorler ve tasiyici
faza duyarli dedektorler olarak ikiye ayrilmaktadir. YPSK cihazi dedektorleri
absorbans dedektor, floresans dedektor, refraktif indeks dedektorii, elektrokimyasal
dedektor, optikce aktif dedektdor ve kiitle spektrometrik dedektér olarak
siralanmaktadir. Kolonda ayrilan madde ¢ozeltisinin dedektoriin iginden gectigi
esnada absorbansinin dl¢iilmesine dayanan detektorler absorbans dedektorler olarak
smiflandirilmaktadir. Tez c¢alismasina konu yontem absorbans dedektdrler

kullanilarak gelistirilmistir (Belanger ve ark., 1997).

YPSK cihaz1 igin dedektor se¢iminde bazi kriterlere dikkat edilmektedir.
Sicaklik ve tasiyict fazin kompozisyonu degistigi zaman temel ¢izginin degismemesi,
dedektoriin segici olmasi, secici dedektoriin analit tilirleri arasinda biiyiik farklar
ortaya g¢ikarmamasi istenir. Ayrica dedektoriin alt tayin sinir1 oldugunca diisiik
olmali, dedektor bant genislemesine sebep olmamali, dedektdriin cevap siiresi kisa

olmali ve dedektor kolay ulasilabilir olmalidir (Atakol, 2022).

Tez c¢alismasinda da kullanilmis olan ve aynmi zamanda en sik kullanilan
dedektor UV detektordiir. Bu dedektorlerde analitin gectigi hiicrede bir UV lambasi,
bir monokromotor ve UV dedektor bulunmaktadir. Analiz esnasinda analitin
absorpsiyon yaptigi dalga boyu secilerek deneysel calisma bu dalga boyunda
gerceklestirilmektedir.

UV dedektor ile yapilan analizlerde analitin en az C=0, -NO,, C=C gruplarini
icermesi gerekmektedir. Doymus hidrokarbonlarin analizinde UV dedektorler

kullanilamamaktadir (McNally ve ark., 2015).
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YPSK cihazinda analizlerde kalitatif ve kantitatif olmak iizere iki adet yontem
bulunmaktadir. Kalitatif analizde alilkonma zamani ve alikonma hacmi
kullanilmaktadir. Kantitatif analizde ise pik alan1 ya da yiiksekliginin bir ya da daha
fazla standart ile kiyaslanmasi gergeklestirilmektedir. Bu islemde kullanilan bazi
yontemler alan normalizasyon yontemi, eksternal (dig) standart yontemi, internal (i¢)
standart yontemi ve standart ekleme yontemi olarak siralanmaktadir (McNally ve

ark., 2015).

2.2.4. Kromatografide Temel Parametreler ve Sistem Uygunluk Testleri
(SUT)

YPSK kullanilarak yapilan ¢aligmalarda analizin dogrulugunu kontrol etmek
icin ¢esitli parametreler kullanilmaktadir. Bu parametrelerin biitiiniine Sistem

Uygunluk Testleri (SUT) ad1 verilmektedir.

YPSK sisteminin analiz sonuglarinda gozle izlenebilen bazi parametreler
mevcuttur. Bunlar; alikonma zamani, pik alani, pikin sekli olarak siralanabilir.
Analiz esnasinda gozlemlenebilen parametrelerden biri elde edilen pikin seklidir.

Analizlerde elde edilen pikin sekli keskin, iki tarafi esit ve dar olmalidir.

Numunenin kolona enjeksiyonu sonrasi, dedektore gelen her cevap sinyali bir
pik olarak goriiliir. Bu sinyalin ¢ikis zamani ayn1 zamanda pikin alikonma zamani
(tr) olarak da adlandirilir ve nitel analizlerde belirleyici faktordiir. Numune i¢inde
bulunan analitlerin her birinin farkli alikonma zamanlar1 vardir. Hareketli fazdan
kaynaklanan piklerin ¢iktig1 zaman ise Olii zaman veya Oli hacim (to) olarak

adlandirtlir (Fanali ve ark., 2013; Kromidas, 2005 ve Erkmen, 2017).

Kromatografik ayrima yontemlerinde kullanimdan 6nce yontemin yeterli
dogruluk ve kesinlikte oldugunun kontrolii i¢in sistem uygunluk testleri
kullanilmaktadir. Bu testler Uluslararast Uyum Konseyi (The International Council

for Harmonisation (ICH)) Amerikan Gida ve Ila¢ Birligi (FDA) ve Amerikan
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Farmakopesi (USP) ve diger farmakopeler tarafindan yapilmasi istenen testlerdir
(International Conference on Harmonization, 2005a; International Conference on
Harmonization, 2005b; US FDA, 1983 ve US FDA, 2000).

Sistemdeki akis hizi, pH, okuma yapilacak dalga boyu, hareketli faz
bilesiminden kaynakli en wufak bir degisiklik olmasi durumunda SUT

parametrelerinin yeni sistem i¢in yeniden diizenlenmesi gerekmektedir (Gebrehiwot,
2019).

Cizelge 2.3. Sistem uygunluk testi parametreleri (Gebrehiwot, 2019).

SUT . L L
Parametresi Sembolii Formiilii Limit Agklama
Kapasite P o= B
Faktorii k to 15k 510 tRﬂ
s kz tr,— tr, ||§\I
Segililik a a=,.= th — tr, a>1 II t
[l RII
I |:"I 1 f
[ Il
AynmGici R Rs =118 x—2—— Rs >15 v [ )
ynm Guici S s =L xwlﬂj W, s > 1. |"|I | \ I| \
— A A
Wiz Wiy
'ém% s
Kuyl}.llilamna T T = A+ B 2 < I'q'|
Faktorii 4 '\
B |
Pik Asimetresi ~ As A =4 095 < As <2 [\
| |
| 'Il
|
|
P |
Teorik Tabaka _ tg 2 il g
Sayisi N N=16 [W] N > 2000 A BI",\ Pik
oo\ Yiiksekligi
— d
Pik  Alanminin S5
Tekrar %BSS 9% BSS = — * 100 %BSS <15
Edilebilirligi X

Cizelge 2.3’te yer alan SUT parametreleri incelendiginde, k degeri biiytik ise,
bilesen sabit fazda i1yi tutulmaktadir ve kolon boyunca yavas ilerlemektedir. k degeri
cok kiiciik ise, analit ¢oziicii pikinden ayrilamamaktadir, ¢ok biiyiik olmasi ise analiz

siresinin uzun oldugunu gostermektedir. Segicilik (o), sabit faz ve hareketli fazin
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ozelliklerine gore degisiklik gostermektedir ve daima 1’den biiylik olmalidir

(Gebrehiwot, 2019).

SUT’un parametrelerinin en 6nemli olan1 teorik tabaka sayisidir. Bu parametre
analiz sonucunun veriminden sorumludur. N’nin sayisal degeri, analizi yapilan

maddenin cinsi, akis hizi, sicaklik, pH ve kolonun 6mrii gibi deneysel kosullarla

dogrudan ilgilidir (Gebrehiwot, 2019).

Kromatografik analizde kolon ve ¢oziiciiniin ortak tesiri ayirma giicii Rs
(rezoliisyon) olarak ifade edilir. Ayirma giicii hesaplanirken, kapasite faktorii, etkin
tabaka sayist ve segicilik parametreleri kullanilmaktadir. Pes pese gelen iki pike ait
Rs degeri 1,5 ve iistiinde olursa ayrim tam olarak gerceklesmis kabul edilmektedir
(Gebrehiwot, 2019).

Kuyruklanma faktorii ve pik asimetrisi parametreleri analizde kullanilan analite
ait pikin egriligini, kromatogramin sag veya sol tarafina dayali olup olmadigini ve
keskinliginin tespiti i¢in kullanilan parametrelerdir. Pik asimetrisi, pike ait taban
yiiksekliginin %10’u, kuyruklanma faktorii ise pikin taban yliksekliginin %51

civarindan dlgiilerek hesaplanmaktadir (Gebrehiwot, 2019).

Pik alanmin tekrar edilebilirligi bagil standart sapmasi (%BSS) olarak ifade
edilmektedir. Bu parametre sayesinde bir kromatografik yontemde analizi yapilan
madde pikinin alaninin ve pik yiiksekliginin, belirlenen kosullardaki tekrar
edilebilirligi ve yontemin kesinligi belirlenmektedir. Analizi yapilan maddenin en az
5-6 defa sisteme birbiri ardindan enjekte edilmesi akabinde elde edilen pik alanlar1 ve
pik yiiksekliklerinin % BSS olarak elde edilmektedir (Gebrehiwot, 2019).
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2.2.5. Kromatografik Analizlerde Yontem Gegerlilik Testleri ve Validasyon

Parametreleri

Deneysel calisma esnasinda metot gelistirmede kullanilan yontemin uluslarasi
standartlar ile belirlenmis olan kilavuzlara uygunlugu o yontemin gegerliligi
(validasyon) hakkinda bilgi vermektedir. Bu kilavuzlar dogrultusunda gelistirilen
yontem ¢esitli parametreler altinda incelenerek gegerliligi kontrol edilmektedir.
Yontem gegerliligi incelenirken iki adet kilavuz kullanilir bunlar Cizelge 2.4’te yer
almaktadir (Giimistas, 2016; Crowter, 2001; Hartmann ve ark., 1998; International
Conference on Harmonization, 2005a; International Conference on Harmonization,
2005b; Kromidas, 2005; Lee ve Jang, 2010; US FDA, 1983 ve US FDA, 2000).

Cizelge 2.4. Validasyon parametreleri (Gebrehiwot, 2019).

Gerekli Validasyon Parametresi ICH USP
Segicilik + +
Dogrusallik + +
Aralik + +
Teshis Sinin (TS) + Sadece sinir
testlerinde
Tayin Alt Simir1 (TAS) + Sadece kantitatif
calismalarda
l Tekrarlanabilirlik s ¥
Kesinlik e Giin i¢i tekrar edilebilirlik "
| Giinler aras tekrar edilebilirlik
+
Dogruluk + +
Saglamlik Tavysiye edilir +
Tutarhilik Tavsiye edilir +
Cozelti Stabilitesi + Tavsiye edilir
Duyarlilik Tavsiye edilir +

2.2.5.1. Segicilik

Analitik yontemlerin validasyonu esnasinda en 6nemli parametrelerden biri

yontemin segiciligidir. Seciciligi yiiksek bir analizde analizi yapilan numunede var
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olan ve analit ile girisim olusturabilecek karakterdeki bilesenlerin (safsizlik, deney
esnasinda ortaya c¢ikan bozunma iriinleri veya deney ortamindan gelebilecek
maddeler) beraberinde analizi yapilmak istenen maddenin de ayni anda 6l¢iimiiniin

gergeklestirilebilmesidir (Glimiistas, 2016).

2.2.5.2. Dogrusallik ve aralik

Analiz edilen maddenin derisiminin sinyallerinin grafige aktarilarak bu
sinyallerin olusturmus oldugu grafigin egim (m), kesisim (n) ve korelasyon katsayisi
(R?) dogrusallikta kullanilan parametrelerdir (Gebrehiwot, 2019).

Bu parametreler kullanilan analitin vermis oldugu sinyaller matematiksel
olarak hesaplanir. Bu hesaplamada regresyon analizleri kullanilmakta olup,
korelasyon katsayisinin 0,999 ve iizerinde olmasi durumunda dogrusallik saglanmig

olur (Gebrehiwot, 2019).

Dogrusallik caligmalarinda stok ¢ozeltiden en az 5 adet olmak tiizere farkl
derisimlerde cozeltiler hazirlanir ve analiz edilir. Analiz sonuglar1 derisime karsi
grafige aktarilir. Elde edilen grafikte analiz sonuglar1 egilim c¢izgisine yakin
olmalidir. Bu sayede korelasyon katsayisi ideal degere yaklagmis olur (Gebrehiwot,
2019).

Bir diger validasyon parametresi olan “Aralik” ise dogruluk ve duyarlilik
bakimindan yeterli oldugu kabul edilen yontemin gecerli oldugu alt ve iist sinirlar
arasinda yer alan derisim aralii olarak tanimlanmaktadir. Her nicel yontemde
caligma aralig1 belirlenir ve genellikle hedeflenen seviyelerin %50°si ile %150’si
arasinda yer alan kisim en iyi performans veren calisma alani olarak goriilmektedir

(Ozkan, 2012 ve Giimiistas, 2016).

26



2.2.5.3. Teshis sinir1 (TS, LOD) ve tayin alt simr1 (TAS, LOQ)

Numune igerisinde bulunan analiz edilecek maddenin (analitin) teshis edilebilir
fakat onaylanabilecegi bir belirsizlik ile miktar tayini yapilamayan en diisiik
derisimine teshis sinir1 (TS) adi1 verilmektedir. Tayin alt sinir1 ise dogru olarak tayin
edilebilen cevaba sahip en diisiik derisimi ifade etmektedir (Gumustas ve Ozkan,
2011; Ozkan, 2012 ve Glimiistas, 2016).

TS ve TAS degerleri birkag yolla bulunabilir veya hesaplanmaktadir. Bunlar,
gorsel degerlendirme, sinyal-giiriiltii oran1 ve cevabin standart sapmasit ve egim

kullanilarak hesaplanmas1 yontemleridir.

Gorsel yontem ile hazirlanabilecek en diisiik derisimdeki ¢ozelti hazirlandiktan
sonra sisteme enjekte edilir ve bu islem bilesenin sinyalinin belirdigi fakat alan

okumasinin yapilamadig en diisiik seviyenin saptanmasina kadar devam eder.

Ikinci ydntem icin yapilan deneylerden elde edilen kromatogramlardaki
sinyal/giiriilti oranlar1 kullanilmaktadir. Bunun i¢in analitin bilinen diisiik
derisimdeki ¢ozeltilerinden elde edilen cevaplar, sahit (kor) ¢ozelti cevaplar ile

karsilastirilmaktadir.

Sinyalin giiriiltiiye oraninin 3 oldugu derisim TS ve 10 oldugu derisim TAS
olarak kabul edilmekte olup, s standart sapmayi, m ise ilgili kalibrasyon dogrusunun
egimini ifade etmektedir. Bu esitlikler ayn1 zamanda egri fonksiyonuna bagli olarak
TS, TAS ve duyarlilik arasindaki iligkiyi de gostermektedir. S6z konusu esitlikler
Esitlik 2.1 ve Esitlik 2.2 kullanilarak hesaplanmaktadir.

TS = 3,3Xs

(2.1)

10Xxs

TAS =

(2.2)
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2.2.5.4. Kesinlik

Gelistirilen deneysel yontemin gercek calisma sartlarindaki
tekrarlanabilirliginin 06lclisii olarak tanimlanir. Kesinlik sonuglar1 % BSS olarak
gosterilir. Kesinlik 3 asamaya ayrilmaktadir, bunlar; enjeksiyonlar arasi
tekrarlanabilirlik, orta kesinlik ve tekrar elde edilebilirliktir. Tekrarlanabilirlik
testlerinde %BSS degerinin < 1.0 olmasi istenir, fakat eser elementlerin, biyolojik
numunelerin analizlerinde ve safsizlik tayininde %5’e kadar kabul edilmektedir. Orta
kesinlik testlerinde ise % BSS degerinin < 2.0 olmast istenir, biyolojik numunelerle
gerceklestirilen ¢alismalarda ise bu oran %]10-15 arahigi kabul edilebilir
seviyelerdedir. Tekrar elde edilebilirlik testlerinde de oran aynidir, fakat safsizlik
ve/veya eser madde analizlerinde bu oran %10-15’e dek ¢ikabilmektedir (Giimiistas,
2016).

2.2.5.5. Dogruluk

Validasyon ¢alismalarinda en 6nemli kism1 olusturmaktadir. Analiz sonucunda
elde edilmis olan degerin gergek (referans) degere ne olglide yakin oldugunun

belirlenmesine olanak saglayan bir parametredir (Gebrehiwot, 2019).

Geri kazanimin yiizdesel olarak hesaplanmasi ile dogruluk sonuclar1 elde
edilmektedir. Ortama ilave edilen saf maddelerin analiz ortamindan geri alinabilirligi
geri kazanimin gostergesidir. En az 3 farkli derisim kullanilarak toplam derisim
miktarinin % 25, % 50 ve % 100’iine esdeger olacak derisim degerleri secilerek bu
calismalar yapilmaktadir. Segilen derisim degerlerinin herbiri igin en az 5 tekrarl
analiz yapilarak geri kazanim sonuglari % 100’iine kadar yakinsa yontemin
dogrulugunun elde edilen oranda dogru oldugu diisiiniiliir. Dogruluk sonuglar1 bazi
belirtegler ile tespit edilip yontemin dogrulugu ispatlanabilir. Bu belirtecler; kesin
dogrusallik ve segicilik, elde edilen sonuglarin gecerli olmasi ve kullanilan yontemle
iliskili olmayan baska bir yontem ile sonuglarin kiyaslanmasi, analitin deney ortami

disinda analizi yapilacak asil numuneye uygulanmasi, ilag numunesine veya matris
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ortammna etken maddeyi ilave edip, geri kazanimmin bulunmasidir (Giimiistas,

2016).

2.2.5.6. Saglamhk

Gelistirilen yOntemin analiz parametrelerindeki birtakim degisikliklerden

etkilenmeden uygulanabilirligini gostermektedir (Glimiistas, 2016).

2.2.5.7. Tutarhhk

Validasyon parametrelerinden kesinlik ile oldukg¢a benzer kriterlere sahiptir.
Kullanilan yontemin gergek pratik kosullar altindaki tekrar edilebilirligini 6l¢en bir
parametredir ve elde edilen sonuglar % BSS degeri ile ifade edilmektedir (Ozkan,
2012; Glimiistas, 2016).

2.2.5.8. Stabilite

Bu parametre genellikle calisilan analitlerin  kararliligt hakkinda bilgi
vermektedir. Analitin farkli kosullar altinda kararli kalabildigi stireyi gostermektedir.
Stabilite caligmalar1 sonucunda yontemin segiciligi de tekrarlanmis olmaktadir. Bu
parametre meydana gelebilecek bozunma iiriinlerinin etken maddenin yani1 sira tayin
edilebilirliginin bir gostergesidir. Stabilite ¢aligmalar1 4’e ayrilir. Bunlar; kisa siireli
stabilite, uzun siireli stabilite, dondurma-¢ézme stabilitesi ve hizlandirilmis

bozundurma ¢alismalar1 olarak siralanmaktadir (Giimiistas, 2016).

2.3. Numuneyi Analize Hazirlama-Ekstraksiyon Teknikleri

Herhangi bir bitki, gida, toprak ya da su orneginden analizi yapilacak bilesigi
(pestisit, mikotoksin vb.) c¢oziiciiye gecirmek i¢in yapilan kimyasal bir islem

ekstraksiyon islemi adini1 almaktadir. Bu yontemde kat1 ya da sivi fazda bulunan bir
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ya da birden ¢ok bilesigin farkli ¢oziintirliikk 6zellikleri kullanilarak diger bir sivi faza

alinmasi islemi gergeklestirilmektedir (Biiyiliktuncel, 2012).

Pestisit kalint1 analizlerinde ekstraksiyon, kalint1 analizlerinin performansini
etkileyen kritik bir basamaktir. Ekstraksiyon pestisitlerin analiz islem stireglerinde
laboratuvar Orneginin homojenizasyonu veya numunenin islenmesinden sonraki
kisimda yer almaktadir. Pestisitlerin ekstraksiyon ¢oziiciisiine gegirilebildigi olciide
kalitatif ve kantitatif analiz yapilmakta olup, kromatografik tekniklerin basaris1 bu
asamaya bagli olarak degismektedir. Uzun ekstraksiyon siiresi, emek, yogun islem
basamaklari, yiiksek miktarda organik ¢oziicli tiiketimi ve diisiik tekrarlanabilirlik
gibi dezavantajlar1 olan geleneksel ekstraksiyon yontemleri, modern cihazlarin ortaya
cikmas1 ve ekstraksiyon yontemlerinin etkinligi ve seciciliginin artmasiyla birlikte

tercih edilmemeye baglanmistir (Biiyiiktuncel, 2012).

Ekstraksiyonu etkileyen cesitli faktorler vardir. Bunlar sicaklik, ¢oziniirlik,
katilarin yayilma giicii, viskozite ve sivilarin yiizey gerilimi vs. olarak
siralanmaktadir. Cogu durumda sicakligin artisi, ¢oziiniirliigiinii ve molekiillerin
yaytlimint  arttirmaktadir. Bu da genellikle ekstraksiyonun giiclenmesiyle
sonu¢lanmaktadir. Ekstraksiyonda matrikse bagimlilik istenmedigi i¢in diisiik
solvent tiiketimi beklenmekte ve ekstraksiyonun hizli olmasi istenmektedir. Ayrica
analiz edilecek maddenin filtrasyon gerektirmemesi istendiginden, ekstraksiyon 1sisal
olarak kararsiz analitler i¢in uygun bir metod olmasi, toksik kimyasal yonetimi ve

imhasi gerektirmedigi i¢in tercih edilmektedir (Biyiiktuncel, 2012).

2.3.1. Seyrelt ve Enjekte Et Yontemi (Dilute And Shoot)

ACF ve BIF’un biyolojik numunelerden es zamanli miktar tayininde diisiik

maliyetli ve ¢evreye duyarli seyrelt ve enjekte et yontemi kullanilmistir.

Tez caligmasinda kullanilan yontemin esasi, ACN bazli ¢oziicli ile pestisit

numunesinin ekstraksiyonu ve beraber ekstrakte edilen diger matris bilesenlerinden
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gelen girisimi (matriks efekti) en aza indirmek ve ekstra temizleme prosediirii
ihtiyacini ortadan kaldirmak i¢in ekstraktin suyla seyreltilmesini ve ardindan YPSK

ile analizini igermektedir (Deventer ve ark., 2014).

Seyrelt ve enjekte et yonteminde numune hazirlama asamasi, elde edilen analiz
sonuglarinin kalitesini 6nemli 6l¢giide etkilemekte ve ayni zamanda tiim prosediiriin
"cevreci” olmasi ve “yesil kimya” alanina katkida bulunmasi sebebiyle analitik

stirecin en kritik adim1 olarak kabul edilmektedir (Petrarca ve ark, 2020).

Bu dogrultuda, numune hazirlama asamasinda reaktiflerin ve/veya tehlikeli
maddelerin kullaniminin azaltilmas: veya ortadan kaldirilmasi dahil olmak tizere
¢esitli numune hazirlama yontemleri aragtirllmistir. Bu arastirmalarin  hedefleri
arasinda organik solventlerin yeniden kullanimi ve geri kazanilmasi; olagan
coziiclilerin iyonik sivilar ve siiper kritik akigkanlar ile degistirilmesi; analitik
operasyonlarin minyatiirlestirilmesi, biitiinlestirilmesi ve otomasyonu ve daha kisa
sirede yiiksek proses etkinligini hedefleyen basing, mikrodalga ve ultrason

radyasyonu uygulamasi yer almaktadir (Petrarca ve ark, 2020).

Seyreltme yontemi matriks etkilerini en aza indirmekte ve boylece temizleme
prosediiriine olan ihtiyaci ortadan kaldirmakta; bunun yani sira analitin tespit
edilebilirliginin azalmasima neden olabilmektedir. Bu nedenle, seyrelt ve enjekte et
yontemi, Ozellikle insanlarin farkli kimyasallara maruz kalmasinin biyolojik olarak
tespit edilmesinde ve analitik toksikolojide, iyi iyonizasyon gdsteren ve yiiksek tespit

seviyelerine sahip maddeler i¢in kullanilmaktadir (Petrarca ve ark, 2020).

Yukarida sayilan avantajlarin yani sira analizlerde artan numune ¢ikisi, analizi
gerceklestiren kisi icin calisma esnasinda fazla is yiikiine sebep olmaktadir.
Analizlerde verimliligi smirlayan 6nemli bir faktdr, numunenin hazirlanma siiresi ve
cihazin numuneyi analiz etme siiresidir. Numune ¢iktisinin temizligi basamaginin
atlanmasi1 daha hizli analiz, iscilik, reaktifler ve sarf malzemeleri i¢in maliyet
tasarrufuna ek olarak daha kisa raporlama siireleri gibi avantajlara yol agmaktadir

(Deventer ve ark., 2014).
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Adli toksikolojide 6nemli bir yer kaplayan doping analizlerinde veya analiz
sonrasi 24 saatlik bildirim siirelerinin zorunlu oldugu biiyiik spor etkinliklerinde hizli

analiz 6nem arz etmektedir (Deventer ve ark., 2014).

Seyrelt ve enjekte et yontemi toksikolojik a¢idan hizli analiz saglamakta, bazi

acil durumlarda gerekli olan hizli tan1y1 kolaylastirmaktadir.

Tez calismasinda kullanilan yontem olan seyrelt ve enjekte et yontemi asagida

yer alan Sekil 2.1°de 6zetlenmistir.

// Scrllxtrin veya //Asetonitril (44 mL)
1ctal + Aklonifen (1 mL)

numunesi z 5
3.6 mL) + Bifenoks (ImL)
_ —
'

Vortex
(3 dakika)

Siipernatantin Siipernatantin
viallere 0.22 pm
aktarilmasi filtreden

stiziilmesi

Santrifiij
(5000 rpm, 25 °C,
15 dakika)

Sekil 2.1. Seyrelt ve enjekte et yontemi.
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2.4. Spektroskopik Yontemler ile Pestisit- HSA Etkilesiminin Incelenmesi

2.4.1. Floresans Spektrofotometrisi

Spektroskopi, elektromanyetik radyasyonun madde ile etkilesiminden
kaynaklanan spektrumlarin tiretimi, 6l¢imii ve yorumlanmasi ile ilgili bilim dalidir.
Cesitli analitik problemleri ¢6zmek i¢in bir¢cok farklt spektroskopik yontem
mevcuttur. Yontemler, analiz edilecek tiire (6rnegin, molekiiler veya atomik
spektroskopi), izlenecek radyasyon-madde etkilesiminin tiirline (6rnegin,
absorpsiyon, emisyon veya kirinim) ve kullanilan elektromanyetik spektrum
bolgesine gore farklilik gosterir. Spektroskopik yontemler ¢ok bilgilendiricidir ve
hem nicel hem de nitel analizler i¢in yaygin olarak kullanilir (Penner, 2017).

Floresans spektroskopisi hassas ve segici bir yontem olmasi sebebiyle 6zellikle
biyokimyasal ve biyofiziksel calismalarda kullamlmaktadir. Incelenen molekiil
floresans emisyonu yapan (florofor) bir bilesik ise derisimi molekiiliin floresans

siddetinden hesaplanmaktadir. (Soylu, 2013).

Protein-protein etkilesimleri, ligant ve ¢esitli molekiillerin proteinlere
baglanmalar1 ve protein derigimleri biyolojik floroforlar olarak adlandirilmakta ve

yaygin olarak bu yontemle incelenmektedir (Soylu, 2013).

Floresans en basit haliyle, seyreltik atomik buharlarin gosterdigi floresans
tizerinden oOrneklendirilmektedir. Cesitli dalga boyundaki isinlarin absorbsiyonu
sonrast atomlarin elektronlar iist enerji seviyelerine uyarilmakta, bir siire sonra bu
atomlar temel hallerine geri donmektedir. Bu esnada her iki yonde de ayni iki dalga
boyunda 1smm yaymimi meydana gelmektedir. Frekansta degisiklik olmadan
absorblanan 1s1nin yeniden yayilmasini kapsayan bu prensip rezonans 1gimasi veya

rezonans floresansi olarak tanimlanmaktadir (Soylu, 2013).
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Analitin liminans yapip yapmamasi ve liiminans siddeti floresansi
etkilemektedir. Floresans etkileyen degiskenler oldukea fazladir. Liiminesans yapan
molekiillerin sayisinin toplam uyarilmis molekiil sayisina orani, analitteki hetero
atom iceren bir molekiil olup olmamasi, molekiiliin diizlemsel veya rijit yapida
olmasi, sicaklik, ¢oziicii, ph, c¢ozeltideki ¢Oziinmiis oksijen miktari, ¢ozeltinin

derisimi vd. olarak siralanabilir (Glimiis, 2009).

Floresans ve fosforesans spektroforometrelerinin esast UV ve goriiniir bolgede
kullanilan bir 151k kaynagindan gelen 1s18in uyarma dalga boyu secicisinden
gectikten sonra numuneye gonderilmesine dayanmaktadir.  Sekil 2.2.°de
fotoliiminesans islemleri i¢in kullanilan genel bir cihazin bilesenleri gosterilmektedir

(Giimiis, 2009).

Uyarma Sagilan 151n
filtresi veya f
monokromator = >
Kaynak Numune
|
~
V2 A
¥
Demet Emisyon
zayiflatica filtresi veya
] monokromatér
i
- Referans - Numune
N fotogogaluica = fotogcogalucisi
Fark
yikseltici
Okuma
® o dizenegi

Sekil 2.2. Spektroflorometre genel yapist (Giimiis, 2009).

2.4.2. HSA Ogzellikleri ve Ligantlara Baglanabilirligi

Albumin, insan viicudundaki hormonlar, metabolitler ve ilaglarin dagiliminda
temel rol oynamaktadir. Bunu yapisindaki bazi baglanma bdlgeleriyle
gerceklesmektedir. Bilinen ve en ¢ok kullanilan albiiminler siir serum albiimin
(BSA) ve insan serum albiimindir (HSA). HSA, ilk kez 1989 yilinda Carter ve
arkadaglar tarafindan rapor edilmistir (Carter ve Ho, 1994).
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HSA, yaklasik 66 kDa molekiil agirliginda, tek bir polipeptit zinciri igeren, 585
aminoaside sahip sarmal bir yap1 sergileyen ve birden fazla baglanma bolgesi tasiyan
disiik ¢oziinirliikte kristal yapida bir proteindir. HSA’nin kan plazma derisimi
yaklasik 35-50 mg/mL’dir (yaklasik 40 mg/mL), bu da HSA’y1 kanda bol miktarda
bulunan bir protein yapmaktadir (Chugh ve ark., 2019 ve Turgut, 2019).

HSA, baglanma bolgelerinin fazla olmasi sebebiyle ¢esitli yap1 ve isleve sahip
olan endojen ve/veya eksojen 6zellikte ligandlara baglanabilmektedir. HSA nin farkli
ligantlar ile kompleks olusturabilmesi onu endojen ve eksojen bilesikler i¢in uygun

tasiyici protein haline getirmektedir (Chugh ve ark., 2019 ve Turgut, 2019).

Pestisit  bilesiklerinin ~ HSA’ya  baglanmasi,  bilesigin  emilimini,
metabolizmasini, dagilmmi  ve atilimini etkilemekte ve sonugta bilesigin

farmakokinetik profilini etkilemektedir (Mohamed Salem, 2017).

HSA, ¢ok alanl1 bir protein oldugu i¢in, her biri iki alt alana (IA, IB, 1IA, 1IB,
IITA ve IIIB) boliinmiis olan I, IT ve III olmak {izere li¢ benzer alandan olusmakta ve

bu alt birimler sirastyla dort ve altt sarmalli yapilar icermektedir. (Mohamed Salem,
2017).

Amino asit dizisi ve bu alanlarin yapisi biiyiik 6l¢iide kiyaslanabilir olsa da her
bir alan digeriyle farkli bir sekilde etkilesime girmekte ve bu da her bir alanin
asimetrik oryantasyonuna yol agmaktadir (Chugh ve ark., 2019 ve Turgut, 2019).
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Sekil 2.3. Insan serum albumin (HSA) proteinin yapisi (Sugio ve ark., 1998).

HSA’nin baglanma boélgeleri iizerine bircok ¢alisma yapilmis olup, cogunlukla
alt1 alt alanin tiimiine yag asitleri ve ilaglarin baglandig1 goriilmiistiir. Sudlow’un
yapmis oldugu calismada ilaglar HSA’nin 1 ve II olarak tanimlanan iki birincil
bolgesinden (sirastyla II A ve III A) birine baglanmakta olup ¢ogunlukla birincil
baglanma bolgesi tercih edilmektedir. HSA-metal kompleksleri lizerine yapilan
baglanma calismalarinda ise bazi metal komplekslerinin daha ¢ok II A olarak
tanimlanan HSA’nin alt bolgedesindeki Triptofan aminoasidi ¢evresinde bulunma

egiliminde oldugu ileri siirtilmustiir (Turgut, 2019).

Literatiir ¢alismalar1 incelendiginde HSA’nin bir¢cok pestisit ile baglanma
ozellikleri ve baglanma mekanizmalar1 calisilmistir. Ornegin karbamatli pestisitlerin
akut toksisitesinin tahmini igin HSA’nin tasiyic1 protein olmasindan faydalanilmis

(Hou ve ark., 2022), organofosfatli insektisitler grubundan Chlopyrifos ve herbisit
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olan Triclopyr pestisit bilesiklerinin kararli metaboliti Trikloro-2-piridinol (TCP)
isimli metabolit ile HSA’nin triptofan kalintis1 olan Trp-214 isimli bolgesi arasindaki
mesafe tahminin gerceklestirilmis (Kashanian ve ark.,, 2012), organofosfath
insektisitlerden Dimetoat/ometoat ile zehirlenme sonrast HSA’nin fosforlanmis

tirozinleri ve disiilfit baglar incelenmistir (Kranawetvogl ve ark., 2018).

2.4.3. Aklonifen ve Bifenoks’un HSA ile Etkilesimlerinin Incelenmesi icin

Deneysel Calismalar

Tez calismasinda kullanilan pestisitlerin HSA ile etkilesiminin belirlenmesi
amactyla 6 mg/mL HSA stok soliisyonu pH 7,4 sodyum fosfat tamponu igerisinde
hazirlanmistir. 2 mg/mL HSA {izerine artan miktarlarda pestisit numuneleri
eklenerek toplam ¢ozelti hacmi 3 mL’ye tamamlanmistir. Yapilan ¢alismada ACF
i¢in 13 nM- 7,2 pM, BIF i¢in ise 9,7 nM- 4,6 uM araliginda derisimler kullanilmistir
(Sapmaz ve ark., 2023).

Gergeklestirilen analizin ¢aligilacak dalga boyu spektrumu 220-600 nm
aralifinda secilerek i¢ filtre etkisinin azaltilmasi hedeflenmistir. ACF ve BIF’un
HSA ile etkilesimleri 4 farkli sicaklikta Stern- Volmer grafigi kullanilarak, floresans
sonlimleme titrasyon sonuglari ile incelenmistir. Floresans Ol¢iimlerde uyarma ve
emisyon i¢in yarik genislikleri 5 nm’de sabitlenmistir. Isin cogaltic tiipiin voltaji ise
600 V olarak belirlenmistir. Analizin tarama hiz1 ise 500 nm/dk dir (Sapmaz ve ark.,
2023).

Titrasyon esnasinda HSA’nin floresans spektrumu (300-500 nm) ACF ve
BIF’un varliginda ve yoklugunda tespit edilerek kaydedilmistir. Sabit HSA derisimi
(2 mg/mL) ve artan pestisit derisimi 3 mL’lik tiipte ayr1 ayr1 karigtirilmistir. HSA nin
pestisitler olmadan mevcut floresans 0mrii 7o olarak adlandirilmakta olup, 1.0 x 1010

olarak elde edilmistir (Sapmaz ve ark., 2023).

37



ACF/BIF-HSA etkilesiminin baglanma sabiti (K;) ve pestisitlerin HSA’ya
baglanma boélgesi sayist (n), log (Fo-F) / F= log K¢ + nlog [Q] esitligi kullanilarak
hesaplanmistir. ACF/BIF- HSA etkilesimindeki entalpi (AH) ve entropi (AS)
degisimleri van’t Hoff esitligi (InKf = — AH/RT+AS/R) kullanilarak hesaplanmustir.
Ayrica Gibbs serbest enerji degisimi (AG) formiilii (AG=AH— TAS) ile pestisitler ile
HSA’nin baglanmasi asamasinda AH ve AS degerleri hesaplanmigtir (Sapmaz ve
ark., 2023).

Floresans Ol¢iimii, ligant- protein etkilesimlerinde kullanilan basit ve etkili bir
yontemdir. Bu tarz etkilesimlerin esasi proteinin iizerine etkilesmesi beklenen
ligandlarin  eklenmesi ile proteinin floresan spektrumundaki gerceklesen

degisikliklerinin yorumlanmasindan olusmaktadir (Molina-Bolivar ve ark., 2014).
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3. BULGULAR

3.1. Aklonifen ve Bifenoks Pestisitleri i¢in Gelistirilen Yiiksek

Performansh Sivi Kromatografisi-UV Yontemine Ait Analiz Bulgular:

3.1.1. Yontemin Optimizasyonu

Yontem optimizasyonu i¢in Oncelikle iki pestisitin es zamanli YPSK-UV
yontemiyle analizi i¢in en uygun kromatografik sartlarin belirlenmesi amaciyla
hareketli faz denemeleri gergeklestirilmistir. Daha sonra hareketli fazin bileseni olan
tampon c¢ozeltinin molarite degisiminin analizin sonucuna etkisini inceleme
calismalar1 yapilmistir. Farkli sabit fazlar denenerek sabit fazin partikiil boyutunun
etkisi incelenmistir. Bununla birlikte Sistem Uygunluk Testi (SUT) parametreleri g6z
oniinde bulundurularak pH, akis hizi ve kolon sicakliginin belirlenmesi c¢alismalari
da yapilmistir. SUT parametrelerini hesaplamak ve ty,’1 belirlemek igin fosfat

tamponu kullanilmistir.

3.1.1.1. Dalga boyu optimizasyonu

Tez caligmasinda kullanilan pestisit maddelerin analizi i¢in SUT parametreleri
g6z oniinde bulundurularak farkli dalga boylar1 denenmis ve en yiiksek pik alani elde
edilmeye calisilmistir. Sirasiyla 280, 290, 300 ve 305 nm’de pik alanlar
degerlendirilmis olup en yiiksek pik alan1 ve pestisit maddelere ait en belirgin pikler

305 nm dalga boyunda elde edilmistir.
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Sekil 3.1. Kinetex Evo C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon, 25 °C, 1 mL/dk akis hiz1, pH:
6.8, hareketli faz: ACN (80/20; h/h), Tampon: 10 mM Amonyum asetat, dalga boyu 305 nm,
300 nm, 290 nm, 280 nm.

Cizelge 3.1. Sistem uygunluk testlerine gore dalga boyu optimizasyonunun karsilagtirilmasi.

Dalga ACF BIF

'?r%‘)’ t, (dK) N Re a« Kk t t@ N R o Kk t
305 232 4751 - - 079 126 267 5493 253 135 107 122
300 232 4730 - - 079 1,20 26 5428 251 134 106 1,04
290 232 4734 - - 079 1,30 267 5407 251 134 106 1,04
280 232 4728 - - 079 1,30 2,67 5458 2,67 134 106 124

3.1.1.2. Hareketli fazda organik coziicii ve tampon ¢ozeltinin yiizdelerinin

belirlenmesi

SUT parametrelerine istinaden iyi bir ayrim i¢in kolon, akis hizi, kolon
sicakligi ve mobil faz bilesimi parametreleri sabitlenmis ve uygun ACN oranini
bulmak i¢in hareketli fazin organik ¢oziicii igerigi %65, %75, %80, %85 ve %90
oranlarinda degistirilmistir. Bu ¢aligmalar Kinetex Evo C18 (150 mm x 4,6 mm x 5
um) kolonda 25 °C’de 1 mL/dk akis hiz1 ve 10 uL enjeksiyon hacmiyle yapilmistir.
Tampon ¢ozelti olarak 10 mM amonyum asetat kullanilmistir. Pestisitlerin hareketli

fazin igeriginde %75 ACN mevcut iken ideal oranda ayrim sergiledigi gézlenmistir.
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Sekil 3.2. Kinetex Evo C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon, 25 °C, 1 mL/dk akis hizi, pH:
6.8, dalga boyu: 305 nm, hareketli fazz ACN ve Tampon: 10 mM Amonyum asetat
¢oziciilerinin (90/10; h/h), (85/15; h/h), (80/20; h/h), (75/25; h/h), (65/35; h/h) oranlarinda
kullanilmasi ile yapilmis analiz sonucunda pestisit maddelerine ait elde edilen
kromatogramlar (ilk kromatogram ACF’ye, ikincisi BIF e aittir).

Cizelge 3.2. SUT parametrelerine gore tampon ¢dzelti molaritesinin kiyaslanmasi.

Mobil ACF BIF
bﬂfea;mi t, (dK) N Rs o« Kk t t@ N Re o k t
90 188 3538 - - 043 100 108 2603 072 118 051 126
85 200 3936 - - 119 129 230 4283 146 117 140 1,8
80 231 4632 - - 080 126 266 5527 250 133 107 121
75 2,70 5661 - - 108 124 328 7077 392 141 153 1,18
65 390 8707 - - 1901 116 547 11397 841 161 308 1,08

3.1.1.3. Organik ¢oziicii denemesi

Tez caligmasinda hareketli faz secimi i¢in iki farkli ¢oziicii ile analiz
yapilmistir. Hareketli faz / tampon ¢6zelti orani sabit tutulup (75/25; h/h) %75
MeOH ve %75 ACN sabit fazlari ile denemeler yapilmis (Sekil 3.3), iki pestisitin de
es zamanli analizi i¢in en uygun sabit fazin asetonitril oldugu bu denemede
kesinlesmistir. Cizelge 3.3’te de goriilecegi iizere SUT parametrelerine en uygun

sabit faz ACN’dir.
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Sekil 3.3. MeOH (mavi) ve ACN (kirmizi) ile yapilmis organik ¢oziicii ¢aligmasina ait
kromatogram

Cizelge 3.3. Organik ¢oziicli denemeleri

Mobil ACF BIF
faz
bilesimi 7 (K) N R o k t t@ N R o kot
MeOH 2,31 - - - R R 237 N ; ; - N
ACN 2,70 5661 - - 108 124 328 7077 392 141 153 1,18

3.1.1.4. Farkh tampon cozeltilerin analizleri

Pestisitlerle yapilan ¢alismalarda, SK ¢alismalarinda genellikle amonyum
asetat tampon cozeltisi olarak kullanilmaktadir. SK c¢aligmalarinda maddelerin iyi
sekilde iyonlagsmasini saglamak amaciyla amonyum format, amonyum asetat ve
formik asit gibi ugucu 6zellikteki ¢oziiciilerin kullanilmasi1 gerekmektedir. Analizler
esnasinda tampon ¢Oziicii disindaki diger parametreler sabit tutularak analizler
gerceklestirilmistir (Sekil 3.4). Sistem uygunluk parametreleri degerlendirildiginde
(Cizelge 3.4) amonyum asetat tampon ¢ozeltisi tez ¢alismasinda tampon ¢ozelti

olarak secilmistir.
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Sekil 3.4. Kinetex Evo C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon, 25 °C, 1 mL/dk akis hiz1, pH:
6.8, dalga boyu: 305 nm, hareketli faz: ACN ve Tampon: 10 mM Amonyum asetat (75/25;
h/h) (kirmizi) ve hareketli faz: ACN ve Tampon: 10 mM Amonyum format (75/25; h/h)
(mavi) tampon c¢oziiciileri ile yapilmis analizler sonucunda pestisit maddelerine ait elde
edilen kromatogramlar.

Cizelge 3.4. Farkli tampon ¢6zelti analizlerine ait sonuglar.

Tampon ACF BIF

Cozelti t@ N Rs o K t  t(dk) N Rs « ko t
Amonyum -, 20 seer - . 108 124 328 7077 392 141 153 118
Asetat

Amonyum -, o1 4751 - - 100 125 269 5983 358 144 144 119
Format

3.1.1.5. Akis hiz1 optimizasyonu

Tez calismasinda kullanilan Kinetex Evo CI8 (150 mm x 4,6 mm x Sum)
kolonun ¢alisma basing degeri dikkate alinarak akis hizi denemeleri yapilmistir. Akis
hiz1 0,8 mL/dk- 1,4 mL/dk (Sekil 3.5) arasinda degistirilerek SUT parametreleri
hesaplanmistir (Cizelge 3.5). 1,2 mL/dk akis hizinda diger kolonlardan daha diisiik
bir basing degeri gbzlenmistir. Bu sebeple 1,2 mL/dk akis hizi optimum akis hizi

olarak sec¢ilmistir.
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Sekil 3.5. Kinetex Evo C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon, 25 °C, pH: 6.8, hareketli faz:
ACN (75:25; h/h), Tampon: 10 mM Amonyum asetat, dalga boyu 305 nm, akis hiz1 (sagdan
sola sirasiyla) 0,8 mL/dk, 1 mL/dk, 1,2 mL/dk, 1,4 mL/dk ile yapilan analizlere ait
kromatogramlar (ilk kromatogram piki Aklonifen’e, ikincisi Bifenoks’a aittir).

Cizelge 3.5. SUT parametrelerine gore akis hizinin kiyaslanmasi.

Akig ACF BIF
Hiz1
(mL/dk) t, (dk) N Rs o k> t t, (dk) N Rg o k> t
0,8 3,36 6973 - - 1,10 1,24 4,10 8192 430 141 156 1,18
1 2,70 5661 - - 1,08 1,24 3,28 7077 392 141 153 1,18
1,2 2,24 5022 - - 1,08 1,24 2,74 6003 3,70 142 154 1,18
1,4 1,92 4280 - - 1,08 1,26 2,35 5177 343 143 155 1,18

3.1.1.6. Kolon sicakhginin belirlenmesi

Optimizasyon i¢in optimum kolon sicakliginin belirlenmesi i¢in kolon sicakligi
25 °C, 35 °C ve 45 °C yapilarak analiz sonuglar1 karsilagtirilmistir (Sekil 3.6). Farkli
sicakliklardaki analiz sonuglar karsilastirildiginda (Cizelge 3.6) sicaklik arttikga iki
pestisit i¢in analiz siiresi 0,68 dk gibi bir stire kisaldig i¢in, ayrim giicii, segicilik ve
kolon etkinlikleri arasinda da fark bulunmadig: icin enerji tasarrufu saglayabilmek

adina kolon sicaklig1 25 °C olarak se¢ilmistir.
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Sekil 3.6. Kinetex Evo C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon, akis hiz1 1,2 mL/dk, pH: 6.8,
hareketli faz: ACN (75:25; h/h), Tampon: 10 mM Amonyum asetat, dalga boyu 305 nm,
sicaklik sirasiyla (sagdan sola) 45 °C, 35 °C, 25 °C ile yapilan ¢aligmalara ait
kromatogramlar (ilk kromatogram Aklonifen’e, ikincisi Bifenoks’a aittir).

Cizelge 3.6. SUT parametrelerine gore kolon sicakliginin kiyaslanmas.

ACF BiF
Sicaklik
t, (dk) N Rg o k> t t, (dk) N Rs o k> t
25°C 2,24 5022 - - 1,08 1,24 2,74 6003 3,70 142 154 1,18
35°C 2,09 4508 - - 0,96 1,25 2,51 5488 3,22 140 1,35 1,19
45 °C 1,97 4111 - - 0,85 1,25 2,33 4990 2,81 138 1,19 1,20

3.1.1.7. Tampon c¢ozeltinin pH’sin1 belirleme ¢calismalari

Kolon, sabit faz ve hareketli fazlar belirlendikten sonra bu fazlarin oranlari da
optimize edilmis oldugu i¢in tampon ¢o6zeltinin pH’siin analizin optimizasyonuna
etkisini gormek amaciyla pH’s1 sirasiyla 8,8, 6,8 ve 5,0’e ayarlanmis ve incelenmistir
(Sekil 3.7). Analiz sonuglar1 incelendiginde optimum pH degeri 6,8 olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.7. Kinetex Evo CI8 (150 mm x 4,6 mm x 5 pum) kolon, akis hiz1 1,2 mL/dk,,
hareketli faz: ACN (75:25; h/h), Tampon: 10 mM Amonyum asetat, dalga boyu 305 nm,
sicaklik 25 °C, pH: 8,8, pH: 6,8, pH: 5,0 ile yapilan ¢aligmalara ait kromatogramlar (Hk
kromatogram piki Aklonifen’e, ikincisi Bifenoks’a aittir).

Cizelge 3.7. SUT parametrelerine gore tampon ¢ozelti pH’sinin kiyaslanmasi.

oH ACF BiF

t, (dk) N Rs a k> t t, (dK) N Rs a k> t
5,0 2,00 3902 - - 0,76 126 231 4595 230 135 1,03 1,23
6,8 2,24 5022 - - 1,08 124 274 6003 3,70 142 154 118
8,8 2,41 4600 - - 0,77 126 2,78 5312 250 1,35 1,04 1,22

Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda ACF ve BIF’in es zamanli analizi igin en

uygun optimum sartlar Cizelge 3.8’de sunulmustur.

Cizelge 3.8. Pestisitlerin es zamanli analizi i¢in optimize edilmis kromatografik sartlar.

Parametre Optimize Edilen Kosullar
Kolon tipi KINETEX EVO C 18 (150 mm x 4,6mm x 5 pm)
Hareketli faz bilesimi ACN: Tampon 10 mM Amonyum asetat(75/25; h/h)
pH 6,8
Sicaklik (°C) 25°C
Akis hizi (mL/dk) 1,2 mL/dk
Enjeksiyon hacmi (uL) 10 uL
Dalga boyu (nm) 305 nm
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3.1.2. Sistem Uygunluk Testlerinin Sonuglari

Gelistirilen yontem i¢in optimize edilen kosullarda SUT parametreleri

asagidaki ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 3.9. SUT parametreleri.

Parametre ACF BIiF

Alikonma zamanu (t;) 2,24 2,74
Kolon etkinligi (N; tabaka/metre) 5022 6003
Segicilik (o) - 1,42

Ayirim Giicii (Rs) - 3,70
Kapasite faktorii (k) 1,08 1,54
Kuyruklanma faktorii (t) 1,24 1,18

3.1.3. Kalibrasyon Calismalarina Ait Sonuclar

Tez calismasinin bu asamasinda ACF ve BIF icin artan derisimlerde (0,001
ppm, 0,0025 ppm, 0,005 ppm, 0,01 ppm, 0,025 ppm, 0,05 ppm, 0,1 ppm, 0,25 ppm,
0,5 ppm ve 1 ppm) karisim ¢ozeltisi hazirlanarak 5 tekrarli olacak sekilde optimum
kosullarda sisteme enjekte edilmistir. Derisime karsilik tekrarli sonuglardan elde
edilen ortalama pik alanlar1 grafige gecirilerek her bir madde i¢in kalibrasyon egrileri
olusturulmus (Sekil 3.8, 3.9 ve 3.10) ve validasyon parametreleri hesaplanarak

Cizelge 3.10°da sunulmustur.
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Sekil 3.8. Optimum kosullarda bulk ¢6ziicii ile yapilan Kalibrasyon kromatogramlar: (0,001
ppm, 0,0025 ppm, 0,005 ppm, 0,01 ppm, 0,025 ppm, 0,05 ppm, 0,1 ppm, 1 ppm artan

derisimlerde).

50009 ..]

45009 =

Pestisit karisim ¢ozeltisi
Idrar numunesi

o] - J\ — (Coziicii numunesi
3500"
ik ACF

8

[

-

) 1.

© 30004

e 1

o) 1

% 25009

D ] i
A 20001 BIF

Alikonma Zamani (dk)

Sekil 3.9. Optimum kosullarda idrar numunesi ile yapilan kalibrasyon kromatogramlari (0,01
ppm, 0,025 ppm, 0,05 ppm, 0,1 ppm, 0,25 ppm ve 0,5 ppm artan derisimlerde) i¢ sekil:

Pestisit karisim ¢6zeltisi, idrar numunesi ve ¢dziicli numunesi kromatogramlari.
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Sekil 3.10. Optimum kosullarda serum numunesi ile yapilan kalibrasyon kromatogramlari
(0,01 ppm, 0,025 ppm, 0,05 ppm, 0,1 ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm ve 1 ppm artan derigimlerde)
I¢ sekil: Serum numunesi, ¢dziicii numunesi ve Pestisit karisim ¢dzeltisi kromatogramlari.

Cizelge 3.10. Kalibrasyon hesaplar1 sonucunda bulunan ¢oziicii, idrar ve serum orneklerinde

validasyon parametreleri.

] ) Céoziicii (Bulk) idrar Serum
Validasyon Parametresi - - -
ACF BIF ACF BIF ACF BIF
Dogrusal aralik (ppm) 0,001-1 0,01-0,5 0,01-1
Egim 29414,4 28545,6 15864,75 13147,15 35092,10 29187,37
Kesisim 376,40 239,90 10,20 10,11 4002,10 3478,75

Korelasyon katsayisi

0,991 0,994 0,996 0,998 0,997 0,990

Teshis sinir1 (ppm)

3,2x10* 3x10™* 2,97x10° 3,11x10° 2,86x10° 3,00x10°

Tayin alt sinir1 (ppm)

1,0x10° 1,0x10° 1,0x10% 1,0x10? 1,0x102 1,0x107

Giin ici tekrarlanabilirlik (% BSS) *

0,81 0,75 0,95 1,11 0,92 1,00

Giinler arasi tekrarlanabilirlik (% BSS) *

1,21 1,11 1,34 1,48 1,27 1,39

* 5 tekrarli analiz sonuglaridir.
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Sekil 3.11. Coziicii (Bulk) validasyonunda kalibrasyon dogrulari A) Aklonifen, B) Bifenoks.
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Sekil 3.12. idrar ortaminin validasyonunda kalibrasyon dogrular1 A) Aklonifen, B) Bifenoks.
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Sekil 3.13. Serum validasyonunda kalibrasyon dogrular1 A) Aklonifen, B) Bifenoks.




Yontem optimizasyon ve validasyon caligmalari gergeklestirildikten sonra
yontemin dogrulugunu ve teze konu serum ve idrar Orneklerindeki girisim
maddelerinin ya da farkli maddelerin, pestisitlerin analizlerinde girisim etkilerini
tespit etmek amaciyla geri kazanim yontemleri ¢alisilmistir. Yapilan ¢aligmalarda,
ACF ve BIF igeren pestisit numuneleri, serum ve idrar numuneleri ile geri kazanim
caligmalar1 kor matriks ortamina analizi yapilacak maddelerin ilave edilmesi ile
yapilmistir. Geri kazanim ¢alismalarinin sonucunda standart maddelerin kalibrasyon
denkleminde yerlerine yerlestirmek suretiyle % geri kazanim cinsinden hesaplamalar

yapilmistir (Cizelge 3.11 ve 3.12).

Cizelge 3.11. Serum i¢in geri kazanimlar.

Parametre ACF BIiF
Bilinen miktar (ppm) 0,3 0,3
Bulunan miktar (ppm) 305x107 307,33x10°
BSS (%)" 1,64 2,09
BH (%) -1,67 -2,44
flave edilen miktar (ppm)  450x10°  600x107 750x10°  450x10°  600x10°  750x107®
Bulunan miktar (ppm)  459x10° 604,33 x10° 753,33 x10°® 454,6 x10® 608,33 x10° 751,33 x10°
Geri kazamm (%) 102,0 100,72 100,44 101,02 101,39 100,18
Geri kazanmima ait BSS (%)~ 0,78 0,67 0,33 1,01 0,41 0,33
Geri kazamima ait BH (%) -2,0 -0,72 -0,44 -1,02 -1,39 -0,18
* 5 tekrarl analiz sonuglaridir.
Cizelge 3.12. Idrar icin geri kazanimlar
Parametre ACF BIiF
Bilinen miktar (ppm) 5 x1072 5 x1072
Bulunan miktar (ppm) 49,87 x1073 51,17 x10°
BSS (%)" 1,52 1,49
BH (%) 0,27 -2,33
ilave edilen miktar (ppm) 7,5 x107 0,1 12,5x102 7,510 0,1 12,5 x10°2
Bulunan miktar (ppm) 74,67 x10° 102,2 x10° 125,33 x10° 73,0x10° 102,010 125,17 x107
Geri kazamim (%) 99,55 102,2 100,27 97,33 102,0 100,13
Geri kazanima ait BSS (%)” 2,79 1,67 2,00 2,74 0,98 3,44
Geri kazamma ait BH (%) 0,44 2,20 -0,27 2,67 -2,0 -0,13
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3.1.4. Hizlandirilmis Bozundurma Calismalarina Ait Sonuglar

Kalibrasyon ¢aligmalarinin tamamlanmasinin akabinde yontem segiciliginin

belirlenmesi amaciyla hizlandirilmis bozundurma ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.

Bozundurma deneyler esnasinda %0,3 ve %3’liik H,O, ile oksidasyon, 0,1 M
ve 1 M NaOH ile baz hidroliz, 0,1 M ve 1 M HCI ile asit hidroliz denemeleri
gerceklestirilmis, ayrica pestisit maddeleri 254 nm UV isik altinda ve sicak su
banyosunda (55 °C) 1, 3, 6, 9 ve 12 saat siireyle bozundurma testine maruz
kalmislardir. Bozunan pestisit miktar1 ile bozundurulmamis pestisit miktari
kiyaslanarak calisilan pestisitlere ait bozunma yiizdesi hesaplanmistir (Sekil 3.14 ve

Sekil 3.15).
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Sekil 3.14. Aklonifen i¢in hizlandirilmig bozunma ¢aligmalart.
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Sekil 3.15. Bifenoks igin hizlandirilmig bozunma ¢aligsmalari.

3.2. Aklonifen ve Bifenoks Pestisitlerinin HSA ile Olan Etkilesimlerini
incelemek I¢in Kullanilan Spektroskopik Yontemlere Ait Bulgular

Bu c¢alismalar ACF ve BIF’un HSA’nin floresaminda herhangi bir indiiklemeye
neden olup olmadigim goézlemlemek igin gerceklestirilmistir. HSA-pestisit bilesikleri
etkilesimlerinin floresans soniimleme mekanizmalarinin anlagilabilmesi amaciyla 3’uM
konsantrasyondaki HSA {izerine 1,3x10%-7,2x10° uM araliginda artan derisimlerde
Aklonifen ve 9,7x10°- 4,6x10° uM araliginda artan derisimlerde Bifenoks pestisit bilesigi
ilavesi ile floresans siddetinin diisiisii gozlenmis olup, Sekil 3.16’da gosterilmektedir. HSA
280 nm’de uyarildiginda, tek basina maksimum floresan emisyonu gosterdigi pik 336 nm

olarak kaydedilmistir (Sapmaz ve ark., 2023).
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Sekil 3.16. HSA {izerine artan derisimlerde Aklonifen ve Bifenoks ilavesi sonucu
gerceklesen floresans soniimleme sonuglari.

HSA’nin tek basina floresans 6l¢iimii sonrasi, ¢ozeltiye artan miktarlarda ACF
ve BIF eklenmistir, bu asamada emisyon zirvesinde herhangi bir kayma olmamis,

HSA floresansi agsamali olarak soniimlenmistir (Sapmaz ve ark., 2023).
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HSA- pestisit etkilesimleri i¢in floresans soniimleme verileri 288 K, 293 K,
298 K ve 303 K sicakliklarinda Stern Volmer denklemi (Esitlik 3.1.) kullanilarak

degerlendirilmistir.
%: 1+ Kgy [Pestisit] = 1+ K,1, [Pestisit] (3.1)

Stern-Volmer esitligindeki Fo ve F degerleri sirasiyla pestisit bilesigi yoklugundaki
ve varligindaki HSA ¢ozeltisinin floresans siddetini, Kq proteinin soniimleme hiz sabitini,
Ty pestisit yoklugundaki floresansin Omriinii, [Pestisit] protein-pestisit karisim
soliisyonundaki pestisit konsantrasyonunu ve Kgy ise Stern-Volmer séniimleme

sabitini gostermektedir.

En yiliksek ACF konsanstrasyonunda (7,2 uM) HSA floresan siddetinde %40
azalma gozlenirken, BIF icin en yiiksek derisim olan 4,6 uM derisiminde yaklastk %50
azalma goriillmiistiir (Sapmaz ve ark., 2023).

ACF- HSA ve BIF- HSA etkilesimlerine ait Stern-Volmer grafikleri, floresan
verilerinin 288 K, 293 K, 298 K ve 303 K’de incelenmesiyle elde edilmistir. Bu
grafiklerin e§iminden elde edilen Ksv degerleri Cizelge 3.13.’te gdsterilmis olup s6z

konusu grafikler Sekil 3.17’de gosterilmektedir (Sapmaz ve ark., 2023).

[c filtre etkisini en aza indirmek igin ise ACF-HSA ve BIF-HSA
etkilesimlerine ait floresans siddetleri Esitlik 3.2. kullanilarak diizeltilmistir.

FDﬁzeltilmis = Fszlenen exp [(Aex + Aem)/z] (32)
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Sekil 3.17. (A) Aklonifen—HSA ve (B) Bifenoks—HSA etkilesimleri olmak tizere dort fakli
sicaklikta floresan soniimleme titrasyonundan elde edilen Stern-VVolmer grafikleri

HSA proteininin ACF ve BIF pestisit molekiilleri ile etkilesimi sonucunda
soniimlenme mekanizmasini belirlemek amaciyla yapilan caligmada, 15°C (288 K),
20°C (293 K) ve 25°C (298 K) ve 30°C (303 K)’de HSA ile ACFnin etkilesimi
sonucunda Ksy degerleri sirastyla 1,62x10°, 1,88x10°, 2,07x10° ve 3,05 x10° K,
degerleri de sirastyla 1,62x10", 1,92x10"™, 2,07x10™ ve 3,05x10" bulunmustur. HSA
ile BIF’un etkilesimi sonucunda Ksy degerleri sirastyla 1,6O><105, 1,79X105, 1,82><105 ve
2,10 x10° K, degerleri de sirastyla 1,60x10", 1,79x10™, 1,82x10" ve 2,10x10" olarak

bulunmustur.
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Cizelge 3.13. Aklonifen ve Bifenoks un HSA ile olan etkilesimlerine ait Ky, degerleri

ACF BiF
Sicaklik (K) RZ Koy K, R? Koy K,
288 0,990 1,62 x 10° 1,62 x 107 0,990 1,60 x 10° 1,60 x 107
293 0,994 1,88 x 10° 1,92 x 10%° 0,990 1,79 x 10° 1,79 x 10%°
298 0,992 2,07 x 10° 2,07 x 10%° 0,992 1,82 x 10° 1,82 x 10%°
303 0,990 3,05 % 10° 3,05 x 10%° 0,990 2,10 x 10° 2,10 x 10%°

Statik ve dinamik soniimleme, HSA’nin pestisitler tarafindan sondiiriilmesiyle
ortaya ¢itkmakta olup, sicaklik degisimiyle beraber K, degerlerinde gerceklesen degisim,
reaksiyonun dinamik veya statik oldugu hakkinda fikir vermektedir (Sapmaz ve ark.,
2023).

Cizelge 3.13’te de gosterildigi lizere ¢ozeltinin sicakliginin artmasi pestisit-protein
etkilesim sistemine ait Ksy degerinin artmasina yol agmustir. Artan sicaklikla birlikte Kgy
degerlerinin artmasi, c¢alisilan protein-pestisit sistemindeki floresan soniimleme

mekanizmasinin dinamik séndiirmeden kaynaklandigini gostermektedir.

Soniim mekanizmasi belirlendikten sonra her bir protein-pestisit etkilesimi igin
pestisitlerle protein molekiilleri arasindaki baglanma reaksiyonlariyla ilgili detayl
bilgi elde edilebilmektedir. ACF-HSA ve BIF-HSA etkilesimleri i¢in farkli 1silarda
protein molekiilii bagia pestisitlerin baglanma bolgelerinin sayis1 (n) ve baglanma

sabitleri (K¢), asagidaki Esitlik 3.3 kullanilarak belirlenmistir.

Fo—F

log = log Ky + nlog [Pestisit] (3.3)

Bu esitlikte yer alan Fo, F ve [Pestisit] parametreleri Stern-Volmer esitliginde
tanimlanan parametrelerle aymidir. Fo ve F sirasiyla pestisit yoklugundaki ve
varligindaki protein ¢ozeltisinin floresans siddeti, [Pestisit] protein-pestisit karigim
cozeltisindeki pestisit konsantrasyonunu ifade etmektedir. Esitlik 3.3’e gore, log (Fo—
F)/F’ye kars1 log[Pestisit] grafiginin ¢izilmesiyle elde edilen dogrusal grafiklerin

egim ve kesisim degerlerinden yararlanilarak K¢ ve n degerleri hesaplanmustir.
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15°C, 20°C, 25°C ve 30°C’de ACF-HSA ve BIF-HSA etkilesimleri igin ¢izilen
log (Fo-F)/F’ye kars1 log[Pestisit] grafigi asagidaki sekillerde gosterilmektedir.
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Sekil 3.18. (A) Aklonifen-HSA ve (B) Bifenoks—HSA etkilesimlerine ait 4 farkli
sicakliktaki floresans soniimleme titrasyonuyla gergeklestirilen ¢alismalara ait ¢ift logaritmik
grafikler.

ACF-HSA ve BIF-HSA etkilesimleri i¢in log (Fo-F)/F’ye karsi log[Pestisit]
grafiklerindeki verilerin lineer regresyon analiziyle islenmesi sonucunda elde edilen
dogrusal grafiklerin egim ve kesisim degerleri aracilifiyla hesaplanmis K¢ ve n

degeri asagidaki cizelgede yer almaktadir.
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Cizelge 3.14. Aklonifen—HSA ve Bifenoks—HSA etkilesimlerine ait pH 7.4’te 4 farkli sicaklikta
gerceklestirilen caligmalara ait baglanma sabitlerine ait degerler.

ACF BiF
Stcaklik (K) R? n logKi K R? n log Ki K
288 0995 0,82 4724 1,74 x 10* 0992 070 3,30 2,00 x 10°
293 0,990 094 494 8,71 x 10* 0,990 0,76 4,00 1,00 x 10*
298 0993 103 554 3,47 x 10° 0996 095 5,00 1,00 x 10°
303 0,992 1,15 6,29 1,95 x 10° 0,990 1,14 6,01 1,02 x 10°

Yukaridaki ¢izelgeye bakildiginda, ACF ve BIF pestisitlerinin HSA
proteinlerine baglanma islemi igin baglanma sabiti degerleri, yiikselen ¢o6zelti
sicakligiyla beraber artmaktadir. Protein-pestisit sisteminde artan soliisyon
sicakligiyla baglanma sabitinin degerindeki artma, kararsiz bilesenlerin kismi
ayrismasindan ve yapinin Kararsiz karakterinden kaynaklanmaktadir (Ge ve ark.,
2010). ACF ve BIF pestisitlerinin HSA proteini iizerine baglanma yeri sayis1 olan
“n” degerinin tim sicakliklarda 1’e yakin olmasi nedeniyle 1 tanedir ve pestisit

baglanma yeri miktar1 sicakligin yiikselisiyle ciddi oranda degismemektedir (He ve

ark., 2005).

Proteinler ve pestisit molekiilii arasinda dort ana etkilesim gerceklesmekte
olup, bunlar van der Waals kuvvetleri, hidrojen bagi, elektrostatik etkilesimler ve
hidrofobik etkilesimlerdir (Hu ve ark., 2005; Jang ve ark., 2009 ve Ge ve ark., 2010).
Protein-pestisit etkilesimlerinin yapisal bozulma olmadan c¢esitli sicakliklarda
etkilesimlerin dogasin1 saptamak amaciyla termodinamik degisken degerleri
hesaplanmistir. Entalpi degisimi (AH) ve entropi degisimi (AS) degerleri Van't Hoff
denklemi (Esitlik 3.4) kullanilarak belirlenmistir. Van’t Hoff denklemi asagida
belirtildigi sekildedir.

InK; = — =4 = (3.4)

Bu denklemdeki K; calisilan sicakliktaki baglanma sabiti degeri, T ¢ozelti
sicakligr ve R ideal gaz sabitidir. Her sistemin AH ve AS degerlerini hesaplama

amaciyla In K; degerine kars1 1/T grafigi (Sekil 3.19) ¢izilmistir.
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Sekil 3.19. (A) Aklonifen—HSA ve (B) Bifenoks—HSA etkilesimlerine ait Van't Hoff
cizelgeleri.

Van’t Hoff grafigi verilerinin (Sekil 3.19.A ve Sekil 3.19.B) dogrusal
regresyon analizleri kullanilarak olusturulan lineer grafiklerin egim ve kayma

degerlerinden sirasiyla AH ve AS degerleri hesaplanmistir.

Protein-ila¢ sistemindeki baglanma islemindeki Gibbs serbest enerji

degisiminin (AG) degerlerini hesaplamak i¢in Esitlik 3.5 kullanilmigtir.
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AG = AH —TAS (3.5)

HSA proteininin ACF ve BIF pestisit bilesiklerine baglanma prosesleri icin
elde edilen termodinamik degiskenlerin biiylikligii ve isareti, etkilesimin tiiriiyle
ilgili bilgi vermektedir. AG<O0 olusu reaksiyonun kendiliginden oldugunu ve AH<0
oldugu durumda reaksiyonun 1s1 veren (ekzotermik) oldugunu gostermektedir. AS ve
AH degerlerinin negatif olmasi durumu florofor ile sondiiriicti arasindaki etkilesimde,
hidrojen baglari1 ve van der Waals kuvvetlerinin ana faktorler oldugunu
gostermektedir. AS>0 olmasi halinde hidrofobik etkilesimlerin oldugu bilgisi elde
edilmektedir (Lakowicz, 2006).

Cizelge 3.15. Aklonifen—-HSA ve Bifenoks—HSA etkilesimlerine ait pH 7.4’te 4 farkli
sicaklikta gerceklestirilen ¢aligmalara ait termodinamik parametreler.

ACF BIF

Sicaklik (K) In K¢ AG AH AS In K¢ AG AH AS
(mol’L)  (kImol™)  (kJmol?) (kJ molt K (mol*L)  (kImol?)  (kImol?) (kI moltK?Y)
288 9,76 -23,40 7,60 -12.17
293 11,37 -27,72 9,21 -17.67
298 12,76 -32,04 22588 0.8 11,51 -23.17 304,63 L
303 14,48 -36,35 13,84 -28.67

ACF-HSA ve BIF-HSA komplekslerinin olusumunu ve floresans sonuglarini
dogrulamak amaciyla UV-Vis absorpsiyon spektroskopisi kullanilmistir. Ciinkii
pestisit etkilesimine bagli olarak HSA absorpsiyon spektrumundaki degisiklikler,
hem sonlimleme siirecinin gostergesi hem de pestisit ile HSA arasinda bir
kompleksin olustugunun kanitidir. Sekil 3.20.a, artan ACF konsantrasyonlari ile
HSA'nin absorbans spektrumundaki degisiklikleri gostermektedir. HSA, yapisindaki
Triptofan (Trp) ve Tirozin (Tyr)’in mevcudiyeti nedeniyle 280 nm'de yiiksek bir
absorpsiyon zirvesi goriilmektedir. Artan ACF konsantrasyonlar1 ile HSA
absorpsiyon zirvesindeki azalig, HSA kromoforlarinin etrafindaki degistirilmis mikro
ortami agikca gostermektedir. Bu sonug, ACF-HSA etkilesim mekanizmasinin
dinamik soniimleme olarak smiflandirildigint ve  ACF ile HSA arasinda
komplekslesmenin meydana geldigini ortaya ¢ikarmistir. Benzer sekilde, artan BIF
konsantrasyonlar ile HSA absorpsiyon zirvesinde meydana gelen degisiklikler BIF-
HSA etkilesim mekanizmasimin da dinamik soniimleme olarak siniflandirildigim

ortaya koymaktadir (Sekil 3.20.b).
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Sekil 3.20. HSA’nin {izerine artan derisimlerde (A) Aklonifen ve (B) Bifenoks ilavesi
sonucu (en {ist spektrumdan alta dogru pestisit derisimi azalmaktadir.) UV-VIS
absorbsiyonu. Deneysel kosullar: [HSA] = 2 mg ml™; [ACF] = 13 nM-7.2 uM; [BiF] = 9.7
NM—4.6 uM; Aex = 280 nm; tampon ¢ozelti = PB 7.4; sicaklik = 298 K.
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4. TARTISMA

Toplam diinya niifusu giinden giine artmakla beraber niifus sayist artis1 kithik
oranini da negatif dogrultuda degistirmektedir. Kitligin artis1 ile iireticiler, Uriinlerini
zararlilardan korumak ve gelistirebilmek i¢in pestisitleri yaygin olarak
kullanmaktadir. Ancak, pestisitler hem {iriinde biraktiklar1 kalintilar hem de
ekosistemdeki kalintilar1 nedeniyle canlilarda ve c¢evrede olumsuz etkiye yol

agmaktadir.

Bu yiizden tez ¢alismasina konu pestisit Difenileter grubundan Aklonifen ve
Bifenoks pestisit bilesiklerinin HSA ile etkilesimi ve idrarda analizi igin
spektroflorometrik ve kromatografik yontemler kullanilarak arastirma yapilmis ve en
uygun yontemler gelistirilmeye ¢alisilmistir. Bu aragtirmalar sonucunda asagida yer

alan sonuglar elde edilmistir.

Oncelikle ACF ve BIF pestisit bilesiklerinin kimyasal dzellikleri incelenmistir.
Iki pestisit etken maddesinin YPSK ydntemi ile es zamanl analizi i¢in en uygun
kromatografik kosullar belirlenmeye calisilmistir. Hareketli faza en uygun organik

¢Oziicii ve tampon ¢oziicii yiizdeleri i¢in denemeler gergeklestirilmistir.

Calismalar sonucunda tampon c¢ozelti olarak amonyum asetat ve organik
¢oziicli olarak asetonitril se¢ilmesine karar verilmistir. Amonyum asetat ¢ozeltisi 10
mM olarak hazirlanarak asetonitril ¢ozeltisi ise saf halde gradiyent halde sisteme

verilmistir. Asetonitril ylizdesi denemeleri sirasiyla 90, 85, 80, 75, 65 oranlarindadir.

Yapilan denemeler sonucunda azalan asetonitril oran ile analiz siiresi, ayrim

giicii ve kolon etkinliginde artis gézlenmistir.

Tampon ¢ozeltinin ve organik ¢dziiciiniin yiizdelerinin belirlenmesi ¢alismalari

sonucunda hem kabul edilebilir degerlerde ayrim saglayabilmek hem de daha az
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organik atik kullanabilmek amaciyla hareketli faz bilesimi asetonitril 10 mM-

Amonyum asetat (75:25, h/h) olarak belirlenmistir.

Tez c¢alismasinda gelistirilmeye calisilan yontemde hareketli faz bilesimi
belirlendikten sonra kolon sicakligi, akis hizi ve enjeksiyon hacmi sabit tutularak

farkli kolonlarda denemeler yapilmistir.

Bu kolonlarin 6zellikleri secilirken partikiil boyutu, farkli paketleme
materyalleri ve kolon uzunlugu gibi parametrelerin analiz sonuglarina etkisini
inceleyebilmek hedeflenmistir. Analize en uygun kolonun Kinetex Evo C18 (150

mm X 4,6mm x 5 um) olacagi anlasilmistir.

YPSK yonteminde kolon sicakliginin degismesi analizin siiresini, pikin seklini
ve sistem uygunluk parametrelerinin birgok parametresini etkilemektedir. Kolon
sicakligi denemeleri 25 °C, 35 °C ve 45 °C’de yapilmistir. Analizler sonucunda i
sicaklik degerinin birbirine yakin analiz siiresine sahip oldugu, birbirine yakin
degerlerde ayrim giicii oldugu ve etkinlik sagladigi goriilmiistiir. Yontem
gelistirilirken fazladan enerji harcanmamasi adma kolon sicakligi 25 °C olarak

belirlenmistir.

YPSK yonteminde siklikla amonyum asetat ve amonyum format tampon
cozeltileri tercih edilmektedir. Yontem optimizasyonu esnasinda amonyum astetat ile
yapilan denemeler amonyum format i¢in de tekrarlanmistir. Amonyum asetat
tamponunun teorik tabaka sayis1 degeri amonyum format tamponundan daha yiiksek
oldugu i¢in analiz verimliligi agisindan amonyum asetat tamponu segilerek devam

edilmistir.

Kolon denemeleri esnasinda 1 mL/dk akis hizinda yapilan denemelerde
Kinetex Evo C18 (150 x 4.6 mm, 5 um) kolonda 44 bar basing gozlenmistir. Akis
hiz1 arttirilarak analiz siiresi azaltilmaya ¢alisilmistir. Bu amagcla 0,8, 1, 1,2 ve 1,4

mL/dk akis hizlarinda denemeler gergeklestirilmistir. SUT parametreleri géz Oniine
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almarak 1,2 mL/dk akis hizinda 2,74 dakika siiresince iki pestisit maddesinin de

analiz edilebilecegi goriilmustiir.

Optimizasyon c¢alismalarindaki son adimda tampon ¢o6zelti pH’sinin analiz
sonucuna etkisi incelenmistir. Tampon ¢ozelti pH’s1 asetik asit ilavesi ile 5,0 ve
sodyum hidroksit ilavesiyle 8,8’¢ ayarlanmistir. Deneme ¢alismalar1 esnasinda 5,0,
6,8 ve 8,8 olmak iizere ili¢ farkl1 pH’da analiz siiresi, teorik tabaka sayis1 ve ayirim
giicii dikkate alindiginda en uygun pH’nin 6,8 oldugu sonucuna varilmistir. Bu

sebeple pH’in degismemesine karar verilmistir.

Gelistirilmis olan YPSK yOnteminin optimizasyon c¢aligmalar1 sonrasi,
optimize yontemin SUT parametreleri belirlenmis olup, bu parametreler
dogrultusunda gelistirilmis olan yontemin uygulanabilir oldugu kanitlamis olup,
yontem validasyonu calismalar1 gerceklestirilmistir. Yontem validasyonu esnasinda

¢Oziicli, idrar ve serumda 5 tekrarli analiz gerceklestirilmistir.

Coziicii i¢inde gergeklestirilen analizlerde ACF ve BIF icin sirasiyla dogrusal
aralik 0,001- 1 ppm, teshis sinir1 sirastyla 3,2x107 ve 3,0x107 ppm, tayin alt sinir1
ise kabul edilen %BSS smnirlar icinde (<%2) ikisi i¢in de 1,0x10° ppm olarak
bulunmustur. S6z konusu yontemin korelasyon katsayisi sirasiyla 0,991 ve 0,994
olarak elde edilmistir. Coziiciide gergeklestirilen analizler igin giin igi
tekrarlanabilirlik (%BSS) degerleri 0,81 ve 0,75 bulunmus olup giinler arasi tekrar
edilebilirlik degeri 1,21 ve 1,11 seklinde elde edilmistir.

Idrar ortaminda gerceklestirilen analizlerde ACF ve BIF igin sirastyla dogrusal
aralik 0,01- 0,5 ppm, teshis sir1 2,97x10° ve 3,11x10° ppm, tayin alt s ise
kabul edilen %BSS smurlari iginde (<%2) ikisi i¢in de 1,0x10% ppm olarak
bulunmustur. S6z konusu yontemin korelasyon katsayisi sirasiyla 0,996 ve 0,998
olarak elde edilmistir. Coziiclide gerceklestirilen analizler icin giin i¢i
tekrarlanabilirlik (%BSS) degerleri 0,95 ve 1,11 bulunmus olup giinler arasi tekrar
edilebilirlik degeri 1,34 ve 1,48 seklinde elde edilmistir.
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Serumda gerceklestirilen analizlerde ACF ve BIF igin sirastyla dogrusal aralik
0,01- 0,5 ppm, teshis sinir1 2,86X10'3 ve 3x107 ppm, tayin alt sinir1 ise kabul edilen
%BSS sinirlart icinde (<%?2) ikisi i¢in de 1,0x10% ppm olarak bulunmustur. S6z
konusu yontemin korelasyon katsayisi sirasiyla 0,996 ve 0,998 olarak elde edilmistir.
Coziiciide gerceklestirilen analizler i¢in giin i¢i tekrarlanabilirlik (%BSS) degerleri
0,92 ve 1,00 bulunmus olup giinler arasi tekrar edilebilirlik degeri 1,27 ve 1,39
seklinde elde edilmistir.

ACF ve BIF pestisit bilesiklerinin numunelerinin bozundurma f{iriinlerinin
analize etkisinin tespiti i¢in bozundurma g¢alismalar1 yapilmistir. Pestisit bilesiklerine
ait numuneler hafif stres kosullarinda incelenmistir. Bu dogrultuda 0,1 M HCI ve 1
M HClI ile asit hidrolizi, 0,1 NaOH ve 1 M NaOH ile baz hidrolizi ve % 0,3 H,0, ve
% 3 Hy0, ile oksidasyon, sicak su banyosunda bekletme ve 254 nm UV 151k

banyosunda bekletme kosullarinda ¢alismalar gergeklestirilmistir.

ACF igin asit ile hidroliz kosullarinda 0,1 M HCI i¢in 12. saatten sonra
bozunmaya baglamig, baz ile hidroliz ve UV 1sik banyosunda bekletme
denemelerinde pestisit bilesiginde belirgin bir bozunma goézlenmemistir. Sicak su
banyosunda bekletme sonucunda 3. saatin sonunda, %0,3 H,0, ile oksidasyonda 3.

saatin sonunda bozunma yiizdelerinde belirgin bir artis gézlenmistir.

BIF igin ise, asit hidrolizinde ve UV 1s1k banyosunda bekletme kosullarinda
belirgin degisim gozlenmezken sicak su banyosunda 3. saatin sonunda ve %0,3 H,0,
ile oksidasyon denemesinde 6. saatten sonra bozunma yiizdesinde belirgin bir artig

gozlenmistir.

Gelistirilen yontemin gecerliliginin kanitlanabilmesi igin gerekli olan yontem
gecerlilik testlerinin parametreleri sec¢ilmis ve parametrelerin gecerlilik kriterleri
dikkate alinmistir. Bu amagcla validasyon calismalarinda dogrusal aralik, duyarllik,
kesinlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik gibi parametreler bulunduktan sonra bu
parametreler istatistiksel olarak degerlendirilmis, gelistirilen yontemin dogrulugunun

bulunabilmesi igin yapilan calismalarda ACF ve BIF igeren pestisit numuneleri,
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serum ve idrar numuneleri iizerine ilave edilerek ilave edilen etken maddeler ile geri

kazanim ¢alismalar1 yapilmis ve gerekli parametreler hesaplanmustir.

Sonug olarak, ACF ve BIF pestisit bilesiklerinin es zamanl olarak YPSK
yontemi ile analizi Kinetex Evo C18 (150 X 4.6 mm, 5 um) kolonda, 25 °C kolon
sicakliginda ve 1,2 mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir. Kullanilan hareketli fazin
icerigi asetonitril: 10 mM amonyum asetat tamponu, 75:25 (h/h) dir. Calisma yapilan
dalga boyu 305 nm olarak secilmis ve enjeksiyon hacmi 10 pL’dir. Bu kosullarda
ACF ve BIF’un alikonma zamanlar1 sirasiyla 2,24 ve 2,74 dakika olarak elde
edilmistir. Gelistirilen yontemde Aklonifen ve Bifenoks i¢in dogrusal aralik 0,001- 1
ppm, teshis siuri sirastyla 3,2x102 ve 3,0x10” ppm, tayin alt sinir1 ise kabul edilen

%BSS simairlart iginde (<%?2) ikisi i¢in de 1,0x10° ppm olarak bulunmustur.

Tez ¢alismalarinin ikinci boliimiinde kullanilan pestisit bilesiklerinin HSA ile

etkilesimi i¢cin UV ve floresans spektrometre cihazlarinda ¢aligilmistir.

Bu kapsamda fosfat tamponu igerisinde pH 7,4’te HSA konsantrasyonu sabit
tutularak ACF ve BIF konsantrasyonu degistirilerek floresans ve UV spektrumlari
alinmigtir. Floresans spektroskopisi ile elde edilen verilerde artan ACF ve BIF
konsantrasyonlarina bagl olarak HSA’nin floresans siddetinin azaldigi goriilmistiir.
Buna bagl olarak ACF-HSA ve BIF-HSA molekiileri arasinda etkilesimin meydana
geldigi, bu etkilesimin farkl sicakliklarda Stern-Volmer denklemine gore incelenmis
ve artan sicaklikla Kgy nin artis gosterdigi ve ACF ve BIF i¢in dinamik séniimleme

mekanizmasinin oldugu sonucuna varilmaistir.

ACF ve BIF ile HSA arasindaki kompleks olusumunu géstermek ve floresans
verilerini dogrulamak icin UV-vis absorpsiyon spektroskopisi ile de oSl¢limler
gerceklestirilmistir. Clinkii ligand baglanmasina bagli olarak HSA’ nin absorpsiyon
spektrumundaki degisiklikler hem soniimleme igleminin gostergesi hem de ligand ile
protein arasinda bir kompleksin olustugunun kanitidir. Elde edilen sonuglarindan,
artan pestisit konsantrasyonlar1 ile HSA'nin absorbans spektrumunda herhangi bir

degisim olmamasi, etkilesim mekanizmasinda dinamik soniimlemenin baskin
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oldugunu ve calisisan pestisitler ile HSA arasinda komplekslesmenin meydana

geldigini gostermektedir.

ACF-HSA ve BIF-HSA etkilesimleri i¢in log(Fo.F) /F’ye kars1 log [Pestisit]
grafiklerindeki verilerin lineer regresyon analiziyle islenmesi sonucunda elde edilen
dogrusal grafiklerin egim ve kesisim degerleri araciligiyla “K¢” ve “n” degerleri
hesaplanmistir (Oda sicakliginda, pestisitlerin HSA ile baglanma afiniteleri ACF—
HSA kompleksi i¢in Ki=3,47 x 10° M*; BIF-HSA kompleksi icin Kf =1 x 10°> M
olarak bulunmustur). ACF ve BIF pestisitlerinin HSA proteinlerine baglanma islemi
i¢in baglanma sabiti degerleri, artan ortam sicakligi ile artmaktadir. Protein-pestisit
sisteminde artan sicaklik ile baglanma sabitinin degerindeki artma, kararsiz
bilesenlerin ~ kismi  ayrismasindan ve  yapmin  kararsiz  karakterinden
kaynaklanmaktadir. ACF ve BIF pestisitlerinin HSA proteini {izerine baglanma yeri

say1st olan “n” degerinin tim sicakliklarda 1’e yakin olmasi nedeniyle 1 tanedir ve

pestisit baglanma yeri miktar1 sicakligin yiikselisiyle ciddi oranda degismemektedir.

Farkli sicakliklar kullanilarak elde edilen termodinamik parametreler (AG, AH,
AS), ACF-HSA ve BIF-HSA arasindaki etkilesimde giiglii hidrofobik etkilesimlerin
etkin oldugu goriilmiistiir (ACF-HSA kompleksi icin AS= +0,864 kJ mol K™, AH =
225,43 ki mol™ ve BIF-HSA kompleksi i¢in AS= + 1,11 kJ mol K™, AH = 304,63
kJ mol™). Her iki sistem igin Gibbs serbest enerji degisimin pozitif olmasi
molekiiller arasindaki etkilesimin endotermik gergeklestigini gostermistir (Oda
sicakliginda ACF-HSA kompleksi igin AG=—32,04 kJ mol ™ ve BIF-HSA kompleksi
icin AG=— 23,17 kJ mol™).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada, difenileter herbisitlerden Aklonifen ve Bifenoks pestisitlerinin
YPSK yontemi kullanilarak es zamanli analizi gerceklestirilmistir. YPSK ile
geligtirilen yontem i¢in gerekli parametreler optimize edilerek validasyonu
tamamlanmistir. Bu amagla analiz i¢in en iyi kosullarin belirlenebilmesi i¢in mobil
fazda organik ¢oziicli yiizdesi, tampon ¢ozelti molaritesi, sabit faz, akis hizi, sicaklik

ve pH gibi parametrelerin denemeleri yapilmistir.

Literatiir taramalarinda ACF ve BIF pestisit bilesiklerinin biyolojik
numunelerden ayni anda tayininin gergeklestirilmesi i¢in herhangi bir ¢alisma
bulunmadig icin ¢alisilan bu iki pestisitin ayni anda analizinin gergeklestirilmesi ve
biyolojik numunelerde uygulamalarinin yapilmasi ¢alismanin 6zgiinliigiine dikkat

¢ekmektedir.

Sonug olarak, elde edilen verilere gore, ACF ve BIF pestisit bilesiklerinin
eszamanl analizi i¢in hizli, hassas, kesin, uygulamasi kolay, dogru, ekonomik ve
herhangi bir 6n ayirma islemine gerek duyulmayan spektroflorometrik yontemle
birlestirilmis YPSK yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen analiz yontemi ile ilgili
olarak, ACF ve BIF pestisit bilesiklerinin saglikli insan idrarindan ve insan serum es

zamanli analizine bagariyla uygulanabilecegi diisiiniilmektedir.

Tez ¢aligmasina konu pestisit molekiillerinin biyolojik molekiiller ile etkilesimi
ve yeni molekiillerin tasarlanma amacinin daha derinden anlagilmasina katkida
bulunabilecek bu ¢alisma, ACF ve BIF &zelinde pestisitler basta olmak iizere farkli
molekiillerin biyolojik molekiiller ile baglanma mekanizmalarmi ve bu tiir
molekiillerin farmakolojik etkilerini anlamanin yani sira yeni ve etkili molekiillerin
yapisini tasarlamada daha fazla bilgi saglayarak arastirmacilara katkida bulunulacagi

distiniilmektedir.
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YPSK yontemine ilave olarak floresans spektroskopisi kullanilarak pestisit-
protein etkilesimi incelenmesi amaglanmistir. Cozeltinin sicakliginin artmasi pestisit-
protein sistemi i¢in Ksy degerlerini arttirmaktadir. Artan sicaklikla birlikte Ksy
degerlerinin artmasi, calisilan protein-pestisit sistemindeki floresans soniimleme

mekanizmasinin dinamik soniimlemeden kaynaklandigini gostermektedir.

HSA proteinin ACF ve BIF pestisit bilesiklerine baglanma prosesleri icin elde
edilen AS ve AH degerlerinin pozitif olmas1 (AG, AH, AS), ACF-HSA ve BIF-HSA
arasindaki etkilesimde giiclii hidrofobik etkilesimlerin etkin oldugu ve etkilesimin
endotermik oldugunu gostermektedir. (ACF-HSA kompleksi i¢in AS= +0,864 kJ
mol K™, AH = 225,43 kJ mol* ve BIF-HSA kompleksi i¢in AS=+ 1,11 kJ mol K"
! AH = 304,63 kJ mol ™)

Van 't Hoff esitligiyle hesaplanmis K¢ ve n degeri yardimiyla ACF ve BIF
pestisitlerinin HSA proteini iizerine baglanma yeri sayisi olan “n” degerinin tim
sicakliklarda 1°e yakin olmasi nedeniyle 1 tane olup pestisit baglanma yeri miktari

sicakligin yiikselisiyle ciddi oranda degismemektedir.

ACF ve BIF pestisitlerin HSA ile baglanmasinin spektroskopik yontemlerle ilk
kez incelenmesi bu pestisitlerin etki mekanizmalarinin belirlenmesi ve farkli
pestisitlerin de etki mekanizmalarmin degerlendirilmesinde yol gdstereci olmasi

acgisindan tez calismalarinin literatiire katkisidir.
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OZET

Difenileter Grubu Herbisitlerin Biyolojik Numunelerden Tayinine Yonelik Sivi
Kromatografisi Yontemi Gelistirilmesi ve Pestisit-Protein Etkilesimlerinin
Incelenmesi

Bu tez caligmas1 kapsaminda Aklonifen ve Bifenoks pestisit bilesiklerinin YPSK
yontemi kullanilarak analizi ig¢in gerekli parametreler bulunmus ve bu parametrelere bagh
olarak da es zamanli analizleri yapilmistir. Bu amagla hareketli faz organik ¢oziicii yiizdesi,
tampon ¢o6zelti molaritesi, kolon, akis hizi, sicaklik ve pH kullanilarak analizler igin en iyi
kosullar belirlenmistir.

Optimizasyon ve validasyon islemleri tamamlanarak gelistirilen yontemimizde
literatiirdeki bir¢cok analiz yontemine gore daha iyi ve etkin bir ayrim ve daha iyi geri
kazanim, teshis smir1 ve tayin alt sinir1 degerleri elde edilmistir. Hesaplanan validasyon
parametreleri dogrultusunda ise gelistirilen yontemin dogru, duyarli, kararli bir yontem
oldugu soylenebilmektedir.

Sonug olarak bulunan veriler dogrultusunda, Aklonifen ve Bifenoks pestisit
maddelerinin biyolojik numunelerden es zamanli analizi i¢in hizli, duyarl, kesin, kolay
uygulanabilir, dogru, ekonomik ve herhangi bir 6n ayirma islemi gerektirmeyen analiz
yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen analiz yonteminin biyolojik numunelerden bu
maddelerin es zamanli analizine basarili bir sekilde uygulanabilir oldugu istatistiksel olarak
gosterilmistir.

Ayrica kullanilan pestisit bilesiklerinin dolasim sisteminde ana tasiyici protein olarak
bulunan insan serum albiimini (HSA) ile etkilesimlerinin floresans spektroskopisi ve
hesaplamalar1  teknikleri ile incelenmesi amaglanmig, floresans ve absorbsiyon

spektroskopisinden elde edilen sonuglar ACF/BIF ve HSA arasindaki komplekslesmeyi
dogrulamustir.

Artan sicaklikla beraber Kgy degerlerindeki artis, HSA fliioresansinin ACF/BIF
kaynakli soniimlemesinin dinamik soniimleme oldugunu gostermistir. Oda sicakliginda,
pestisitlerin HSA ile baglanma afiniteleri ACF—-HSA kompleksi i¢in K¢=3,47 x 10 Mt
BIF-HSA kompleksi i¢in Kf =1 x 10° M? olarak bulunmustur. Sicaklik artigiyla
beraber baglanma sabiti degerlerinde artis gozlenmistir.

Termodinamik verilerin sayisal olarak degerlendirmesi (ACF-HSA kompleksi i¢in
AS= 10,864 kI mol *K™, AH = 225,43 kJ mol ™ ve BIF-HSA kompleksi i¢in AS= +
1,11 kJ mol*K™, AH = 304,63 kJ mol_l) sonucunda bulunan sonuglar, ACF-HSA ve
BIF-HSA komplekslerinin olusumunda hidrofobik baglarin daha etkili oldugunu
gOstermistir.

Anahtar Sozciikler: Analiz, Floresans, Pestisit, Protein, Sivi Kromatografisi.
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SUMMARY

Development of Liquid Chromatography Method for Determination of
Diphenylether Group Herbicides from Biological Samples and Investigation of
Pesticide-Protein Interactions

Within the scope of this thesis, the necessary parameters for the analysis of Aklonifen
and Bifenox pesticide compounds using the HPLC method were found and simultaneous
analyzes were made depending on these parameters. For this purpose, the best conditions for
analyzes were determined by using mobile phase organic solvent percentage, buffer solution
molarity, column, flow rate, temperature and pH.

In our method, which was developed by completing the optimization and validation
processes, a better and more effective separation and better recovery, diagnostic limit and
lower limit of determination values were obtained compared to many analysis methods in the
literature. In line with the calculated validation parameters, it can be said that the developed
method is an accurate, sensitive and stable method.

As a result, in line with the data obtained, a fast, sensitive, precise, easily applicable,
accurate, economical and does not require any pre-separation process has been developed for
the simultaneous analysis of Aklonifen and Bifenox pesticides from biological samples. It
has been shown statistically that the developed analysis method can be successfully applied
to the simultaneous analysis of these substances from biological samples.

In addition, it was aimed to examine the interactions of the pesticide compounds used
with human serum albumin (HSA), which is the main carrier protein in the circulatory
system, by fluorescence spectroscopy and calculation techniques, and the results obtained
from fluorescence and absorption spectroscopy confirmed the complexation between
ACF/BIF and HSA.

The increase in Ksy values with increasing temperature showed that the ACF/BIF
induced quenching of HSA fluorescence is dynamic quenching. At room temperature, the
binding affinities of pesticides with HSA were K=3.47 x 10° M™ for the ACF-HSA
complex; For the BIF-HSA complex, K; was found to be =1 x 10° M. An increase in the
binding constant values was observed with the increase in temperature.

Numerical evaluation of thermodynamic data (AS= +0.864 kJ mol K™ for ACF-HSA
complex, AH = 225.43 kJ mol " and AS= + 1.11 kJ mol ‘K™ for BIF-HSA complex The
results obtained as a result of AH = 304.63 kJ mol™) showed that hydrophobic bonds were
more effective in the formation of ACF-HSA and BIF-HSA complexes.

Keywords: Analysis, Fluorescence, Liquid Chromatography, Pesticide, Protein.
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