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ÖNSÖZ 

Pestisitlerin modern tarım yapılırken fazla miktarda kullanımı birçok 

dezavantajın ortaya çıkmasına neden olmuĢtur. Pestisitlerin zararlı etkilerinin tam 

olarak bilinmemesi ve buna bağlı olarak gerekli önlemler alınmadan pestisitlerin 

kullanımı ciddi sağlık sorunlarına neden olmaktadır. Pestisitlerin insanlara toksik 

etkilerinin yanı sıra bazılarının kansere neden olduğu da yapılan çalıĢmalarla ortaya 

çıkmıĢtır. 

Bu tez kapsamında Difenileter grubu herbisitlerden Aklonifen ve Bifenoks‟un 

sentetik serum ve idrar örneklerinden eĢ zamanlı analizi için ekonomik, çevreci, hızlı, 

kolay uygulanabilen, yüksek duyarlıklı, doğru ve kesin sonuçlar veren valide edilmiĢ 

bir analiz yöntemi geliĢtirilmiĢtir. En uygun analiz koĢullarının belirlenmesi için, 

sabit faz, hareketli faz bileĢimleri, farklı deriĢimlerde tampon çözelti, sıcaklık ve akıĢ 

hızı denemeleri yapılarak yöntem optimize edilmiĢtir. Optimum koĢulların 

belirlenmesinden sonra doğrusallık, doğruluk, kesinlik, seçicilik, teĢhis sınırı ve tayin 

alt sınırı gibi validasyon karakteristikleri belirlenerek yöntem valide edilmiĢtir.  

Proteinlere bağlanma, pestisitlerin dağılım metabolizmasını ve atılımını önemli 

ölçüde etkilemektedir. Bu kapsamda Aklonifen ve Bifenoks‟un insan serum albümini 

ile etkileĢimleri yüksek duyarlılık, yüksek seçicilik ve kolay kullanım gibi birçok 

avantajı nedeniyle, spektroskopik yöntemler ile incelenmiĢtir. Bu amaçla, Aklonifen 

ve Bifenoks‟un insan serum albüminine affinitesi belirlenmiĢtir ve etkileĢim 

termodinamiği kapsamlı bir Ģekilde incelenmiĢtir. 

Yüksek lisans eğitimime baĢladığımdan beri her daim yanımda olan, sabrı ve 

ilgisini hiç eksik etmeyen, bilgi ve tecrübeleri ile bana yol gösteren, değerli danıĢman 
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1. GĠRĠġ 

1.1. Pestisitlerin Tanımı 

Pestisitler Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) tarafından istenmeyen zararlıları 

öldürmek için kullanılan kimyasal bileĢikler olarak tanımlanmıĢ olup; Akarisitler, 

Ġnsektisitler, Herbisitler, Fungusitler, Rodendisitler, Bakterisitler gibi sınıflar 

Ģeklinde sıralanmaktadır (Kınacı, 2019). 

BirleĢmiĢ Milletler Gıda ve Tarım Örgütü‟nün (FAO) pestisit tanımında; 

“Ġnsan veya hayvanlarda oluĢabilecek hastalıkları taĢıyıcı; gıdaların, tarımsal 

ürünlerin, ahĢap ve ahĢap ürünlerinin veya hayvan yemlerinin üretimi, iĢlenmesi, 

taĢınması, depolanması ve/veya pazarlanması sırasında bu uygulamaları olumsuz 

etkileyecek her türlü zararlının önlenmesi, yok edilmesi veya kontrol altına alınması 

amacıyla veya hayvanlar üzerinde veya vücutlarında bulunabilecek zararlıların 

kontrol altına alınması amacıyla kullanılan maddelerdir. Bu tanım, ayrıca bitki 

büyümesini düzenleyici, yaprak dökücü, kurutucu veya meyve seyreltici veya ham 

meyvelerin dökülmesini önleyici etkenleri ve depolanma ve taĢınma sırasında ticari 

malların bozulmasını önlemek amacıyla hasat öncesi ve sonrası ürüne uygulanan 

maddeleri de kapsamaktadır.” olarak ifade edilmiĢtir (Kınacı, 2019). 

GeliĢmiĢ sayılmayan bazı ülkelerde yetersiz ve/veya sağlıksız besinlerin 

bilinçsizce tüketimi, dünya popülasyonunun hızlı artması ve tüketilebilir kaynakların 

sabit kalmaya devamı sonucu oluĢan besin yetersizliğini önlemek için günümüzde 

pestisit kullanımı yaygınlaĢmıĢtır (Kınacı, 2019). 

Pestisit kullanımının yaygınlaĢması sonucu ülkeler kapsamında pestisit 

kullanımının kontrol altında tutulabilmesi için yasalarla çeĢitli düzenlemeler 

(pestisitlerin ruhsatlandırılması, pestisitlerin imhası, pestisitlerin nakliyesi vd.) 

getirilmiĢtir. Dünyada pestisit kullanımını düzenleyen kuruluĢlara BirleĢmiĢ Milletler 

Tarım Örgütü (FAO), Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ), Amerika Çevre Koruma Dairesi 
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(U.S. Environmental Protection Agency, EPA) gibi kuruluĢlar örnek verilmektedir 

(Kınacı, 2019). 

Ülkemizde pestisit kullanımı bazı yasa ve yönetmeliklerle yürütülmektedir. 

Pestisit kullanımının yasal sınırları Bitki Koruma Ürünleri Kontrol Yönetmeliği, 

Eczacılar ve Eczaneler Hakkında Yönetmelik, Türk Gıda Kodeksi Pestisitlerin 

Maksimum Kalıntı Limitleri Yönetmeliği, Bitki Ürünlerinin Önerilmesi, 

Uygulanması ve Kayıt ĠĢlemleri Hakkında Yönetmelikleri ile belirlenmiĢtir (Kınacı, 

2019). 

1.2. Pestisitlerin Tarihçesi 

Elementel kükürt 4500 yıl önce Sümerler tarafından kullanılmıĢ olup bilinen 

ilk pestisittir.  Bilinen bir diğer pestitisit kullanımı ise M.Ö. 200 yıllarında Cato 

üzüm bağlarında kükürt dumanının kullanımıdır. Civa, kurĢun ve arsenik ise 

ekinlerdeki zararlı organizmaları ortadan kaldırmak amacıyla 15. yy‟a kadar 

kullanılmıĢtır. 17. yy süresince tütün yaprağından özütlenen 4 nikotin sülfat insektisit 

olarak kullanılmıĢtır. 19. yy‟da bitkilerin köklerinden doğal pestisitler olarak 

adlandırılan piretrum ve rotenon pestisitleri üretilmiĢtir. 1875 yılında Almanya‟da 

Zeidler diklorodifeniltrikloroetanı (DDT) bulmuĢtur, bu bileĢiğin pestisit özelliğini 

ise Ġsviçreli kimyacı Paul Mueller 1939 yılında belirlemiĢtir. 1940‟larda yapay 

pestisitlerin üretimi baĢlamıĢtır ve yaygın olarak kullanılmıĢtır. 1942‟de DDT‟nin 

piyasaya çıkması sonrası kullanımı oldukça yaygınlaĢmıĢtır. (Çakmak, 2013). 

1948-1951 tarihleri arasında yapılan çalıĢmalarda insan vücudunda ilk kez 

organik klorlu pestisit kalıntılarına rastlanmıĢtır (Kınacı, 2019). 

DDT metabolizasyon aĢamasında yavaĢ bir biçimde parçalanmaktadır. Bu 

durum sonucunda yaĢayan organizmaların vücudunda birikim gerçekleĢmekte ve söz 

konusu bileĢik gıda zincirine geçmektedir. Bu sebeple 1979‟lu yıllarda bileĢiğin 

kullanımı yasaklanmıĢtır (Çakmak, 2013). 
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Tarihte bir baĢka pestisit kullanımı ise II. Dünya savaĢı esnasında pestisit ürünü 

olan organofosfatlı paratiyon bileĢiğidir. Bu bileĢik Alman bilim adamlarının, 

kimyasal silah olarak sinir gazı üretmek istemeleri sonucu ortaya çıkmıĢtır. 

Racher Carson, „„Silent Spring‟‟isimli kitabında pestisitlerin zararlı olduğunu 

iddia etmiĢ ve bu konuda fazlaca çalıĢmalar yapıp ilk pestisit kitabını yazmıĢtır. 

Kitabın içeriğinde DDT ve klorlu hidrokarbonların çevresel faktörlere göstermiĢ 

olduğu dirence ve tüketilebilen hayvanların yağ dokusundaki birikimine ve insan yağ 

dokusundaki birikimi ve bu bileĢiklerin toksikolojik etkilerine dair açıklamalara yer 

verilmiĢtir. Daha sonradan DDT‟nin kanserojenik olduğu ispatlanmıĢtır. 1972‟de 

DDT‟nin kullanımı ABD‟de, Avrupa ülkelerinde ve Türkiye‟de yasaklamıĢtır 

(Kınacı, 2019). 

1.3. Pestisitlerin Fiziko-Kimyasal Özellikleri 

Pestisitlerin dağılımlarını ve hedefe eriĢimlerini etkileyebilecek bazı unsurlar 

mevcuttur. Pestisitlerin hava, toprak/tortu, su ve organizmalar arasında dağılımında 

pestisitlere ait bazı fizikokimyasal özellikler etki etmektedir (Mdeni ve ark., 2022). 

Pestisitlerin fizikokimyasal özelliklerinde etkili olan üç adet önemli katsayı 

mevcuttur, bunlar KAW (hava/su), KOW (oktanol/su) ve KOA (oktanol/hava), 

kimyasalların sıvı fazdaki çözünürlükleri (SA, SW, SO; mol m
−3

 olarak ifade edilir) 

olarak sıralanmaktadır (Mdeni ve ark., 2022). 

Pestisitlerin hidrofobikliği, aynı zamanda biyoakümülasyon 

değerlendirmesinde bir korelasyon özelliği olan ve tortu, organik karbon ve suda 

ayrıĢtırma için kullanılan KOW ile ölçülür. KOA, SA veya sıvı fazlı buhar basıncı (PL = 

SART, Pa), aerosollere adsorbe edilen organik bileĢikleri tanımlamak için kullanılan 

korelasyon özellikleridir. Bu formül pestisitlerin fizikokimyasal özelliklerinin 

değerlendirilmesinde kullanılmaktadır (Mdeni ve ark., 2022). 
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Sıcaklık gibi faktörler suda çözünürlüğü, Pv (buhar basıncı) ve KH'yi (Henry 

yasası sabiti) güçlü bir Ģekilde etkiler. Yaz mevsiminde, yüksek sıcaklıklar nedeniyle 

yüzey sularının ısınmasıyla pestisitlerin sudan havaya karıĢması daha fazla 

gerçekleĢmektedir (Mdeni ve ark., 2022). 

Yeni tasarlanacak olan aday pestisit moleküllerinin fizikokimyasal özellikleri, 

canlılar üzerinde yeni terapötik ajanlar kadar önemli role sahiptir. Öncelikle pestisit 

molekülleri, haĢereler tarafından absorbe edilmeli, hedef bölgeye taĢınmalı ve 

ardından hedef reseptörler veya enzimler ile etkileĢime girmelidir; molekülün 

hidrofobikliği, absorpsiyonu, taĢınması ve reseptörlerle etkileĢimi çok önemlidir. 

Pestisit molekülünün elektronik ve yapısal özellikleri de reseptör-ligand etkileĢimi 

için önemli faktörlerdir (Pereira ve ark., 2016). 

1960'lardan beri Kantitatif yapı-aktivite iliĢkileri (QSAR), farmasötiklerin ve 

pestisitlerin tasarımında yaygın olarak uygulanmaktadır. QSAR‟da biyolojik 

aktivitelerdeki değiĢiklikler, doğrusal serbest enerji iliĢkileri biçiminde bileĢiklerin 

yapısal özellikleri ile ilgili tanımlayıcılar kullanılarak istatistiksel olarak analiz edilir 

(Pereira ve ark., 2016). 

Çevresel faktörler bakımından önem arz eden yarı uçucu organik bileĢiklerin 

çoğu, kimyasal ve fiziksel özelliklerinden                 ötürü uzun mesafeli atmosferik taĢınıma 

maruz kalır. Buhar basıncı ve çözünürlük bu bileĢiklerin taĢınması sırasında ömrünü 

tanımlayan en önemli parametrelerdir. Ayrıca bu özellikler pestisit verimliliğini 

etkileyeceği için ilaçlama yapılırken göz önünde bulundurulmalıdır (Akamatsu, 2011 

ve Pereira ve ark., 2016). 

Pestisitler farklı ortamlarda farklı davranıĢlar gösterebilmektedirler. Bu 

maddelerin bozunmaları üç farklı Ģekilde gerçekleĢebilmektedir; mikroorganizmalar 

aracılığıyla biyolojik bozunma, çeĢitli kimyasallar aracılığıyla hidroliz, redoks vd. 

reaksiyonlara girmeleri sonucu kimyasal bozunma ve UV veya görünür ıĢık aracılığı 

ile bozunmaları sonucu fotokimyasal bozunma iĢlemi gerçekleĢmektedir. 
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Pestisit molekülünün biyolojik olarak birikimi ve yavaĢ bozunması durumunda 

molekül çevre üzerindeki etkisi bakımından daha agresif hale gelir (Pereira ve ark., 

2016). 

1.4. Pestisitlerin Sınıflandırılması 

Her türlü zararlıyı öldürmek için tasarlanmıĢ olan pestisitler, çeĢitli gruplara 

ayrılmaktadırlar. Pestisitlerin sınıflandırılması, toksisitesi veya tehlikeli etkileri, 

kullanımı veya amacı, kimyasal bileĢimi, etki Ģekli, nasıl veya ne zaman etki ettiği, 

formülasyonları, menĢei gibi çeĢitli kriterlere göre yapılmaktadır. Pestisitler 

genellikle kullanıldıkları zararlı grubuna ve yapısındaki aktif bileĢiklere göre 

sınıflandırılmaktadır. Bu sınıflandırmada üç temel pestisit grubu insektisitler, 

fungisitler ve herbisitlerdir (Çakmak, 2013). 

DSÖ pestisitlerin zararlı etkilerini halk sağlığı açısından incelemiĢ, buna göre 

sınıflandırmasını yapmıĢtır. Pestisitlerin sınıflandırılması hakkındaki bilgiler 

doğrultusunda pestisitlerin yasal olarak kullanımı en aza indirilerek halk sağlığının 

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

Pestisitler etkiledikleri canlı türlerine göre, kullanım alanlarına, etki Ģekillerine, 

kimyasal yapılarına göre farklı sınıflara ayrılmaktadır. Canlı türleri üzerindeki 

etkilerine ve kullanım alanlarına göre insektisitler, fungusitler, herbisitler, akarisitler, 

bakterisitler, molluskisitler, rodentisitler, nematisitler olarak sınıflandırılabilir. 

Hedefledikleri enzimlere göre pestisitler asetilkolinesteraz inhibitörleri, kitin 

sentezi inhibitörleri, ekdizon agonisti, GABA bloklayıcı, jüvenil hormon analoğu, 

antikoagülant, glutamin sentetaz inhibitörü, steroit demetilasyon inhibitörü, 

protoporfirinojen oksidaz inhibitörü, RNA- polimeraz, tiyol reaktantı, protein sentezi 

inhibitörü, fotosentetik elektron taĢıma inhibitörü, mitokondriyal solunum inhibitörü 

olarak sınıflandırılmaktadır (Aslan ve ark., 2021). 
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Kimyasal yapılarına göre pestisitler ise inorganik pestisitler, doğal organik 

pestisitler, sentetik organik pestisitler olarak sınıflandırılır (Çakmak, 2013). 

1.4.1. Herbisitler 

Tarımsal üretim yapılan alanlarda bulunması istenmeyen bitkilere yabancı ot, 

yabancı otları öldürmek için kullanılan kimyasal maddelere ise herbisit denir. 

Herbisit, Latince bitki (Herb-) kelimesinden türetilmiĢtir ve bitki öldürücü anlamına 

gelmektedir. Herbisitler kullanılarak üretimi yapılan kültür bitkileri kültür bitkilerine 

zararlı pek çok bitki patojenin/böceklerin bitkiye konukçuluk etmeleri önlenir. 

Herbisitler kullanım amaçları, etki mekanizması, kimyasal yapıları, bitki bünyesinde 

taĢınma Ģekli, uygulama yerleri ve dönemlerine göre farklı Ģekillerde 

sınıflandırılmaktadır. Herbisitler fenoksi asit türevleri, bipiridil türevleri, üreler ve 

tiyoüreler, triazinler ve triazoller, anilinler, karbamatlar, difenileterler, 

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

1.4.1.1. Difenileterler 

Bitkilerdeki klorofil sentezinde rol oynayan enzimlerden Protoporfirinojen 

Oksidaz (PPO) enzimi, pestisitlerin kullanımında inhibisyonu hedeflenen önemli 

enzimlerden biridir (Jakubek ve ark., 2021). 

Protoporfirinojen oksidaz enzimini inhibe eden pestisit grubuna difenileter 

grubu pestisitler adı verilmektedir. Bu herbisitler yabani ot çıkıĢını kontrol etmek 

amacıyla kullanılır (Zhao ve ark., 2022). 

Difenileter grubu herbisitler ıĢık varlığında aktive olarak fotosentez ve 

fotofosforilasyonu inhibe etmektedir. Bu herbisitler ciltte ve gözlerde ciddi tahriĢe 

yol açmaktadırlar. Asiflorfen, Aklonifen ve Bifenoks difenileter grubu herbisitlere 

örnek verilebilir (Aslan ve ark., 2021). 
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1.4.2. Herbisitlerin Çevrede Kalıntı Süresi ve Parçalanması 

Pestisitler uygulama sonrasında %0,015- 6,0 oranlarında hedeflendikleri 

organizmalara ulaĢabilmekte, %94-99,9‟luk kısım ise tarım ekosisteminde hedef 

olarak belirlenmemiĢ organizmalara, toprağa veya akıntı gibi etkenlerle su 

kaynaklarına karıĢmaktadır (Yıldız ve ark., 2005 ve Atabey, 2016). 

Pestisit bileĢikleri uygulana alanlarından çeĢitli sebeplerle yer 

değiĢtirebilmekte ve eriĢtikleri alanlarda çevre sorunlarına neden olmaktadırlar. 

Bunlardan bazıları pestisitlerin buharlaĢma sonucu atmosferde kalıcı toksik madde 

birikimine yol açması, fotokimyasal reaksiyona uğrayarak reaksiyon sonucu toksisite 

oluĢturması, toprakta tutulan pestisitlerin toprak içinde kimyasal ve mikrobiyolojik 

birikime uğrayarak toprakta kirliliğe yol açması, su akıntıları ile topraktan 

sürüklenen pestisitlerin nehir, göl ve deniz sularını kirletmesi gibi sorunlardır 

(Akçan, 2008). 

Bu nedenle pestisit bileĢikleri, doğal besin zincirinde yer alan bütün canlıların 

hayatını tehdit etme potansiyeline sahip olan kimyasallardır (Yazgan, 1997). 

FAO (Dünya Tarım Örgütü) ve DSÖ (Dünya Sağlık Örgütü) isimli örgütler 

gıdalardan insanlara geçen pestisit miktarlarını belirlemek için pestisit kalıntı 

komitesini kurmuĢtur. Bu komitenin kuruluĢ amacı pestisitin tanımlanması ve 

bilimsel araĢtırmaların sonucunda gıdalarda bulunan pestisit kalıntılarının alt ve üst 

miktar limitlerinin belirlenmesidir (Kınacı, 2019). 

Pestisitler, FAO ve DSÖ tebliğlerinde belirtilen dozlardan farklı 

uygulandığında, ilaçlama gereğinden fazla uygulandığında ve/veya gereksinim 

olmadan uygulandığında pestisit bileĢiklerinin gıda ürünlerindeki kalıntı miktarları 

artmaktadır (Kınacı, 2019). 
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Birden fazla pestisitin bir arada kullanılması veya son uygulama ile hasat 

arasındaki süreye dikkat edilmeden uygulanması sonucu hasat yapıldığı zamanlarda 

ürünlerdeki pestisit kalıntısı oranında artıĢ gözlenmektedir (Kınacı, 2019). 

DSÖ ve Türk Gıda Kodeksi pestisitlerin uygulanmasında dikkat edilecek 

kuralların belirlenmesi ve pestititlerin kalıntı miktarının tespitinde önemli role 

sahiptir (Kınacı, 2019). 

1.5. Pestisitlerin Biyolojik Sistemler Üzerine Etkileri 

Pestisit kullanımının toksisitesi hakkındaki çalıĢmalar incelendiğinde çoğu 

genotoksik çalıĢmanın geliĢmiĢ ülkelerde yapılmıĢ olduğu görülmektedir (Rodrigues 

ve ark., 2022). 

Oysa geliĢmekte olan ülkelerde pestisit kullanımının daha yaygın olduğu 

bilinmektedir. GeliĢmiĢ ülkelerde odak noktası esas olarak kontrollü tarım 

sistemlerinde çalıĢan iĢçiler iken, geliĢmekte olan ülkelerde kontrolsüz tarım 

ortamında çalıĢan küçük ölçekli çiftçiler hakkında sınırlı bilgi mevcuttur. Pestisitlerin 

olumsuz sağlık etkileri hakkında sınırlı bilgiye sahip olan çiftçiler tarafından uygun 

olmayan pestisit uygulaması, yüksek maruziyet riskine iĢaret etmektedir (Jallow ve 

ark., 2017). 

Pestisit uygulayıcılarının mesleki pestisit maruziyeti, yeterli bilgi donanımına 

sahip olmayan uygulayıcıların pestisit kullanımı esnasında pestisite maruz kalması 

gibi durumlar pestisitlerin genotoksisiteye yol açma ve insan biyolojik matrislerinde 

birikime sebep olması nedeniyle önem arz etmektedir (Jallow ve ark., 2017). 

Pestisitlere sürekli ve ölümcül dozda olmayan maruziyet, oksidatif stres, 

mutajenite ve hücre ölümü ile iliĢkilendirilmektedir. Pestisitlere maruz kalma, 

biyolojik matrislerden özellikle DNA‟nın spesifik alanlarına bağlanarak her 
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maruziyet sonrası artan düzeyde DNA hasarına yol açmaktadır (Koureas ve ark., 

2014). 

Pestisitler genellikle kombinasyon halinde ve yüksek deriĢimli formlarda 

kullanıldıklarında DNA hasarına neden olmaktadır. Pestisit metabolitleri insan 

kanında, idrarda, tükürüğünde ve sütünde tespit edilebilmektedir (Kapeleka ve ark., 

2021). 

Pestisit uygulaması esnasında pestisit uygulanan ürünün tarlada ve depolama 

sürecinde zararlı organizmalardan kaynaklı ürün kayıplarının önlenmesinde etkili 

olmasına, insan tüketimi için pestisit uygulanan ürünlerde kalıntı olmamasına, 

pestisitin ekosisteme mümkün olduğunca az zararı olmasına, pestisitin yok edilmek 

istenen zararlıya karĢı “selektif toksisite” gösterip diğer canlılara karĢı toksisite 

göstermemesine dikkat edilerek pestisitlerin biyolojik sistemler üzerine maruziyeti 

azaltılabilir (Özhan, 2014). 

Pestisit kullanımında verimliliğin sağlanabilmesi için çeĢitli faktörlere dikkat 

edilir. Pestisit uygulaması yapılırken yok edilmek istenen zararlının en zayıf ya da en 

hassas olduğu döneminde ilaçlama yapılarak ilacın etkinliğinin arttırılması sağlanıp 

daha az sayıda ilaç kullanılır, ilaçlama maliyeti azaltılarak bunun bir sonucu olarak 

çevre ve gıda güvenliğine katkı sağlanabilir (Tiryaki, 2017).   

Türkiye‟de pestisit kullanımının baĢlamasının akabinde bazı zehirlenmeler 

gözlemlenmiĢtir. Bursa ilinde paration ile kontamine Ģeftali sonucu zehirlenme 

vakası, Ġzmir ilinin ÖdemiĢ ilçesinde paration ile kontamine karpuzun tüketimi 

sonucu zehirlenme vakası, Alanya ilinde pestisit ile kontamine çiçeklere çıplak el ile 

dokunma sonucu zehirlenme vakası örnek olarak verilebilir (Özhan, 2014). 
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1.6. Pestisitlerin Metabolizması 

Pestisitler herhangi bir yolla vücuda alındıktan sonra Faz I reaksiyonları ile 

(Oksidasyon, Ġndirgenme, Hidroliz, Hidratasyon, Detiyoasetilasyon, Ġzomerizasyon) 

tepkimeye girerek sonrasında Faz II reaksiyonları ile (Glukuronidasyon, Sülfatasyon, 

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

Pestisitler metabolizasyonları esnasında karaciğerde sitokrom P450 

monooksijenazlar tarafından Faz I aĢamasında oksidasyona uğrayarak yarı ömrü kısa 

olan bileĢiklere dönüĢmekte, değiĢime uğrayan pestisitler glukuronik asitle ya da 

glutatyon (GSH) ile Faz II aĢamasında konjugasyona uğramaktadır. 

Biyotransformasyon sonucunda biyoaktivasyona uğraymıĢ olan pestisit metabolitleri 

DNA, protein gibi makromoleküllere bağlanarak biyolojik yarı ömürlerini 

arttırmaktadır (Domingues ve ark., 2010). 

Pestisit metabolitlerinin DNA ya da nörolojik bakımdan önem teĢkil eden 

esterazlara bağlanmasıyla onkojenik toksisite ya da nörotoksisite ortaya çıkmaktadır 

(Vakonaki ve ark., 2013). 

Pestisitlerin biyotransformasyonda yer alan enzimlerden sitokrom p450 

redüktaz (CYP450) enzimi birçok memelide ve böceklerde bulunan hepatositlerde 

bulunan bir hemoprotein olup ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda görev 

almaktadır. Birçok pestisit sınıfı bu enzimi indüklemektedir (Abass ve ark., 2012). 

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

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

Udp-glukuronil transferaz (UDP) enzimi, ilaçlar, bilirubin, steroid hormonlar, 

v.b. gibi maddelerin glukoronik asitle konjugasyonunda rol almaktadır. Pestisitlerin 

metabolizasyonu ġekil 1.1‟de gösterilmiĢtir (KurutaĢ ve Kılınç, 2003). 
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ġekil 1.1. Pestisitlerin metabolizasyon Ģeması (KurutaĢ ve Kılınç, 2003). 

1.7. Pestisitlerin Biyolojik Sistemler Üzerine Toksisitesi 

Pestisitlerin toksisitesi esas olarak doz ve zaman olmak üzere iki faktöre 

bağlıdır. Bu faktörler kapsamında, maddenin ne kadarının dahil olduğu (doz) ve 

maddeye ne sıklıkta maruz kaldığı (zaman) akut ve kronik toksisite olmak üzere iki 

farklı toksisite tipine yol açmaktadır (Akashe ve ark., 2018). 

Akut toksisite, bir pestisitin kısa süreli maruziyetten sonra insan, hayvan veya 

bitki için ne kadar zehirli olduğunu ifade etmektedir Yüksek akut toksisiteye sahip 

bir pestisit, çok küçük miktarlarda bile ölümcüldür. Akut toksisite, oral toksisite, 

dermal toksisite ve inhalasyon toksisitesi olarak ölçülmektedir (Akashe ve ark., 

2018). 

Pestisitlerin kronik toksisitesi iki farklı kriter ile değerlendirilmekte olup kabul 

edilebilir günlük alım ve maksimum kalıntı limitleri olmak üzere ikiye ayrılmaktadır. 

Kabul edilebilir günlük alım (Acceptable Daily Intake, ADI) bir kiĢinin bir kg 

vücut ağırlığı baĢına bir günde alabileceği kabul edilebilecek düzeydeki günlük 

pestisit bileĢiği miktarını mg/kg/gün olarak ifade eden değerdir (Tiryaki ve ark., 

2010). 
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ĠĢlenmiĢ ürünlerde pestisitlerin bıraktığı izlere "kalıntı" denir. Maksimum 

kalıntı seviyesi (MRL), pestisitlerin doğru bir Ģekilde uygulandığında yasal olarak 

tolere edilebilen en yüksek pestisit kalıntısı seviyesidir (Tiryaki, 2017).   

Maksimum kalıntı limitleri (Maximum Residue Limit, MRL) iyi tarım 

uygulamaları kapsamında pestisitler doğru bir Ģekilde uygulandığında gıda 

maddelerinde, yem içinde veya üzerinde bulunmasına izin verilen en fazla pestisit 

miktarını(mg/kg) ifade eden değerdir. Bazen MRL yerine (özellikle gıdalarda) 

bulaĢanlar için “müdahale limiti (action limit)” terimi kullanılmaktadır. Zaman 

zaman da üründe tolere edilebilen en az pestisit içeriği anlamında “tolerans” terimi 

kullanılmaktadır (Tiryaki, 2017).   

Vücutta metabolize olan pestisitler metabolizasyon sonrasında çeĢitli toksik 

etkilere yol açmaktadır. Bu etkiler vücut ve organ ağırlıklarına etki, hematolojik 

toksisite, immünotoksik etki, dermal etki, biyokimyasal etki, teratojenik ve mutajenik 

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

Canlı organizmaların hedeflendiği tarımsal mücadele ilaçları, insanlarda da 

etkiye yol açarak kronik toksisiteye neden olmaktadır. Pestisitler sıklıkla sinir sistemi 

üzerinde çeĢitli nörolojik defektlere yol açmakta, solunum sisteminde akciğer 

dokusunda ve solunum organlarında hasara yol açmaktadır. Kardiyovasküler 

sistemde, karaciğerde, böbreklerde, gastrointestinal sistemde, dolaĢım sisteminde, 

deride, gözde çeĢitli semptomların oluĢmasına yol açmaktadır (KurutaĢ ve Kılınç, 

2003). 

1.8. Tez Kapsamında Kullanılan Pestisit Maddelerine Ait Bilgiler 

Tez çalıĢması kapsamında protoporfirinojen oksidaz inhibitörü etkili difenileter 

grubu herbisitlerden Aklonifen (ACF) ve Bifenoks (BĠF) isimli pestisit etken 

maddeleri ile çalıĢılmıĢtır. 
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1.8.1. Aklonifen’in Özellikleri 

ACF, ayçiçeği, patates, mısır ve buğday ekinlerinde yaygın olarak kullanılan 

bir difenileter herbisitidir. Yarı ömrü uzun olduğu için kalıcı kabul edilmektedir ve 

çevrede kolayca birikebilmektedir (Park ve ark., 2022). 

Sarı renkli kristalize bir tozdur. Organik çözücülerde iyi çözünür. Suda 

çözünürlüğü oldukça düĢüktür.  

Kapalı Formülü: C12H9ClN2O3 

Molekül Ağırlığı: 264,66 

 

ġekil 1.2. Aklonifen‟in kimyasal yapısı. 

1.8.2. Bifenoks’un Özellikleri 

BĠF, metil 5-(2,4-diklorfenoksi) 2-nitrobenzoat formülüne sahip olup, tahıl, 

pirinç, buğday ve arpada bulunan geniĢ yapraklı ve otsu otlar için tarımsal 

faaliyetlerde kullanılan selektif ve sistemik bir herbisittir. Ayrıca, BĠF bir 

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

Beyaz veya açık sarı renkli kristalize tozdur. Organik çözücülerde iyi çözünür. 

Suda çözünürlüğü 0,35 mg/L‟dir. 

Kapalı Formülü: C₁₄H₉Cl₂NO₅ 
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Molekül Ağırlığı: 342,1 g/mol 

 

ġekil 1.3. Bifenoks‟un kimyasal yapısı. 

1.9. Literatür Ġncelemesi 

Literatür çalıĢmaları incelendiğinde, su ve toprak gibi farklı örneklerden ACF 

ve BĠF tayini için elektrokimyasal ve kromatografik yöntemlerin kullanıldığı farklı 

çalıĢmaların olduğu görülmektedir. Bu çalıĢmalar Çizelge 1.1‟de sunulmuĢtur. 

Ayrıca, 2019 yılında Jabłońska-TrypuĤ ve arkadaĢlarının yaptığı bir çalıĢmada 

BĠF‟un ve bakteriyel ve insan kanser hücreleri üzerindeki uyarıcı etkisini 

gösterilmiĢtir. Ayrıca bu BĠF‟un hem normal sağlıklı hücrelerde hem de kanser 

hücrelerinde oksidatif strese neden olduğu bulunmuĢtur (Jabłońska-TrypuĤ ve ark., 

2019). 

Lee ve arkadaĢlarının (2021) yılında yaptığı baĢka bir çalıĢmada ise ACF‟in 

reaktif oksijen türleri üretimi yoluyla toksik etkilere neden olduğunu ve bunun da 

mitokondriyal hasara yol açtığını göstermiĢtir. ACF ve BĠF pestisit bileĢiklerinin 

sebep olduğu bu toksik etkiler insan sağlığı açısında da önemli rol oynamaktadır 

(Lee ve ark, 2021).  
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Çizelge 1.1. Tez çalıĢmasına konu pestisitler hakkında yapılmıĢ olan çalıĢmalar. 

Yöntem Analit 
Doğrusal 

aralık 

TeĢhis 

sınırı 
Uygulama Referans 

Diferansiyel puls voltametrisi 

(gadolinyum niyobat nanopartikül 

modifiye sensör) 

ACF 0,02–78 μM 1,15 nM 
Nehir suyu ve 

toprak 

(Gopi ve ark., 

2021) 

Diferansiyel puls voltametrisi (poli 

(N-izopropilakrilamid)/poli 

(anilin)/bakır modifiye sensör) 

ACF 

0,01–10 μM 

ve                    

18–76 μM 

0,009 

μM 
Göl suyu 

(Mutharani 

ve ark., 2020) 

Kare dalga voltametrisi (grafitik 

karbon nitrür modifiye sensör) 
ACF 

0,01 μM – 

1,2 μM 
1,28 nM Su ve toprak 

(Shetti ve 

ark., 2019) 

Kare dalga voltametrisi ACF 
0,25–19,2 

μg/mL 

0,073 

μg/mL 

Baraj suyu ve 

toprak 

(Ġnam ve 

Çakmak, 

2013) 

Yüksek performanslı sıvı 

kromatografı si 

ACF 

1–250 ng/L 

19 

ng/mL 
Ġçme suları 

(Laganà ve 

ark., 2000) 
BĠF 

39 

ng/mL 

Gaz kromatografı si BĠF - 11 μg/kg 

Baraj suyu, 

nehir suyu ve 

kuyu suyu 

(Bodur ve 

Bakırdere, 

2019) 

Diferansiyel puls voltametrisi BĠF 
200–10000 

nM 

6,7·10−7 

M 

Ġçme suyu ve 

göl suyu 

(Barek ve 

ark., 2011) 

Ancak her iki maddenin serum veya idrar gibi biyolojik örneklerden analizine 

yönelik bir çalıĢma bulunmamaktadır. Tez çalıĢmaları kapsamında ACF ve BĠF‟un 

sentetik serum ve idrar örneklerinde eĢ zamanlı tayini için basit bir numune 

hazırlama prosedürüne sahip, tamamen valide edilmiĢ ekonomik ve çevreci yeni bir 

sıvı kromatografisi yöntemi geliĢtirilmesi ve literatürdeki bu boĢluğu doldurması 

hedeflenmiĢtir. 

Bu kapsamda, Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (YPSK) kullanılarak 

pestisitlere ait miktar tayini gerçekleĢtirilmiĢtir. Ayrıca genotoksik etkiler gösteren 

bu pestisitler adli eczacılık açısından önem taĢımaktadır. Tez çalıĢmaları kapsamında 

ACF ve BĠF pestisitlerinin insan serum albümini (HSA) ile etkileĢimlerinin 

spektroskopik yöntemlerle incelenmesi, etkileĢim termodinamiğinin aydınlatılması 

da tez çalıĢmaları kapsamında hedeflenmiĢtir.  
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Tez ÇalıĢmasına Kullanılan Pestisitler 

Tez çalıĢmaları kapmasında kullanılan pestisitler ve bu pestisit 

hammaddelerinin temin edildiği firmalar Çizelge 2.1.‟de sunulmuĢtur. 

Çizelge 2.1. Tez kapsamında kullanılan pestisitler 

 

PESTĠSĠT 

 

FĠRMA 

Aklonifen Dr. Ehrenstorfer GmbH 

Bifenoks Dr. Ehrenstorfer GmbH 

2.1.1. Kullanılan Araç ve Gereçler 

Tez çalıĢmasında kullanılan araç ve gereçler aĢağıda listelenmiĢtir. 

 YPSK sistemi: Shimadzu Prominence-I LC-2030C (Shimadzu, Kyoto, Japan) 

 Manyetik karıĢtırıcı: 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 (Nüve, Türkiye) 

 Mikro hacimli otomatik pipetler (Axygen, Ġnterlab, Türkiye) 

 Farklı hacimlere sahip deney tüpleri, balon jojeler ve sarf malzemeler 

 Kinetex Evo C18 (150 × 4.6 mm, 5 μm) Phenomenex (Torrance, CA) 

 Floresans Spektrometre Cihazı: Agilent Cary Eclipse 

 UV- Vis Spektrometre Cihazı: Agilent Cary 60 
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2.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Tez çalıĢmasında kullanılmıĢ olan kimyasal maddeler ve firmalarına ait bilgiler 

Çizelge 2.2‟de yer almaktadır. 

Çizelge 2.2. Tez çalıĢmasında kullanılan kimyasal maddeler. 

KĠMYASAL MADDE FĠRMA 

Asetonitril (ACN) Sigma -Aldrich (Interlab, Ġstanbul, Türkiye) 

Amonyum asetat Sigma -Aldrich (Interlab, Ġstanbul, Türkiye) 

Sodyum asetat Sigma -Aldrich (Interlab, Ġstanbul, Türkiye) 

Hidroklorik asit  Merck Millipore (Darmstadt, Almanya) 

Sodyum hidroksit Merck Millipore (Darmstadt, Almanya) 

Hidrojen peroksit Merck Millipore (Darmstadt, Almanya) 

Ġnsan serum albumin (HSA) Sigma- Aldrich (Interlab, Ġstanbul, Türkiye) 

Metanol (MeOH) Merck Millipore (Darmstadt, Almanya) 

2.2. Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi Yöntemi Kullanılarak 

Aklonifen ve Bifenoks’un EĢ Zamanlı Analizi 

2.2.1. Standart Madde Çözeltilerinin HazırlanıĢı 

Tez çalıĢması kapsamında ACF ve BĠF pestisit bileĢikleri eĢ zamanlı olarak 

aynı deriĢimlerde hazırlanmıĢtır. Hassas analitik terazi ile tartım sonucu iki maddenin 

de deriĢimi MeOH çözücüsü ile çözülerek 1000 µg /mL olarak ayarlanmıĢtır. Her bir 

madde için balon jojelere aynı miktarda çözücü ekleyip, tam olarak çözünmeyi 

sağlamak için numuneler 10 dakika kadar ultrasonik banyoda beklenmiĢtir. 

Hacimleri tamamlanan çözeltiler sonrasında vorteksle iyice karıĢtırıldıktan sonra 

kalibrasyon numuneleri için gerekli seyreltmeler yapılarak, numuneler 5 µL 

enjeksiyon hacmi ile sisteme verilmiĢtir. 



18 

2.2.2. Geri Kazanım ÇalıĢmaları için Çözeltilerin HazırlanıĢı 

Pestisit analizleri esnasında biyolojik matrikslerin pestisitlerin analizinde 

giriĢim etkisinin olup olmadığını belirlemek için pestisit bileĢiklerinin geri kazanım 

çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bu amaçla deneylerde sentetik insan serumu ve insan idrarı 

olmak üzere iki farklı matriks kullanılmıĢtır. 

2.2.2.1. Ġdrar numunelerinin hazırlanması 

10 mL‟lik ağzı kapaklı santrifüj tüpüne 3,6 mL idrar konulmuĢtur. Üzerine 4.4 

mL ACN eklenmiĢtir. Bu karıĢım çözeltisinin üzerine ise 1 mL ACF ve 1 mL BĠF 

eklenmiĢtir. Numune 15 dakika ultrasonik banyoda ve 15 dakika ise santrifüjde 

bekletilerek analize hazırlanmıĢtır. Pestisitli idrar çözeltisinin yanı sıra referans 

olması açısından boĢ idrar çözeltisi de hazırlanmıĢtır. 0,9 mL boĢ idrar üzerine 0,25 

mL MeOH ve 1,35 mL ACN eklenmiĢtir. KarıĢım çözelti 15 dakika ultrasonik 

banyoda ve 15 dakika ise santrifüjde bekletilmiĢtir. Hazırlanan numuneler 0,01 ppm 

den baĢlanarak 100 ppm deriĢime dek analiz edilmiĢtir. Analiz her deriĢim için 5 defa 

tekrarlanmıĢtır. 

2.2.2.2. Serum numunelerinin hazırlanması 

10 mL‟lik ağzı kapaklı santrifüj tüpüne 3,6 mL serum numunesi konulmuĢtur. 

Üzerine 4,4 mL ACN eklenmiĢtir. Bu karıĢım çözeltisinin üzerine ise 1 mL ACF ve 

1 mL BĠF eklenmiĢtir. Numune 15 dakika ultrasonik banyoda ve 15 dakika ise 

santrifüjde bekletilerek analize hazırlanmıĢtır. Santrifüj cihazından alınan numune 

çözeltisinin süpernatant kısmı ayrılmıĢtır. 
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2.2.3. Yöntem 

Bu tez çalıĢmasında ACF ve BĠF pestisitlerinin miktar tayini için 

kromatografik yöntemler kullanılırken, pestisitlerin HSA ile olan etkileĢimi UV ve 

floresans spestroskopisi kullanılarak spektroskopik yöntemler ile incelenmiĢtir. 

2.2.3.1. Kromatografik yöntemler 

Bir karıĢımdaki maddelerin, biri sabit diğeri hareketli olarak adlandırılan iki 

faz arasında farklı dağılmalarının esasına dayanan ayırma yöntemine kromatografi 

adı verilmektedir. Ġki farklı maddeden oluĢan karıĢım kromatografik sisteme 

uygulandığında, maddelerden birinin hareketli faza ilgisi diğerinden fazlaysa karıĢım 

çözeltisi hareketli faz tarafından sürüklendiğinde maddeler ayrılırlar. Hareketli faza 

daha çok ilgisi olan maddeler daha hızlı hareket ederken, sabit faza daha çok ilgisi 

olan maddeler daha yavaĢ hareket ederler. Kolondan çıkan her maddenin deriĢim 

profiline bağlı olarak elde edilen pikler ise kromatogram olarak adlandırılmaktadır 

(Tuğ, 2022 ve Erkmen, 2017). 

Kromatografik yöntemler hareketli fazın tipine, uygulama biçimlerine, ayrılma 

mekanizmalarına göre çeĢitlere ayrılmaktadır. Hareketli faz kullanılarak yapılan 

kromatografik yöntemler sıvı kromatografisi (SK), gaz kromatografisi (GK) ve 

süperkritik akıĢkan kromatografisi olmak üzere üçe ayrılmaktadır (Eser ve Sepici-

Dinçel, 2018). 

Uygulama biçimlerine göre kromatografik yöntemler kâğıt kromatografisi, ince 

tabaka kromatografisi (ĠTK), sütun (kolon) kromatografisi olarak sıralanmaktadır 

(Eser ve Sepici-Dinçel, 2018). 

Ayrılma mekanizmalarına göre ise adsorpsiyon kromatografisi, dağılma 

(Partisyon) kromatografisi, iyon değiĢtirme kromatografisi, jel kromatografisi ve 

afinite kromatografisi olarak belirtilmektedir (Eser ve Sepici-Dinçel, 2018). 
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2.2.3.1.1. Yüksek performanslı sıvı kromatografisi (YPSK) 

Analitik yöntemlerde kullanılan YPSK cihazı hareketli faz haznesi ve çözücü 

sistemi, pompa, enjeksiyon bölmesi, kolon, dedektör, kaydedici bölümlerinden 

oluĢmaktadır (Belanger ve ark., 1997). 

Sabit bileĢimde tek bir çözücü sistemi kullanılarak yapılan ayırmaya izokratik 

elüsyon, polariteleri birbirinden farklı iki veya üç çözücü sistemi ile yapılan 

ayırmaya da gradient elüsyon adı verilmektedir. Pompalama sistemi olarak sürgülü 

pompalar, pistonlu pompalar ve pnömatik pompalar kullanılmaktadır. Analiz 

edilecek örneğin kolona tekrarlanabilir hacimlerde gönderilmesi için enjeksiyon 

bölmesi oldukça önemlidir, manuel ya da otomatik olabilir. Otomatik numune 

örnekleme sistemleri en tekrarlanabilir sonuçları sağlamaktadır. Soğutmalı olan 

enjeksiyon türleri deneysel çalıĢmada tüm örneklerin akĢamdan analiz için cihaza 

konulabilmesi ve örneklerin bozunmaması gibi bir üstünlük sağlar (Sağırlı, 2015). 

Sabit fazın katı olduğu kromatografik yöntem adsorbsiyon kromatografisi 

olarak adlandırılmaktadır. Adsorbsiyon kromatografisinde silikajel kolonlar 

kullanılır. Dolgu maddesi poröz ya da peliküler yapıda olabilmektedir (Eser ve 

Sepici-Dinçel, 2018). 

Sabit fazın sıvı olduğu kromatografide silikajelin aktif silanol gruplarına çeĢitli 

polaritedeki gruplar bağlanmaktadır. Analitlerin kolona bağlanması sililleme 

reaksiyonları ile gerçekleĢmektedir. En fazla kullanılan gruplar; oktil (C8 zinciri), 

oktadesil (C18 zinciri), fenil, alkilamin ve alkilnitritlerdir (Eser ve Sepici-Dinçel, 

2018). 

Sabit fazın ve hareketli fazın polarlığına bağlı olarak bağlı faz kromatografisi 

normal faz kromatografisi ve ters faz kromatografisi olarak ikiye ayrılmaktadır. 

Normal faz kromatografisinde sabit faz polar yapıda silikajel olup hareketli faz ise 

apolar yapıda olan hekzan veya isopropil eter olabilmektedir. Ters faz 
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kromatografisinde sabit faz apolar yapıda C8, C18 gibi hidrokarbonlar seçilmekte, 

mobil faz ise polar yapıdaki su, MeOH, asetonitril gibi çözücülerden seçilmektedir 

(Belanger ve ark., 1997). 

YPSK cihazında kullanılan dedektörler analite duyarlı dedektörler ve taĢıyıcı 

faza duyarlı dedektörler olarak ikiye ayrılmaktadır. YPSK cihazı dedektörleri 

absorbans dedektör, floresans dedektör, refraktif indeks dedektörü, elektrokimyasal 

dedektör, optikçe aktif dedektör ve kütle spektrometrik dedektör olarak 

sıralanmaktadır. Kolonda ayrılan madde çözeltisinin dedektörün içinden geçtiği 

esnada absorbansının ölçülmesine dayanan detektörler absorbans dedektörler olarak 

sınıflandırılmaktadır. Tez çalıĢmasına konu yöntem absorbans dedektörler 

kullanılarak geliĢtirilmiĢtir (Belanger ve ark., 1997). 

YPSK cihazı için dedektör seçiminde bazı kriterlere dikkat edilmektedir. 

Sıcaklık ve taĢıyıcı fazın kompozisyonu değiĢtiği zaman temel çizginin değiĢmemesi, 

dedektörün seçici olması, seçici dedektörün analit türleri arasında büyük farklar 

ortaya çıkarmaması istenir. Ayrıca dedektörün alt tayin sınırı olduğunca düĢük 

olmalı, dedektör bant geniĢlemesine sebep olmamalı, dedektörün cevap süresi kısa 

olmalı ve dedektör kolay ulaĢılabilir olmalıdır (Atakol, 2022). 

Tez çalıĢmasında da kullanılmıĢ olan ve aynı zamanda en sık kullanılan 

dedektör UV detektördür. Bu dedektörlerde analitin geçtiği hücrede bir UV lambası, 

bir monokromotor ve UV dedektör bulunmaktadır. Analiz esnasında analitin 

absorpsiyon yaptığı dalga boyu seçilerek deneysel çalıĢma bu dalga boyunda 

gerçekleĢtirilmektedir. 

UV dedektör ile yapılan analizlerde analitin en az C=O, -NO2, C=C gruplarını 

içermesi gerekmektedir. DoymuĢ hidrokarbonların analizinde UV dedektörler 

kullanılamamaktadır (McNally ve ark., 2015). 
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YPSK cihazında analizlerde kalitatif ve kantitatif olmak üzere iki adet yöntem 

bulunmaktadır. Kalitatif analizde alıkonma zamanı ve alıkonma hacmi 

kullanılmaktadır. Kantitatif analizde ise pik alanı ya da yüksekliğinin bir ya da daha 

fazla standart ile kıyaslanması gerçekleĢtirilmektedir. Bu iĢlemde kullanılan bazı 

yöntemler alan normalizasyon yöntemi, eksternal (dıĢ) standart yöntemi, internal (iç) 

standart yöntemi ve standart ekleme yöntemi olarak sıralanmaktadır (McNally ve 

ark., 2015). 

2.2.4. Kromatografide Temel Parametreler ve Sistem Uygunluk Testleri 

(SUT) 

YPSK kullanılarak yapılan çalıĢmalarda analizin doğruluğunu kontrol etmek 

için çeĢitli parametreler kullanılmaktadır. Bu parametrelerin bütününe Sistem 

Uygunluk Testleri (SUT) adı verilmektedir. 

YPSK sisteminin analiz sonuçlarında gözle izlenebilen bazı parametreler 

mevcuttur. Bunlar; alıkonma zamanı, pik alanı, pikin Ģekli olarak sıralanabilir. 

Analiz esnasında gözlemlenebilen parametrelerden biri elde edilen pikin Ģeklidir. 

Analizlerde elde edilen pikin Ģekli keskin, iki tarafı eĢit ve dar olmalıdır. 

Numunenin kolona enjeksiyonu sonrası, dedektöre gelen her cevap sinyali bir 

pik olarak görülür. Bu sinyalin çıkıĢ zamanı aynı zamanda pikin alıkonma zamanı 

(tR) olarak da adlandırılır ve nitel analizlerde belirleyici faktördür. Numune içinde 

bulunan analitlerin her birinin farklı alıkonma zamanları vardır. Hareketli fazdan 

kaynaklanan piklerin çıktığı zaman ise ölü zaman veya ölü hacim (t0) olarak 

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

Kromatografik ayrıma yöntemlerinde kullanımdan önce yöntemin yeterli 

doğruluk ve kesinlikte olduğunun kontrolü için sistem uygunluk testleri 

kullanılmaktadır. Bu testler Uluslararası Uyum Konseyi (The International Council 

for Harmonisation (ICH)) Amerikan Gıda ve Ġlaç Birliği (FDA) ve Amerikan 
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Farmakopesi (USP) ve diğer farmakopeler tarafından yapılması istenen testlerdir 

(International Conference on Harmonization, 2005a; International Conference on 

Harmonization, 2005b; US FDA, 1983 ve US FDA, 2000). 

Sistemdeki akıĢ hızı, pH, okuma yapılacak dalga boyu, hareketli faz 

bileĢiminden kaynaklı en ufak bir değiĢiklik olması durumunda SUT 

parametrelerinin yeni sistem için yeniden düzenlenmesi gerekmektedir (Gebrehiwot, 

2019). 

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

 

Çizelge 2.3‟te yer alan SUT parametreleri incelendiğinde, k değeri büyük ise, 

bileĢen sabit fazda iyi tutulmaktadır ve kolon boyunca yavaĢ ilerlemektedir. k değeri 

çok küçük ise, analit çözücü pikinden ayrılamamaktadır, çok büyük olması ise analiz 

süresinin uzun olduğunu göstermektedir. Seçicilik (α), sabit faz ve hareketli fazın 
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özelliklerine göre değiĢiklik göstermektedir ve daima 1‟den büyük olmalıdır 

(Gebrehiwot, 2019). 

SUT‟un parametrelerinin en önemli olanı teorik tabaka sayısıdır. Bu parametre 

analiz sonucunun veriminden sorumludur. N‟nin sayısal değeri, analizi yapılan 

maddenin cinsi, akıĢ hızı, sıcaklık, pH ve kolonun ömrü gibi deneysel koĢullarla 

doğrudan ilgilidir (Gebrehiwot, 2019). 

Kromatografik analizde kolon ve çözücünün ortak tesiri ayırma gücü RS 

(rezolüsyon) olarak ifade edilir. Ayırma gücü hesaplanırken, kapasite faktörü, etkin 

tabaka sayısı ve seçicilik parametreleri kullanılmaktadır. PeĢ peĢe gelen iki pike ait 

RS değeri 1,5 ve üstünde olursa ayrım tam olarak gerçekleĢmiĢ kabul edilmektedir 

(Gebrehiwot, 2019). 

Kuyruklanma faktörü ve pik asimetrisi parametreleri analizde kullanılan analite 

ait pikin eğriliğini, kromatogramın sağ veya sol tarafına dayalı olup olmadığını ve 

keskinliğinin tespiti için kullanılan parametrelerdir. Pik asimetrisi, pike ait taban 

yüksekliğinin %10‟u, kuyruklanma faktörü ise pikin taban yüksekliğinin %5‟i 

civarından ölçülerek hesaplanmaktadır (Gebrehiwot, 2019). 

Pik alanının tekrar edilebilirliği bağıl standart sapması (%BSS) olarak ifade 

edilmektedir. Bu parametre sayesinde bir kromatografik yöntemde analizi yapılan 

madde pikinin alanının ve pik yüksekliğinin, belirlenen koĢullardaki tekrar 

edilebilirliği ve yöntemin kesinliği belirlenmektedir. Analizi yapılan maddenin en az 

5-6 defa sisteme birbiri ardından enjekte edilmesi akabinde elde edilen pik alanları ve 

pik yüksekliklerinin % BSS olarak elde edilmektedir (Gebrehiwot, 2019). 



25 

2.2.5. Kromatografik Analizlerde Yöntem Geçerlilik Testleri ve Validasyon 

Parametreleri 

Deneysel çalıĢma esnasında metot geliĢtirmede kullanılan yöntemin uluslarası 

standartlar ile belirlenmiĢ olan kılavuzlara uygunluğu o yöntemin geçerliliği 

(validasyon) hakkında bilgi vermektedir. Bu kılavuzlar doğrultusunda geliĢtirilen 

yöntem çeĢitli parametreler altında incelenerek geçerliliği kontrol edilmektedir. 

Yöntem geçerliliği incelenirken iki adet kılavuz kullanılır bunlar Çizelge 2.4‟te yer 

almaktadır (GümüĢtaĢ, 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). 

Çizelge 2.4. Validasyon parametreleri (Gebrehiwot, 2019). 

 

2.2.5.1. Seçicilik 

Analitik yöntemlerin validasyonu esnasında en önemli parametrelerden biri 

yöntemin seçiciliğidir. Seçiciliği yüksek bir analizde analizi yapılan numunede var 
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olan ve analit ile giriĢim oluĢturabilecek karakterdeki bileĢenlerin (safsızlık, deney 

esnasında ortaya çıkan bozunma ürünleri veya deney ortamından gelebilecek 

maddeler) beraberinde analizi yapılmak istenen maddenin de aynı anda ölçümünün 

gerçekleĢtirilebilmesidir (GümüĢtaĢ, 2016). 

2.2.5.2. Doğrusallık ve aralik 

Analiz edilen maddenin deriĢiminin sinyallerinin grafiğe aktarılarak bu 

sinyallerin oluĢturmuĢ olduğu grafiğin eğim (m), kesiĢim (n) ve korelasyon katsayısı 

(R
2
) doğrusallıkta kullanılan parametrelerdir (Gebrehiwot, 2019). 

Bu parametreler kullanılan analitin vermiĢ olduğu sinyaller matematiksel 

olarak hesaplanır. Bu hesaplamada regresyon analizleri kullanılmakta olup, 

korelasyon katsayısının 0,999 ve üzerinde olması durumunda doğrusallık sağlanmıĢ 

olur (Gebrehiwot, 2019). 

Doğrusallık çalıĢmalarında stok çözeltiden en az 5 adet olmak üzere farklı 

deriĢimlerde çözeltiler hazırlanır ve analiz edilir. Analiz sonuçları deriĢime karĢı 

grafiğe aktarılır. Elde edilen grafikte analiz sonuçları eğilim çizgisine yakın 

olmalıdır. Bu sayede korelasyon katsayısı ideal değere yaklaĢmıĢ olur (Gebrehiwot, 

2019). 

Bir diğer validasyon parametresi olan “Aralık” ise doğruluk ve duyarlılık 

bakımından yeterli olduğu kabul edilen yöntemin geçerli olduğu alt ve üst sınırlar 

arasında yer alan deriĢim aralığı olarak tanımlanmaktadır. Her nicel yöntemde 

çalıĢma aralığı belirlenir ve genellikle hedeflenen seviyelerin %50‟si ile %150‟si 

arasında yer alan kısım en iyi performans veren çalıĢma alanı olarak görülmektedir 

(Ozkan, 2012 ve GümüĢtaĢ, 2016). 



27 

2.2.5.3. TeĢhis sınırı (TS, LOD) ve tayin alt sınırı (TAS, LOQ) 

Numune içerisinde bulunan analiz edilecek maddenin (analitin) teĢhis edilebilir 

fakat onaylanabileceği bir belirsizlik ile miktar tayini yapılamayan en düĢük 

deriĢimine teĢhis sınırı (TS) adı verilmektedir. Tayin alt sınırı ise doğru olarak tayin 

edilebilen cevaba sahip en düĢük deriĢimi ifade etmektedir (Gumustas ve Ozkan, 

2011; Ozkan, 2012 ve GümüĢtaĢ, 2016). 

TS ve TAS değerleri birkaç yolla bulunabilir veya hesaplanmaktadır. Bunlar, 

görsel değerlendirme, sinyal-gürültü oranı ve cevabın standart sapması ve eğim 

kullanılarak hesaplanması yöntemleridir.  

Görsel yöntem ile hazırlanabilecek en düĢük deriĢimdeki çözelti hazırlandıktan 

sonra sisteme enjekte edilir ve bu iĢlem bileĢenin sinyalinin belirdiği fakat alan 

okumasının yapılamadığı en düĢük seviyenin saptanmasına kadar devam eder. 

Ġkinci yöntem için yapılan deneylerden elde edilen kromatogramlardaki 

sinyal/gürültü oranları kullanılmaktadır. Bunun için analitin bilinen düĢük 

deriĢimdeki çözeltilerinden elde edilen cevaplar, Ģahit (kör) çözelti cevapları ile 

karĢılaĢtırılmaktadır. 

Sinyalin gürültüye oranının 3 olduğu deriĢim TS ve 10 olduğu deriĢim TAS 

olarak kabul edilmekte olup, s standart sapmayı, m ise ilgili kalibrasyon doğrusunun 

eğimini ifade etmektedir. Bu eĢitlikler aynı zamanda eğri fonksiyonuna bağlı olarak 

TS, TAS ve duyarlılık arasındaki iliĢkiyi de göstermektedir. Söz konusu eĢitlikler 

EĢitlik 2.1 ve EĢitlik 2.2 kullanılarak hesaplanmaktadır.  

   
     

 
   (2.1) 

    
    

 
                                                 (2.2) 



28 

2.2.5.4. Kesinlik 

GeliĢtirilen deneysel yöntemin gerçek çalıĢma Ģartlarındaki 

tekrarlanabilirliğinin ölçüsü olarak tanımlanır. Kesinlik sonuçları % BSS olarak 

gösterilir. Kesinlik 3 aĢamaya ayrılmaktadır, bunlar; enjeksiyonlar arası 

tekrarlanabilirlik, orta kesinlik ve tekrar elde edilebilirliktir. Tekrarlanabilirlik 

testlerinde %BSS değerinin ≤ 1.0 olması istenir, fakat eser elementlerin, biyolojik 

numunelerin analizlerinde ve safsızlık tayininde %5‟e kadar kabul edilmektedir. Orta 

kesinlik testlerinde ise % BSS değerinin ≤ 2.0 olması istenir, biyolojik numunelerle 

gerçekleĢtirilen çalıĢmalarda ise bu oran %10-15 aralığı kabul edilebilir 

seviyelerdedir. Tekrar elde edilebilirlik testlerinde de oran aynıdır, fakat safsızlık 

ve/veya eser madde analizlerinde bu oran %10-15‟e dek çıkabilmektedir (GümüĢtaĢ, 

2016). 

2.2.5.5. Doğruluk 

Validasyon çalıĢmalarında en önemli kısmı oluĢturmaktadır. Analiz sonucunda 

elde edilmiĢ olan değerin gerçek (referans) değere ne ölçüde yakın olduğunun 

belirlenmesine olanak sağlayan bir parametredir (Gebrehiwot, 2019). 

Geri kazanımın yüzdesel olarak hesaplanması ile doğruluk sonuçları elde 

edilmektedir. Ortama ilave edilen saf maddelerin analiz ortamından geri alınabilirliği 

geri kazanımın göstergesidir. En az 3 farklı deriĢim kullanılarak toplam deriĢim 

miktarının % 25, % 50 ve % 100‟üne eĢdeğer olacak deriĢim değerleri seçilerek bu 

çalıĢmalar yapılmaktadır. Seçilen deriĢim değerlerinin herbiri için en az 5 tekrarlı 

analiz yapılarak geri kazanım sonuçları % 100‟üne kadar yakınsa yöntemin 

doğruluğunun elde edilen oranda doğru olduğu düĢünülür. Doğruluk sonuçları bazı 

belirteçler ile tespit edilip yöntemin doğruluğu ispatlanabilir. Bu belirteçler; kesin 

doğrusallık ve seçicilik, elde edilen sonuçların geçerli olması ve kullanılan yöntemle 

iliĢkili olmayan baĢka bir yöntem ile sonuçların kıyaslanması, analitin deney ortamı 

dıĢında analizi yapılacak asıl numuneye uygulanması, ilaç numunesine veya matris 
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ortamına etken maddeyi ilave edip, geri kazanımının bulunmasıdır (GümüĢtaĢ, 

2016). 

2.2.5.6. Sağlamlık 

GeliĢtirilen yöntemin analiz parametrelerindeki birtakım değiĢikliklerden 

etkilenmeden uygulanabilirliğini göstermektedir (GümüĢtaĢ, 2016). 

2.2.5.7. Tutarlılık 

Validasyon parametrelerinden kesinlik ile oldukça benzer kriterlere sahiptir. 

Kullanılan yöntemin gerçek pratik koĢullar altındaki tekrar edilebilirliğini ölçen bir 

parametredir ve elde edilen sonuçlar % BSS değeri ile ifade edilmektedir (Ozkan, 

2012; GümüĢtaĢ, 2016). 

2.2.5.8. Stabilite 

Bu parametre genellikle çalıĢılan analitlerin kararlılığı hakkında bilgi 

vermektedir. Analitin farklı koĢullar altında kararlı kalabildiği süreyi göstermektedir. 

Stabilite çalıĢmaları sonucunda yöntemin seçiciliği de tekrarlanmıĢ olmaktadır. Bu 

parametre meydana gelebilecek bozunma ürünlerinin etken maddenin yanı sıra tayin 

edilebilirliğinin bir göstergesidir. Stabilite çalıĢmaları 4‟e ayrılır. Bunlar; kısa süreli 

stabilite, uzun süreli stabilite, dondurma-çözme stabilitesi ve hızlandırılmıĢ 

bozundurma çalıĢmaları olarak sıralanmaktadır (GümüĢtaĢ, 2016). 

2.3. Numuneyi Analize Hazırlama-Ekstraksiyon Teknikleri 

Herhangi bir bitki, gıda, toprak ya da su örneğinden analizi yapılacak bileĢiği 

(pestisit, mikotoksin vb.) çözücüye geçirmek için yapılan kimyasal bir iĢlem 

ekstraksiyon iĢlemi adını almaktadır. Bu yöntemde katı ya da sıvı fazda bulunan bir 
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ya da birden çok bileĢiğin farklı çözünürlük özellikleri kullanılarak diğer bir sıvı faza 

alınması iĢlemi gerçekleĢtirilmektedir (Büyüktuncel, 2012). 

Pestisit kalıntı analizlerinde ekstraksiyon, kalıntı analizlerinin performansını 

etkileyen kritik bir basamaktır. Ekstraksiyon pestisitlerin analiz iĢlem süreçlerinde 

laboratuvar örneğinin homojenizasyonu veya numunenin iĢlenmesinden sonraki 

kısımda yer almaktadır. Pestisitlerin ekstraksiyon çözücüsüne geçirilebildiği ölçüde 

kalitatif ve kantitatif analiz yapılmakta olup, kromatografik tekniklerin baĢarısı bu 

aĢamaya bağlı olarak değiĢmektedir. Uzun ekstraksiyon süresi, emek, yoğun iĢlem 

basamakları, yüksek miktarda organik çözücü tüketimi ve düĢük tekrarlanabilirlik 

gibi dezavantajları olan geleneksel ekstraksiyon yöntemleri, modern cihazların ortaya 

çıkması ve ekstraksiyon yöntemlerinin etkinliği ve seçiciliğinin artmasıyla birlikte 

tercih edilmemeye baĢlanmıĢtır (Büyüktuncel, 2012). 

Ekstraksiyonu etkileyen çeĢitli faktörler vardır. Bunlar sıcaklık, çözünürlük, 

katıların yayılma gücü, viskozite ve sıvıların yüzey gerilimi vs. olarak 

sıralanmaktadır. Çoğu durumda sıcaklığın artıĢı, çözünürlüğünü ve moleküllerin 

yayılımını arttırmaktadır. Bu da genellikle ekstraksiyonun güçlenmesiyle 

sonuçlanmaktadır. Ekstraksiyonda matrikse bağımlılık istenmediği için düĢük 

solvent tüketimi beklenmekte ve ekstraksiyonun hızlı olması istenmektedir. Ayrıca 

analiz edilecek maddenin filtrasyon gerektirmemesi istendiğinden, ekstraksiyon ısısal 

olarak kararsız analitler için uygun bir metod olması, toksik kimyasal yönetimi ve 

imhası gerektirmediği için tercih edilmektedir (Büyüktuncel, 2012). 

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

ACF ve BĠF‟un biyolojik numunelerden eĢ zamanlı miktar tayininde düĢük 

maliyetli ve çevreye duyarlı seyrelt ve enjekte et yöntemi kullanılmıĢtır. 

Tez çalıĢmasında kullanılan yöntemin esası, ACN bazlı çözücü ile pestisit 

numunesinin ekstraksiyonu ve beraber ekstrakte edilen diğer matris bileĢenlerinden 
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gelen giriĢimi (matriks efekti) en aza indirmek ve ekstra temizleme prosedürü 

ihtiyacını ortadan kaldırmak için ekstraktın suyla seyreltilmesini ve ardından YPSK 

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

Seyrelt ve enjekte et yönteminde numune hazırlama aĢaması, elde edilen analiz 

sonuçlarının kalitesini önemli ölçüde etkilemekte ve aynı zamanda tüm prosedürün 

"çevreci" olması ve “yeĢil kimya” alanına katkıda bulunması sebebiyle analitik 

sürecin en kritik adımı olarak kabul edilmektedir (Petrarca ve ark, 2020). 

Bu doğrultuda, numune hazırlama aĢamasında reaktiflerin ve/veya tehlikeli 

maddelerin kullanımının azaltılması veya ortadan kaldırılması dahil olmak üzere 

çeĢitli numune hazırlama yöntemleri araĢtırılmıĢtır. Bu araĢtırmaların hedefleri 

arasında organik solventlerin yeniden kullanımı ve geri kazanılması; olağan 

çözücülerin iyonik sıvılar ve süper kritik akıĢkanlar ile değiĢtirilmesi; analitik 

operasyonların minyatürleĢtirilmesi, bütünleĢtirilmesi ve otomasyonu ve daha kısa 

sürede yüksek proses etkinliğini hedefleyen basınç, mikrodalga ve ultrason 

radyasyonu uygulaması yer almaktadır (Petrarca ve ark, 2020). 

Seyreltme yöntemi matriks etkilerini en aza indirmekte ve böylece temizleme 

prosedürüne olan ihtiyacı ortadan kaldırmakta; bunun yanı sıra analitin tespit 

edilebilirliğinin azalmasına neden olabilmektedir. Bu nedenle, seyrelt ve enjekte et 

yöntemi, özellikle insanların farklı kimyasallara maruz kalmasının biyolojik olarak 

tespit edilmesinde ve analitik toksikolojide, iyi iyonizasyon gösteren ve yüksek tespit 

seviyelerine sahip maddeler için kullanılmaktadır (Petrarca ve ark, 2020). 

Yukarıda sayılan avantajların yanı sıra analizlerde artan numune çıkıĢı, analizi 

gerçekleĢtiren kiĢi için çalıĢma esnasında fazla iĢ yüküne sebep olmaktadır. 

Analizlerde verimliliği sınırlayan önemli bir faktör, numunenin hazırlanma süresi ve 

cihazın numuneyi analiz etme süresidir. Numune çıktısının temizliği basamağının 

atlanması daha hızlı analiz, iĢçilik, reaktifler ve sarf malzemeleri için maliyet 

tasarrufuna ek olarak daha kısa raporlama süreleri gibi avantajlara yol açmaktadır 

(Deventer ve ark., 2014). 
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Adli toksikolojide önemli bir yer kaplayan doping analizlerinde veya analiz 

sonrası 24 saatlik bildirim sürelerinin zorunlu olduğu büyük spor etkinliklerinde hızlı 

analiz önem arz etmektedir (Deventer ve ark., 2014). 

Seyrelt ve enjekte et yöntemi toksikolojik açıdan hızlı analiz sağlamakta, bazı 

acil durumlarda gerekli olan hızlı tanıyı kolaylaĢtırmaktadır. 

Tez çalıĢmasında kullanılan yöntem olan seyrelt ve enjekte et yöntemi aĢağıda 

yer alan ġekil 2.1‟de özetlenmiĢtir. 

 

ġekil 2.1. Seyrelt ve enjekte et yöntemi. 
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2.4. Spektroskopik Yöntemler ile Pestisit- HSA EtkileĢiminin Ġncelenmesi 

2.4.1. Floresans Spektrofotometrisi 

Spektroskopi, elektromanyetik radyasyonun madde ile etkileĢiminden 

kaynaklanan spektrumların üretimi, ölçümü ve yorumlanması ile ilgili bilim dalıdır. 

ÇeĢitli analitik problemleri çözmek için birçok farklı spektroskopik yöntem 

mevcuttur. Yöntemler, analiz edilecek türe (örneğin, moleküler veya atomik 

spektroskopi), izlenecek radyasyon-madde etkileĢiminin türüne (örneğin, 

absorpsiyon, emisyon veya kırınım) ve kullanılan elektromanyetik spektrum 

bölgesine göre farklılık gösterir. Spektroskopik yöntemler çok bilgilendiricidir ve 

hem nicel hem de nitel analizler için yaygın olarak kullanılır (Penner, 2017). 

Floresans spektroskopisi hassas ve seçici bir yöntem olması sebebiyle özellikle 

biyokimyasal ve biyofiziksel çalıĢmalarda kullanılmaktadır. Ġncelenen molekül 

floresans emisyonu yapan (florofor) bir bileĢik ise deriĢimi molekülün floresans 

Ģiddetinden hesaplanmaktadır. (Soylu, 2013). 

Protein-protein etkileĢimleri, ligant ve çeĢitli moleküllerin proteinlere 

bağlanmaları ve protein deriĢimleri biyolojik floroforlar olarak adlandırılmakta ve 

yaygın olarak bu yöntemle incelenmektedir (Soylu, 2013). 

Floresans en basit haliyle, seyreltik atomik buharların gösterdiği floresans 

üzerinden örneklendirilmektedir. ÇeĢitli dalga boyundaki ıĢınların absorbsiyonu 

sonrası atomların elektronları üst enerji seviyelerine uyarılmakta, bir süre sonra bu 

atomlar temel hallerine geri dönmektedir. Bu esnada her iki yönde de aynı iki dalga 

boyunda ıĢın yayınımı meydana gelmektedir. Frekansta değiĢiklik olmadan 

absorblanan ıĢının yeniden yayılmasını kapsayan bu prensip rezonans ıĢıması veya 

rezonans floresansı olarak tanımlanmaktadır (Soylu, 2013). 



34 

Analitin lüminans yapıp yapmaması ve lüminans Ģiddeti floresansı 

etkilemektedir. Floresansı etkileyen değiĢkenler oldukça fazladır. Lüminesans yapan 

moleküllerin sayısının toplam uyarılmıĢ molekül sayısına oranı, analitteki hetero 

atom içeren bir molekül olup olmaması, molekülün düzlemsel veya rijit yapıda 

olması, sıcaklık, çözücü, ph, çözeltideki çözünmüĢ oksijen miktarı, çözeltinin 

deriĢimi vd. olarak sıralanabilir (GümüĢ, 2009). 

Floresans ve fosforesans spektroforometrelerinin esası UV ve görünür bölgede 

kullanılan bir ıĢık kaynağından gelen ıĢığın uyarma dalga boyu seçicisinden 

geçtikten sonra numuneye gönderilmesine dayanmaktadır. ġekil 2.2.‟de 

fotolüminesans iĢlemleri için kullanılan genel bir cihazın bileĢenleri gösterilmektedir 

(GümüĢ, 2009). 

 

ġekil 2.2. Spektroflorometre genel yapısı (GümüĢ, 2009). 

2.4.2. HSA Özellikleri ve Ligantlara Bağlanabilirliği 

Albumin, insan vücudundaki hormonlar, metabolitler ve ilaçların dağılımında 

temel rol oynamaktadır. Bunu yapısındaki bazı bağlanma bölgeleriyle 

gerçekleĢmektedir. Bilinen ve en çok kullanılan albüminler sığır serum albümin 

(BSA) ve insan serum albümindir (HSA). HSA, ilk kez 1989 yılında Carter ve 

arkadaĢları tarafından rapor edilmiĢtir (Carter ve Ho, 1994). 
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HSA, yaklaĢık 66 kDa molekül ağırlığında, tek bir polipeptit zinciri içeren, 585 

aminoaside sahip sarmal bir yapı sergileyen ve birden fazla bağlanma bölgesi taĢıyan 

düĢük çözünürlükte kristal yapıda bir proteindir. HSA‟nın kan plazma deriĢimi 

yaklaĢık 35-50 mg/mL‟dir (yaklaĢık 40 mg/mL), bu da HSA‟yı kanda bol miktarda 

bulunan bir protein yapmaktadır (Chugh ve ark., 2019 ve Turgut, 2019). 

HSA, bağlanma bölgelerinin fazla olması sebebiyle çeĢitli yapı ve iĢleve sahip 

olan endojen ve/veya eksojen özellikte ligandlara bağlanabilmektedir. HSA‟nın farklı 

ligantlar ile kompleks oluĢturabilmesi onu endojen ve eksojen bileĢikler için uygun 

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

Pestisit bileĢiklerinin HSA‟ya bağlanması, bileĢiğin emilimini, 

metabolizmasını, dağılımını ve atılımını etkilemekte ve sonuçta bileĢiğin 

farmakokinetik profilini etkilemektedir (Mohamed Salem, 2017). 

HSA, çok alanlı bir protein olduğu için, her biri iki alt alana (IA, IB, IIA, IIB, 

IIIA ve IIIB) bölünmüĢ olan I, II ve III olmak üzere üç benzer alandan oluĢmakta ve 

bu alt birimler sırasıyla dört ve altı sarmallı yapılar içermektedir. (Mohamed Salem, 

2017). 

Amino asit dizisi ve bu alanların yapısı büyük ölçüde kıyaslanabilir olsa da her 

bir alan diğeriyle farklı bir Ģekilde etkileĢime girmekte ve bu da her bir alanın 

asimetrik oryantasyonuna yol açmaktadır (Chugh ve ark., 2019 ve Turgut, 2019). 
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ġekil 2.3. Ġnsan serum albumin (HSA) proteinin yapısı (Sugio ve ark., 1998). 

HSA‟nın bağlanma bölgeleri üzerine birçok çalıĢma yapılmıĢ olup, çoğunlukla 

altı alt alanın tümüne yağ asitleri ve ilaçların bağlandığı görülmüĢtür. Sudlow‟un 

yapmıĢ olduğu çalıĢmada ilaçlar HSA‟nın I ve II olarak tanımlanan iki birincil 

bölgesinden (sırasıyla II A ve III A) birine bağlanmakta olup çoğunlukla birincil 

bağlanma bölgesi tercih edilmektedir. HSA-metal kompleksleri üzerine yapılan 

bağlanma çalıĢmalarında ise bazı metal komplekslerinin daha çok II A olarak 

tanımlanan HSA‟nın alt bölgedesindeki Triptofan aminoasidi çevresinde bulunma 

eğiliminde olduğu ileri sürülmüĢtür (Turgut, 2019). 

Literatür çalıĢmaları incelendiğinde HSA‟nın birçok pestisit ile bağlanma 

özellikleri ve bağlanma mekanizmaları çalıĢılmıĢtır. Örneğin karbamatlı pestisitlerin 

akut toksisitesinin tahmini için HSA‟nın taĢıyıcı protein olmasından faydalanılmıĢ 

(Hou ve ark., 2022), organofosfatlı insektisitler grubundan Chlopyrifos ve herbisit 
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olan Triclopyr pestisit bileĢiklerinin kararlı metaboliti Trikloro-2-piridinol (TCP) 

isimli metabolit ile HSA‟nın triptofan kalıntısı olan Trp-214 isimli bölgesi arasındaki 

mesafe tahminin gerçekleĢtirilmiĢ (Kashanian ve ark., 2012), organofosfatlı 

insektisitlerden Dimetoat/ometoat ile zehirlenme sonrası HSA‟nın fosforlanmıĢ 

tirozinleri ve disülfit bağları incelenmiĢtir (Kranawetvogl ve ark., 2018). 

2.4.3. Aklonifen ve Bifenoks’un HSA ile EtkileĢimlerinin Ġncelenmesi için 

Deneysel ÇalıĢmalar 

Tez çalıĢmasında kullanılan pestisitlerin HSA ile etkileĢiminin belirlenmesi 

amacıyla 6 mg/mL HSA stok solüsyonu pH 7,4 sodyum fosfat tamponu içerisinde 

hazırlanmıĢtır. 2 mg/mL HSA üzerine artan miktarlarda pestisit numuneleri 

eklenerek toplam çözelti hacmi 3 mL‟ye tamamlanmıĢtır. Yapılan çalıĢmada ACF 

için 13 nM- 7,2 µM, BĠF için ise 9,7 nM- 4,6 µM aralığında deriĢimler kullanılmıĢtır 

(Sapmaz ve ark., 2023). 

GerçekleĢtirilen analizin çalıĢılacak dalga boyu spektrumu 220-600 nm 

aralığında seçilerek iç filtre etkisinin azaltılması hedeflenmiĢtir. ACF ve BĠF‟un 

HSA ile etkileĢimleri 4 farklı sıcaklıkta Stern- Volmer grafiği kullanılarak, floresans 

sönümleme titrasyon sonuçları ile incelenmiĢtir. Floresans ölçümlerde uyarma ve 

emisyon için yarık geniĢlikleri 5 nm‟de sabitlenmiĢtir. IĢın çoğaltıcı tüpün voltajı ise 

600 V olarak belirlenmiĢtir. Analizin tarama hızı ise 500 nm/dk
‟
dır (Sapmaz ve ark., 

2023). 

Titrasyon esnasında HSA‟nın floresans spektrumu (300-500 nm) ACF ve 

BIF‟un varlığında ve yokluğunda tespit edilerek kaydedilmiĢtir. Sabit HSA deriĢimi 

(2 mg/mL) ve artan pestisit deriĢimi 3 mL‟lik tüpte ayrı ayrı karıĢtırılmıĢtır. HSA‟nın 

pestisitler olmadan mevcut floresans ömrü τ0 olarak adlandırılmakta olup, 1.0 x 10
-10 

olarak elde edilmiĢtir (Sapmaz ve ark., 2023). 
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ACF/BIF-HSA etkileĢiminin bağlanma sabiti (Kf) ve pestisitlerin HSA‟ya 

bağlanma bölgesi sayısı (n), log (F0-F) / F= log Kf + nlog [Q] eĢitliği kullanılarak 

hesaplanmıĢtır. ACF/BIF- HSA etkileĢimindeki entalpi (ΔH) ve entropi (ΔS) 

değiĢimleri van‟t Hoff eĢitliği (lnKf = − ΔH/RT+ΔS/R) kullanılarak hesaplanmıĢtır. 

Ayrıca Gibbs serbest enerji değiĢimi (ΔG) formülü (ΔG=ΔH− TΔS) ile pestisitler ile 

HSA‟nın bağlanması aĢamasında ΔH ve ΔS değerleri hesaplanmıĢtır (Sapmaz ve 

ark., 2023). 

Floresans ölçümü, ligant- protein etkileĢimlerinde kullanılan basit ve etkili bir 

yöntemdir. Bu tarz etkileĢimlerin esası proteinin üzerine etkileĢmesi beklenen 

ligandların eklenmesi ile proteinin floresan spektrumundaki gerçekleĢen 

değiĢikliklerinin yorumlanmasından oluĢmaktadır (Molina-Bolivar ve ark., 2014). 
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3. BULGULAR 

3.1. Aklonifen ve Bifenoks Pestisitleri için GeliĢtirilen Yüksek 

Performanslı Sıvı Kromatografisi-UV Yöntemine Ait Analiz Bulguları 

3.1.1. Yöntemin Optimizasyonu 

Yöntem optimizasyonu için öncelikle iki pestisitin eĢ zamanlı YPSK-UV 

yöntemiyle analizi için en uygun kromatografik Ģartların belirlenmesi amacıyla 

hareketli faz denemeleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Daha sonra hareketli fazın bileĢeni olan 

tampon çözeltinin molarite değiĢiminin analizin sonucuna etkisini inceleme 

çalıĢmaları yapılmıĢtır. Farklı sabit fazlar denenerek sabit fazın partikül boyutunun 

etkisi incelenmiĢtir. Bununla birlikte Sistem Uygunluk Testi (SUT) parametreleri göz 

önünde bulundurularak pH, akıĢ hızı ve kolon sıcaklığının belirlenmesi çalıĢmaları 

da yapılmıĢtır. SUT parametrelerini hesaplamak ve to‟ı belirlemek için fosfat 

tamponu kullanılmıĢtır. 

3.1.1.1. Dalga boyu optimizasyonu 

Tez çalıĢmasında kullanılan pestisit maddelerin analizi için SUT parametreleri 

göz önünde bulundurularak farklı dalga boyları denenmiĢ ve en yüksek pik alanı elde 

edilmeye çalıĢılmıĢtır. Sırasıyla 280, 290, 300 ve 305 nm‟de pik alanları 

değerlendirilmiĢ olup en yüksek pik alanı ve pestisit maddelere ait en belirgin pikler 

305 nm dalga boyunda elde edilmiĢtir. 
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ġekil 3.1. Kinetex Evo C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 µm) kolon, 25 °C, 1 mL/dk akıĢ hızı, 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. 

Çizelge 3.1. Sistem uygunluk testlerine göre dalga boyu optimizasyonunun karĢılaĢtırılması. 

Dalga 

Boyu 

(nm) 

ACF BĠF 

tr (dk) N RS α kי t tr (dk) N RS α kי t 

305 2,32 4751 - - 0,79 1,26 2,67 5493 2,53 1,35 1,07 1,22 

300 2,32 4739 - - 0,79 1,29 2,6 5428 2,51 1,34 1,06 1,24 

290 2,32 4734 - - 0,79 1,30 2,67 5407 2,51 1,34 1,06 1,24 

280 2,32 4728 - - 0,79 1,30 2,67 5458 2,67 1,34 1,06 1,24 

3.1.1.2. Hareketli fazda organik çözücü ve tampon çözeltinin yüzdelerinin 

belirlenmesi 

SUT parametrelerine istinaden iyi bir ayrım için kolon, akıĢ hızı, kolon 

sıcaklığı ve mobil faz bileĢimi parametreleri sabitlenmiĢ ve uygun ACN oranını 

bulmak için hareketli fazın organik çözücü içeriği %65, %75, %80, %85 ve %90 

oranlarında değiĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢmalar Kinetex Evo C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 

µm) kolonda 25 ° ‟de 1 mL/dk akıĢ hızı ve 10 µL enjeksiyon hacmiyle yapılmıĢtır. 

Tampon çözelti olarak 10 mM amonyum asetat kullanılmıĢtır.  Pestisitlerin hareketli 

fazın içeriğinde %75 ACN mevcut iken ideal oranda ayrım sergilediği gözlenmiĢtir. 
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Alıkonma Zamanı (dk) 

ġekil 3.2. Kinetex Evo C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 µm) kolon, 25 °C, 1 mL/dk akıĢ hızı, pH: 

6.8, dalga boyu: 305 nm, hareketli faz: ACN ve Tampon: 10 mM Amonyum asetat 

çözücülerinin (90/10; h/h), (85/15; h/h), (80/20; h/h), (75/25; h/h), (65/35; h/h) oranlarında 

kullanılması ile yapılmıĢ analiz sonucunda pestisit maddelerine ait elde edilen 

kromatogramlar (Ġlk kromatogram ACF‟ye, ikincisi BĠF‟e aittir). 

Çizelge 3.2. SUT parametrelerine göre tampon çözelti molaritesinin kıyaslanması. 

Mobil 

faz 

bileĢimi 

ACF BĠF 

tr (dk) N RS α kי t tr (dk) N RS α kי t 

90 1,88 3538 - - 0,43 1,00 1,98 2603 0,72 1,18 0,51 1,26 

85 2,10 3936 - - 1,19 1,29 2,30 4283 1,46 1,17 1,40 1,18 

80 2,31 4632 - - 0,80 1,26 2,66 5527 2,50 1,33 1,07 1,21 

75 2,70 5661 - - 1,08 1,24 3,28 7077 3,92 1,41 1,53 1,18 

65 3,90 8707 - - 1,91 1,16 5,47 11397 8,41 1,61 3,08 1,08 

3.1.1.3. Organik çözücü denemesi 

Tez çalıĢmasında hareketli faz seçimi için iki farklı çözücü ile analiz 

yapılmıĢtır. Hareketli faz / tampon çözelti oranı sabit tutulup (75/25; h/h) %75 

MeOH ve %75 ACN sabit fazları ile denemeler yapılmıĢ (ġekil 3.3), iki pestisitin de 

eĢ zamanlı analizi için en uygun sabit fazın asetonitril olduğu bu denemede 

kesinleĢmiĢtir. Çizelge 3.3‟te de görüleceği üzere SUT parametrelerine en uygun 

sabit faz ACN‟dir. 
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ġekil 3.3. MeOH (mavi) ve ACN (kırmızı) ile yapılmıĢ organik çözücü çalıĢmasına ait 

kromatogram 

Çizelge 3.3. Organik çözücü denemeleri 

Mobil 

faz 

bileĢimi 

ACF BĠF 

tr (dk) N RS α kי t tr (dk) N RS α kי t 

MeOH 2,31 - - - - - 2,37 - - - - - 

ACN 2,70 5661 - - 1,08 1,24 3,28 7077 3,92 1,41 1,53 1,18 

3.1.1.4. Farklı tampon çözeltilerin analizleri 

Pestisitlerle yapılan çalıĢmalarda, SK çalıĢmalarında genellikle amonyum 

asetat tampon çözeltisi olarak kullanılmaktadır. SK çalıĢmalarında maddelerin iyi 

Ģekilde iyonlaĢmasını sağlamak amacıyla amonyum format, amonyum asetat ve 

formik asit gibi uçucu özellikteki çözücülerin kullanılması gerekmektedir. Analizler 

esnasında tampon çözücü dıĢındaki diğer parametreler sabit tutularak analizler 

gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 3.4). Sistem uygunluk parametreleri değerlendirildiğinde 

(Çizelge 3.4) amonyum asetat tampon çözeltisi tez çalıĢmasında tampon çözelti 

olarak seçilmiĢtir.  
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ġekil 3.4. Kinetex Evo C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 µm) kolon, 25 °C, 1 mL/dk akıĢ hızı, pH: 

6.8, dalga boyu: 305 nm, hareketli faz: ACN ve Tampon: 10 mM Amonyum asetat (75/25; 

h/h) (kırmızı) ve hareketli faz: ACN ve Tampon: 10 mM Amonyum format (75/25; h/h) 

(mavi) tampon çözücüleri ile yapılmıĢ analizler sonucunda pestisit maddelerine ait elde 

edilen kromatogramlar. 

Çizelge 3.4. Farklı tampon çözelti analizlerine ait sonuçlar. 

Tampon 

Çözelti 

ACF BĠF 

tr (dk) N RS α kי t tr (dk) N RS α kי t 

Amonyum 

Asetat 
2,70 5661 - - 1,08 1,24 3,28 7077 3,92 1,41 1,53 1,18 

Amonyum 

Format 
2,21 4751 - - 1,00 1,25 2,69 5983 3,58 1,44 1,44 1,19 

3.1.1.5. AkıĢ hızı optimizasyonu  

Tez çalıĢmasında kullanılan Kinetex Evo C18 (150 mm x 4,6 mm x 5µm) 

kolonun çalıĢma basınç değeri dikkate alınarak akıĢ hızı denemeleri yapılmıĢtır. AkıĢ 

hızı 0,8 mL/dk- 1,4 mL/dk (ġekil 3.5) arasında değiĢtirilerek SUT parametreleri 

hesaplanmıĢtır (Çizelge 3.5). 1,2 mL/dk akıĢ hızında diğer kolonlardan daha düĢük 

bir basınç değeri gözlenmiĢtir. Bu sebeple 1,2 mL/dk akıĢ hızı optimum akıĢ hızı 

olarak seçilmiĢtir. 
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ġekil 3.5. Kinetex Evo C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 µm) kolon, 25 °C, pH: 6.8, hareketli faz: 

ACN (75:25; h/h), Tampon: 10 mM Amonyum asetat, dalga boyu 305 nm, akıĢ hızı (sağdan 

sola sırasıyla) 0,8 mL/dk, 1 mL/dk, 1,2 mL/dk, 1,4 mL/dk ile yapılan analizlere ait 

kromatogramlar (Ġlk kromatogram piki Aklonifen‟e, ikincisi Bifenoks‟a aittir). 

Çizelge 3.5. SUT parametrelerine göre akıĢ hızının kıyaslanması. 

AkıĢ 

Hızı 

(mL/dk) 

ACF BĠF 

tr (dk) N RS α kי t tr (dk) N RS α kי t 

0,8 3,36 6973 - - 1,10 1,24 4,10 8192 4,30 1,41 1,56 1,18 

1 2,70 5661 - - 1,08 1,24 3,28 7077 3,92 1,41 1,53 1,18 

1,2 2,24 5022 - - 1,08 1,24 2,74 6003 3,70 1,42 1,54 1,18 

1,4 1,92 4280 - - 1,08 1,26 2,35 5177 3,43 1,43 1,55 1,18 

3.1.1.6. Kolon sıcaklığının belirlenmesi 

Optimizasyon için optimum kolon sıcaklığının belirlenmesi için kolon sıcaklığı 

25 °C, 35 °C ve 45 °C yapılarak analiz sonuçları karĢılaĢtırılmıĢtır (ġekil 3.6).  Farklı 

sıcaklıklardaki analiz sonuçları karĢılaĢtırıldığında (Çizelge 3.6) sıcaklık arttıkça iki 

pestisit için analiz süresi 0,68 dk gibi bir süre kısaldığı için, ayrım gücü, seçicilik ve 

kolon etkinlikleri arasında da fark bulunmadığı için enerji tasarrufu sağlayabilmek 

adına kolon sıcaklığı 25 °C olarak seçilmiĢtir. 
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ġekil 3.6. Kinetex Evo C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 µm) kolon, akıĢ hızı 1,2 mL/dk, pH: 6.8, 

hareketli faz: ACN (75:25; h/h), Tampon: 10 mM Amonyum asetat, dalga boyu 305 nm, 

sıcaklık sırasıyla (sağdan sola) 45 °C, 35 °C, 25 °C ile yapılan çalıĢmalara ait 

kromatogramlar (Ġlk kromatogram Aklonifen‟e, ikincisi Bifenoks‟a aittir). 

Çizelge 3.6. SUT parametrelerine göre kolon sıcaklığının kıyaslanması. 

Sıcaklık 
ACF BĠF 

tr (dk) N RS α kי t tr (dk) N RS α kי t 

25 °C 2,24 5022 - - 1,08 1,24 2,74 6003 3,70 1,42 1,54 1,18 

35 °C 2,09 4508 - - 0,96 1,25 2,51 5488 3,22 1,40 1,35 1,19 

45 °C 1,97 4111 - - 0,85 1,25 2,33 4990 2,81 1,38 1,19 1,20 

3.1.1.7. Tampon çözeltinin pH’sını belirleme çalıĢmaları 

Kolon, sabit faz ve hareketli fazlar belirlendikten sonra bu fazların oranları da 

optimize edilmiĢ olduğu için tampon çözeltinin pH‟sının analizin optimizasyonuna 

etkisini görmek amacıyla pH‟sı sırasıyla 8,8, 6,8 ve 5,0‟e ayarlanmıĢ ve incelenmiĢtir 

(ġekil 3.7). Analiz sonuçları incelendiğinde optimum pH değeri 6,8 olarak 

belirlenmiĢtir. 
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ġekil 3.7. Kinetex Evo C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 µm) kolon, akıĢ hızı 1,2 mL/dk,, 

hareketli faz: ACN (75:25; h/h), Tampon: 10 mM Amonyum asetat, dalga boyu 305 nm, 

sıcaklık 25 °C, pH: 8,8, pH: 6,8, pH: 5,0 ile yapılan çalıĢmalara ait kromatogramlar (Ġlk 

kromatogram piki Aklonifen‟e, ikincisi Bifenoks‟a aittir). 

Çizelge 3.7. SUT parametrelerine göre tampon çözelti pH‟sının kıyaslanması. 

pH 
ACF BĠF 

tr (dk) N RS α kי t tr (dk) N RS α kי t 

5,0 2,00 3902 - - 0,76 1,26 2,31 4595 2,30 1,35 1,03 1,23 

6,8 2,24 5022 - - 1,08 1,24 2,74 6003 3,70 1,42 1,54 1,18 

8,8 2,41 4600 - - 0,77 1,26 2,78 5312 2,50 1,35 1,04 1,22 

Optimizasyon çalıĢmaları sonucunda ACF ve BĠF‟in eĢ zamanlı analizi için en 

uygun optimum Ģartlar Çizelge 3.8‟de sunulmuĢtur. 

Çizelge 3.8. Pestisitlerin eĢ zamanlı analizi için optimize edilmiĢ kromatografik Ģartlar. 

Parametre Optimize Edilen KoĢullar 

Kolon tipi KĠNETEX EVO C 18 (150 mm x 4,6mm x 5 µm) 

Hareketli faz bileĢimi ACN: Tampon 10 mM Amonyum asetat(75/25; h/h) 

pH 6,8 

Sıcaklık (° ) 25°C 

AkıĢ hızı (mL/dk) 1,2 mL/dk 

Enjeksiyon hacmi (µL) 10 µL 

Dalga boyu (nm) 305 nm 
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3.1.2. Sistem Uygunluk Testlerinin Sonuçları 

GeliĢtirilen yöntem için optimize edilen koĢullarda SUT parametreleri 

aĢağıdaki çizelgede verilmiĢtir. 

Çizelge 3.9. SUT parametreleri. 

Parametre ACF BĠF 

Alıkonma zamanı (tr) 2,24 2,74 

Kolon etkinliği (N; tabaka/metre) 5022 6003 

Seçicilik (α) - 1,42 

Ayırım Gücü (RS) - 3,70 

Kapasite faktörü (k) 1,08 1,54 

Kuyruklanma faktörü (t) 1,24 1,18 

3.1.3. Kalibrasyon ÇalıĢmalarına Ait Sonuçlar 

Tez çalıĢmasının bu aĢamasında ACF ve BĠF için artan deriĢimlerde (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) karıĢım çözeltisi hazırlanarak 5 tekrarlı olacak Ģekilde optimum 

koĢullarda sisteme enjekte edilmiĢtir. DeriĢime karĢılık tekrarlı sonuçlardan elde 

edilen ortalama pik alanları grafiğe geçirilerek her bir madde için kalibrasyon eğrileri 

oluĢturulmuĢ (ġekil 3.8, 3.9 ve 3.10) ve validasyon parametreleri hesaplanarak 

Çizelge 3.10‟da sunulmuĢtur. 
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ġekil 3.8. Optimum koĢullarda bulk çözücü ile yapılan kalibrasyon kromatogramları (0,001 

ppm, 0,0025 ppm, 0,005 ppm, 0,01 ppm, 0,025 ppm, 0,05 ppm, 0,1 ppm, 1 ppm artan 

deriĢimlerde).  

 

ġekil 3.9. Optimum koĢullarda idrar numunesi ile yapılan kalibrasyon kromatogramları (0,01 

ppm, 0,025 ppm, 0,05 ppm, 0,1 ppm, 0,25 ppm ve 0,5 ppm artan deriĢimlerde) Ġç Ģekil: 

Pestisit karıĢım çözeltisi, idrar numunesi ve çözücü numunesi kromatogramları. 

ACF 

BİF 

ACF 

BİF 
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ġekil 3.10. Optimum koĢullarda serum numunesi ile yapılan kalibrasyon kromatogramları 

(0,01 ppm, 0,025 ppm, 0,05 ppm, 0,1 ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm ve 1 ppm artan deriĢimlerde) 

Ġç Ģekil: Serum numunesi, çözücü numunesi ve Pestisit karıĢım çözeltisi kromatogramları. 

Çizelge 3.10. Kalibrasyon hesapları sonucunda bulunan çözücü, idrar ve serum örneklerinde 

validasyon parametreleri. 

Validasyon Parametresi 
Çözücü (Bulk) Ġdrar Serum 

ACF BĠF ACF BĠF ACF BĠF 

Doğrusal aralık (ppm) 0,001-1 0,01-0,5 0,01-1 

Eğim 29414,4 28545,6 15864,75 13147,15 35092,10 29187,37 

KesiĢim 376,40 239,90 10,20 10,11 4002,10 3478,75 

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

TeĢhis sınırı (ppm) 3,2x10-4 3x10-4 2,97x10-3 3,11x10-3 2,86x10-3 3,00x10-3 

Tayin alt sınırı (ppm) 1,0x10-3 1,0x10-3 1,0x10-2 1,0x10-2 1,0x10-2 1,0x10-2 

Gün içi tekrarlanabilirlik (% BSS) * 0,81 0,75 0,95 1,11 0,92 1,00 

Günler arası tekrarlanabilirlik (% BSS) * 1,21 1,11 1,34 1,48 1,27 1,39 

* 5 tekrarlı analiz sonuçlarıdır. 

BİF 
ACF 
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ġekil 3.11. Çözücü (Bulk) validasyonunda kalibrasyon doğruları A) Aklonifen, B) Bifenoks. 

 

ġekil 3.12. Ġdrar ortamının validasyonunda kalibrasyon doğruları A) Aklonifen, B) Bifenoks. 

 

ġekil 3.13. Serum validasyonunda kalibrasyon doğruları A) Aklonifen, B) Bifenoks. 
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Yöntem optimizasyon ve validasyon çalıĢmaları gerçekleĢtirildikten sonra 

yöntemin doğruluğunu ve teze konu serum ve idrar örneklerindeki giriĢim 

maddelerinin ya da farklı maddelerin, pestisitlerin analizlerinde giriĢim etkilerini 

tespit etmek amacıyla geri kazanım yöntemleri çalıĢılmıĢtır. Yapılan çalıĢmalarda, 

ACF ve BĠF içeren pestisit numuneleri, serum ve idrar numuneleri ile geri kazanım 

çalıĢmaları kör matriks ortamına analizi yapılacak maddelerin ilave edilmesi ile 

yapılmıĢtır. Geri kazanım çalıĢmalarının sonucunda standart maddelerin kalibrasyon 

denkleminde yerlerine yerleĢtirmek suretiyle % geri kazanım cinsinden hesaplamalar 

yapılmıĢtır (Çizelge 3.11 ve 3.12). 

Çizelge 3.11. Serum için geri kazanımlar. 

Parametre ACF BĠF 

Bilinen miktar (ppm) 0,3 0,3 

Bulunan miktar (ppm) 305x10-3 307,33x10-3 

BSS (%)* 1,64 2,09 

BH (%) -1,67 -2,44 

Ġlave edilen miktar (ppm) 450x10-3 600x10-3 750x10-3 450x10-3 600x10-3 750x10-3 

Bulunan miktar (ppm) 459x10-3 604,33 x10-3 753,33 x10-3 454,6 x10-3 608,33 x10-3 751,33 x10-3 

Geri kazanım (%) 102,0 100,72 100,44 101,02 101,39 100,18 

Geri kazanıma ait BSS (%)* 0,78 0,67 0,33 1,01 0,41 0,33 

Geri kazanıma ait BH (%) -2,0 -0,72 -0,44 -1,02 -1,39 -0,18 

* 5 tekrarlı analiz sonuçlarıdır. 

Çizelge 3.12. Ġdrar için geri kazanımlar 

Parametre ACF BĠF 

Bilinen miktar (ppm) 5 x10-2 5 x10-2 

Bulunan miktar (ppm) 49,87 x10-3 51,17 x10-3 

BSS (%)* 1,52 1,49 

BH (%) 0,27 -2,33 

Ġlave edilen miktar (ppm) 7,5 x10-2 0,1 12,5 x10-2 7,5 x10-2 0,1 12,5 x10-2 

Bulunan miktar (ppm) 74,67 x10-3 102,2 x10-3 125,33 x10-3 73,0 x10-3 102,0 x10-3 125,17 x10-3 

Geri kazanım (%) 99,55 102,2 100,27 97,33 102,0 100,13 

Geri kazanıma ait BSS (%)* 2,79 1,67 2,00 2,74 0,98 3,44 

Geri kazanıma ait BH (%) 0,44 -2,20 -0,27 2,67 -2,0 -0,13 
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3.1.4. HızlandırılmıĢ Bozundurma ÇalıĢmalarına Ait Sonuçlar 

Kalibrasyon çalıĢmalarının tamamlanmasının akabinde yöntem seçiciliğinin 

belirlenmesi amacıyla hızlandırılmıĢ bozundurma çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Bozundurma deneyler esnasında %0,3 ve %3‟lük H2O2 ile oksidasyon, 0,1 M 

ve 1 M NaOH ile baz hidroliz, 0,1 M ve 1 M HCl ile asit hidroliz denemeleri 

gerçekleĢtirilmiĢ, ayrıca pestisit maddeleri 254 nm UV ıĢık altında ve sıcak su 

banyosunda (55 °C) 1, 3, 6, 9 ve 12 saat süreyle bozundurma testine maruz 

kalmıĢlardır. Bozunan pestisit miktarı ile bozundurulmamıĢ pestisit miktarı 

kıyaslanarak çalıĢılan pestisitlere ait bozunma yüzdesi hesaplanmıĢtır (ġekil 3.14 ve 

ġekil 3.15). 
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ġekil 3.14. Aklonifen için hızlandırılmıĢ bozunma çalıĢmaları. 
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ġekil 3.15. Bifenoks için hızlandırılmıĢ bozunma çalıĢmaları. 

3.2. Aklonifen ve Bifenoks Pestisitlerinin HSA ile Olan EtkileĢimlerini 

Ġncelemek Ġçin Kullanılan Spektroskopik Yöntemlere Ait Bulgular 

Bu çalıĢmalar ACF ve BĠF‟un HSA‟nın floresanında herhangi bir indüklemeye 

neden olup olmadığını gözlemlemek için gerçekleĢtirilmiĢtir. HSA-pestisit bileĢikleri 

etkileĢimlerinin floresans sönümleme mekanizmalarının anlaĢılabilmesi amacıyla 3‟µM 

konsantrasyondaki HSA üzerine 1,3x10
-8

-7,2x10
-6
 µM aralığında artan deriĢimlerde 

Aklonifen ve 9,7x10
-9
- 4,6x10

-6 
µM aralığında artan deriĢimlerde Bifenoks pestisit bileĢiği 

ilavesi ile floresans Ģiddetinin düĢüĢü gözlenmiĢ olup, ġekil 3.16‟da gösterilmektedir. HSA 

280 nm‟de uyarıldığında, tek baĢına maksimum floresan emisyonu gösterdiği pik 336 nm 

olarak kaydedilmiĢtir (Sapmaz ve ark., 2023). 
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ġekil 3.16. HSA üzerine artan deriĢimlerde Aklonifen ve Bifenoks ilavesi sonucu 

gerçekleĢen floresans sönümleme sonuçları. 

HSA‟nın tek baĢına floresans ölçümü sonrası, çözeltiye artan miktarlarda ACF 

ve BĠF eklenmiĢtir, bu aĢamada emisyon zirvesinde herhangi bir kayma olmamıĢ, 

HSA floresansı aĢamalı olarak sönümlenmiĢtir (Sapmaz ve ark., 2023). 
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HSA- pestisit etkileĢimleri için floresans sönümleme verileri 288 K, 293 K, 

298 K ve 303 K sıcaklıklarında Stern Volmer denklemi (EĢitlik 3.1.) kullanılarak 

değerlendirilmiĢtir. 

  

 
        [        ]           [        ]       (3.1) 

Stern-Volmer eĢitliğindeki F0 ve F değerleri sırasıyla pestisit bileĢiği yokluğundaki 

ve varlığındaki HSA çözeltisinin floresans Ģiddetini, Kq proteinin sönümleme hız sabitini, 

   pestisit yokluğundaki floresansın ömrünü, [Pestisit] protein-pestisit karıĢım 

solüsyonundaki pestisit konsantrasyonunu ve KSV ise Stern-Volmer sönümleme 

sabitini göstermektedir. 

En yüksek ACF konsanstrasyonunda (7,2 µM) HSA floresan Ģiddetinde %40 

azalma gözlenirken, BĠF için en yüksek deriĢim olan 4,6 µM deriĢiminde yaklaĢık %50 

azalma görülmüĢtür (Sapmaz ve ark., 2023). 

ACF- HSA ve BĠF- HSA etkileĢimlerine ait Stern-Volmer grafikleri, floresan 

verilerinin 288 K, 293 K, 298 K ve 303 K‟de incelenmesiyle elde edilmiĢtir. Bu 

grafiklerin eğiminden elde edilen Ksv değerleri Çizelge 3.13.‟te gösterilmiĢ olup söz 

konusu grafikler ġekil 3.17‟de gösterilmektedir (Sapmaz ve ark., 2023). 

Ġç filtre etkisini en aza indirmek için ise ACF-HSA ve BĠF-HSA 

etkileĢimlerine ait floresans Ģiddetleri EĢitlik 3.2. kullanılarak düzeltilmiĢtir. 

                           [(       )  ] (3.2) 
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ġekil 3.17. (A) Aklonifen−HSA ve (B) Bifenoks−HSA etkileĢimleri olmak üzere dört faklı 

sıcaklıkta floresan sönümleme titrasyonundan elde edilen Stern-Volmer grafikleri 

HSA proteininin ACF ve BĠF pestisit molekülleri ile etkileĢimi sonucunda 

sönümlenme mekanizmasını belirlemek amacıyla yapılan çalıĢmada, 15°C (288 K), 

20°C (293 K) ve 25°C (298 K) ve 30°C (303 K)‟de HSA ile ACF‟nin etkileĢimi 

sonucunda KSV değerleri sırasıyla 1,62×10
5
, 1,88×10

5
, 2,07×10

5 
ve 3,05 ×10

5 
Kq 

değerleri de sırasıyla 1,62×10
15

, 1,92×10
15

, 2,07×10
15

 ve 3,05×10
15 
bulunmuĢtur. HSA 

ile BĠF‟un etkileĢimi sonucunda KSV değerleri sırasıyla 1,60×10
5
, 1,79×10

5
, 1,82×10

5 
ve 

2,10 ×10
5 

Kq değerleri de sırasıyla 1,60×10
15

, 1,79×10
15

, 1,82×10
15

 ve 2,10×10
15 

olarak 

bulunmuĢtur.
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Çizelge 3.13. Aklonifen ve Bifenoks‟un HSA ile olan etkileĢimlerine ait Ksv değerleri 

Sıcaklık (K) 
ACF BĠF 

R2  KSV  Kq R2  KSV  Kq 

288 0,990 1,62 × 105 1,62 × 1015 0,990 1,60 × 105 1,60 × 1015 

293 0,994 1,88 × 105 1,92 × 1015 0,990 1,79 × 105 1,79 × 1015 

298 0,992 2,07 × 105 2,07 × 1015 0,992 1,82 × 105 1,82 × 1015 

303 0,990 3,05 × 105 3,05 × 1015 0,990 2,10 × 105 2,10 × 1015 

Statik ve dinamik sönümleme, HSA‟nın pestisitler tarafından söndürülmesiyle 

ortaya çıkmakta olup, sıcaklık değiĢimiyle beraber Ksv değerlerinde gerçekleĢen değiĢim, 

reaksiyonun dinamik veya statik olduğu hakkında fikir vermektedir (Sapmaz ve ark., 

2023). 

Çizelge 3.13‟te de gösterildiği üzere çözeltinin sıcaklığının artması pestisit-protein 

etkileĢim sistemine ait KSV değerinin artmasına yol açmıĢtır. Artan sıcaklıkla birlikte KSV 

değerlerinin artması, çalıĢılan protein-pestisit sistemindeki floresan sönümleme 

mekanizmasının dinamik söndürmeden kaynaklandığını göstermektedir. 

Sönüm mekanizması belirlendikten sonra her bir protein-pestisit etkileĢimi için 

pestisitlerle protein molekülleri arasındaki bağlanma reaksiyonlarıyla ilgili detaylı 

bilgi elde edilebilmektedir. ACF-HSA ve BĠF-HSA etkileĢimleri için farklı ısılarda 

protein molekülü baĢına pestisitlerin bağlanma bölgelerinin sayısı (n) ve bağlanma 

sabitleri (Kf), aĢağıdaki EĢitlik 3.3 kullanılarak belirlenmiĢtir. 

   
    

 
            [        ]  (3.3) 

Bu eĢitlikte yer alan F0, F ve [Pestisit] parametreleri Stern-Volmer eĢitliğinde 

tanımlanan parametrelerle aynıdır. F0 ve F sırasıyla pestisit yokluğundaki ve 

varlığındaki protein çözeltisinin floresans Ģiddeti, [Pestisit] protein-pestisit karıĢım 

çözeltisindeki pestisit konsantrasyonunu ifade etmektedir. EĢitlik 3.3‟e göre, log (F0–

F)/F‟ye karĢı log[Pestisit] grafiğinin çizilmesiyle elde edilen doğrusal grafiklerin 

eğim ve kesiĢim değerlerinden yararlanılarak Kf ve n değerleri hesaplanmıĢtır. 
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15°C, 20°C, 25°C ve 30°C‟de ACF-HSA ve BĠF-HSA etkileĢimleri için çizilen 

log (F0-F)/F‟ye karĢı log[Pestisit] grafiği aĢağıdaki Ģekillerde gösterilmektedir. 
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ġekil 3.18. (A) Aklonifen–HSA ve (B) Bifenoks–HSA etkileĢimlerine ait 4 farklı 

sıcaklıktaki floresans sönümleme titrasyonuyla gerçekleĢtirilen çalıĢmalara ait çift logaritmik 

grafikler. 

ACF-HSA ve BĠF-HSA etkileĢimleri için log (F0-F)/F‟ye karĢı log[Pestisit] 

grafiklerindeki verilerin lineer regresyon analiziyle iĢlenmesi sonucunda elde edilen 

doğrusal grafiklerin eğim ve kesiĢim değerleri aracılığıyla hesaplanmıĢ Kf ve n 

değeri aĢağıdaki çizelgede yer almaktadır. 
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Çizelge 3.14. Aklonifen–HSA ve Bifenoks–HSA etkileĢimlerine ait pH 7.4‟te 4 farklı sıcaklıkta 

gerçekleĢtirilen çalıĢmalara ait bağlanma sabitlerine ait değerler. 

Sıcaklık (K) 
ACF BĠF 

R2 n log Kf Kf R2 n log Kf Kf 

288 0,995 0,82 4,24 1,74 × 104 0,992 0,70 3,30 2,00 × 103 

293 0,990 0,94 4,94 8,71 × 104 0,990 0,76 4,00 1,00 × 104 

298 0,993 1,03 5,54 3,47 × 105 0,996 0,95 5,00 1,00 × 105 

303 0,992 1,15 6,29 1,95 × 106 0,990 1,14 6,01 1,02 × 106 

Yukarıdaki çizelgeye bakıldığında, ACF ve BĠF pestisitlerinin HSA 

proteinlerine bağlanma iĢlemi için bağlanma sabiti değerleri, yükselen çözelti 

sıcaklığıyla beraber artmaktadır. Protein-pestisit sisteminde artan solüsyon 

sıcaklığıyla bağlanma sabitinin değerindeki artma, kararsız bileĢenlerin kısmi 

ayrıĢmasından ve yapının kararsız karakterinden kaynaklanmaktadır (Ge ve ark., 

2010). ACF ve BĠF pestisitlerinin HSA proteini üzerine bağlanma yeri sayısı olan 

“n” değerinin tüm sıcaklıklarda 1‟e yakın olması nedeniyle 1 tanedir ve pestisit 

bağlanma yeri miktarı sıcaklığın yükseliĢiyle ciddi oranda değiĢmemektedir (He ve 

ark., 2005). 

Proteinler ve pestisit molekülü arasında dört ana etkileĢim gerçekleĢmekte 

olup, bunlar van der Waals kuvvetleri, hidrojen bağı, elektrostatik etkileĢimler ve 

hidrofobik etkileĢimlerdir (Hu ve ark., 2005; Jang ve ark., 2009 ve Ge ve ark., 2010). 

Protein-pestisit etkileĢimlerinin yapısal bozulma olmadan çeĢitli sıcaklıklarda 

etkileĢimlerin doğasını saptamak amacıyla termodinamik değiĢken değerleri 

hesaplanmıĢtır. Entalpi değiĢimi (ΔH) ve entropi değiĢimi (ΔS) değerleri Van't Hoff 

denklemi (EĢitlik 3.4) kullanılarak belirlenmiĢtir. Van‟t Hoff denklemi aĢağıda 

belirtildiği Ģekildedir. 

        
  

  
  

  

 
 (3.4) 

Bu denklemdeki Kf çalıĢılan sıcaklıktaki bağlanma sabiti değeri, T çözelti 

sıcaklığı ve R ideal gaz sabitidir. Her sistemin ΔH ve ΔS değerlerini hesaplama 

amacıyla ln Ka değerine karĢı 1/T grafiği (ġekil 3.19) çizilmiĢtir. 
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ġekil 3.19. (A) Aklonifen−HSA ve (B) Bifenoks−HSA etkileĢimlerine ait Van't Hoff 

çizelgeleri. 

Van‟t Hoff grafiği verilerinin (ġekil 3.19.A ve ġekil 3.19.B) doğrusal 

regresyon analizleri kullanılarak oluĢturulan lineer grafiklerin eğim ve kayma 

değerlerinden sırasıyla ΔH ve ΔS değerleri hesaplanmıĢtır. 

Protein-ilaç sistemindeki bağlanma iĢlemindeki Gibbs serbest enerji 

değiĢiminin (ΔG) değerlerini hesaplamak için EĢitlik 3.5 kullanılmıĢtır. 
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           (3.5) 

HSA proteininin ACF ve BĠF pestisit bileĢiklerine bağlanma prosesleri için 

elde edilen termodinamik değiĢkenlerin büyüklüğü ve iĢareti, etkileĢimin türüyle 

ilgili bilgi vermektedir. ΔG<0 oluĢu reaksiyonun kendiliğinden olduğunu ve ΔH<0 

olduğu durumda reaksiyonun ısı veren (ekzotermik) olduğunu göstermektedir. ΔS ve 

ΔH değerlerinin negatif olması durumu florofor ile söndürücü arasındaki etkileĢimde, 

hidrojen bağları ve van der Waals kuvvetlerinin ana faktörler olduğunu 

göstermektedir. ΔS>0 olması halinde hidrofobik etkileĢimlerin olduğu bilgisi elde 

edilmektedir (Lakowicz, 2006). 

Çizelge 3.15. Aklonifen–HSA ve Bifenoks–HSA etkileĢimlerine ait pH 7.4‟te 4 farklı 

sıcaklıkta gerçekleĢtirilen çalıĢmalara ait termodinamik parametreler. 

Sıcaklık (K) 
ACF BĠF 

ln Kf 

(mol-1 L) 

∆G 
(kJ mol-1) 

∆H 
(kJ mol-1) 

∆S 
(kJ mol-1 K-1) 

ln Kf 

(mol-1 L) 

∆G 
(kJ mol-1) 

∆H 
(kJ mol-1) 

∆S 
(kJ mol-1 K-1) 

288 9,76 -23,40 

225,43 0,864 

7,60 -12.17 

304,63 1,11 
293 11,37 -27,72 9,21 -17.67 

298 12,76 -32,04 11,51 -23.17 

303 14,48 -36,35 13,84 -28.67 

ACF-HSA ve BĠF-HSA komplekslerinin oluĢumunu ve floresans sonuçlarını 

doğrulamak amacıyla UV-Vis absorpsiyon spektroskopisi kullanılmıĢtır. Çünkü 

pestisit etkileĢimine bağlı olarak HSA absorpsiyon spektrumundaki değiĢiklikler, 

hem sönümleme sürecinin göstergesi hem de pestisit ile HSA arasında bir 

kompleksin oluĢtuğunun kanıtıdır. ġekil 3.20.a, artan ACF konsantrasyonları ile 

HSA'nın absorbans spektrumundaki değiĢiklikleri göstermektedir. HSA, yapısındaki 

Triptofan (Trp) ve Tirozin (Tyr)‟in mevcudiyeti nedeniyle 280 nm'de yüksek bir 

absorpsiyon zirvesi görülmektedir. Artan ACF konsantrasyonları ile HSA 

absorpsiyon zirvesindeki azalıĢ, HSA kromoforlarının etrafındaki değiĢtirilmiĢ mikro 

ortamı açıkça göstermektedir. Bu sonuç, ACF-HSA etkileĢim mekanizmasının 

dinamik sönümleme olarak sınıflandırıldığını ve ACF ile HSA arasında 

kompleksleĢmenin meydana geldiğini ortaya çıkarmıĢtır. Benzer Ģekilde, artan BĠF 

konsantrasyonları ile HSA absorpsiyon zirvesinde meydana gelen değiĢiklikler BĠF-

HSA etkileĢim mekanizmasının da dinamik sönümleme olarak sınıflandırıldığını 

ortaya koymaktadır (ġekil 3.20.b).  
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ġekil 3.20. HSA‟nın üzerine artan deriĢimlerde (A) Aklonifen ve (B) Bifenoks ilavesi 

sonucu (en üst spektrumdan alta doğru pestisit deriĢimi azalmaktadır.) UV–VĠS 

absorbsiyonu. Deneysel koĢullar: [HSA] = 2 mg ml
–1

; [ACF] = 13 nM–7.2 μM; [BĠF] = 9.7 

nM–4.6 μM; λex = 280 nm; tampon çözelti = PB 7.4; sıcaklık = 298 K. 
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4. TARTIġMA 

Toplam dünya nüfusu günden güne artmakla beraber nüfus sayısı artıĢı kıtlık 

oranını da negatif doğrultuda değiĢtirmektedir. Kıtlığın artıĢı ile üreticiler, ürünlerini 

zararlılardan korumak ve geliĢtirebilmek için pestisitleri yaygın olarak 

kullanmaktadır. Ancak, pestisitler hem üründe bıraktıkları kalıntılar hem de 

ekosistemdeki kalıntıları nedeniyle canlılarda ve çevrede olumsuz etkiye yol 

açmaktadır.  

Bu yüzden tez çalıĢmasına konu pestisit Difenileter grubundan Aklonifen ve 

Bifenoks pestisit bileĢiklerinin HSA ile etkileĢimi ve idrarda analizi için 

spektroflorometrik ve kromatografik yöntemler kullanılarak araĢtırma yapılmıĢ ve en 

uygun yöntemler geliĢtirilmeye çalıĢılmıĢtır. Bu araĢtırmalar sonucunda aĢağıda yer 

alan sonuçlar elde edilmiĢtir. 

Öncelikle ACF ve BĠF pestisit bileĢiklerinin kimyasal özellikleri incelenmiĢtir. 

Ġki pestisit etken maddesinin YPSK yöntemi ile eĢ zamanlı analizi için en uygun 

kromatografik koĢullar belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. Hareketli faza en uygun organik 

çözücü ve tampon çözücü yüzdeleri için denemeler gerçekleĢtirilmiĢtir.  

ÇalıĢmalar sonucunda tampon çözelti olarak amonyum asetat ve organik 

çözücü olarak asetonitril seçilmesine karar verilmiĢtir. Amonyum asetat çözeltisi 10 

mM olarak hazırlanarak asetonitril çözeltisi ise saf halde gradiyent halde sisteme 

verilmiĢtir. Asetonitril yüzdesi denemeleri sırasıyla 90, 85, 80, 75, 65 oranlarındadır. 

Yapılan denemeler sonucunda azalan asetonitril oranı ile analiz süresi, ayrım 

gücü ve kolon etkinliğinde artıĢ gözlenmiĢtir. 

Tampon çözeltinin ve organik çözücünün yüzdelerinin belirlenmesi çalıĢmaları 

sonucunda hem kabul edilebilir değerlerde ayrım sağlayabilmek hem de daha az 
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organik atık kullanabilmek amacıyla hareketli faz bileĢimi asetonitril 10 mM- 

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

Tez çalıĢmasında geliĢtirilmeye çalıĢılan yöntemde hareketli faz bileĢimi 

belirlendikten sonra kolon sıcaklığı, akıĢ hızı ve enjeksiyon hacmi sabit tutularak 

farklı kolonlarda denemeler yapılmıĢtır. 

Bu kolonların özellikleri seçilirken partikül boyutu, farklı paketleme 

materyalleri ve kolon uzunluğu gibi parametrelerin analiz sonuçlarına etkisini 

inceleyebilmek hedeflenmiĢtir. Analize en uygun kolonun Kinetex Evo C18 (150 

mm x 4,6mm x 5 µm) olacağı anlaĢılmıĢtır. 

YPSK yönteminde kolon sıcaklığının değiĢmesi analizin süresini, pikin Ģeklini 

ve sistem uygunluk parametrelerinin birçok parametresini etkilemektedir. Kolon 

sıcaklığı denemeleri 25 °C, 35 °C ve 45 °C‟de yapılmıĢtır. Analizler sonucunda üç 

sıcaklık değerinin birbirine yakın analiz süresine sahip olduğu, birbirine yakın 

değerlerde ayrım gücü olduğu ve etkinlik sağladığı görülmüĢtür. Yöntem 

geliĢtirilirken fazladan enerji harcanmaması adına kolon sıcaklığı 25 °C olarak 

belirlenmiĢtir. 

YPSK yönteminde sıklıkla amonyum asetat ve amonyum format tampon 

çözeltileri tercih edilmektedir. Yöntem optimizasyonu esnasında amonyum astetat ile 

yapılan denemeler amonyum format için de tekrarlanmıĢtır. Amonyum asetat 

tamponunun teorik tabaka sayısı değeri amonyum format tamponundan daha yüksek 

olduğu için analiz verimliliği açısından amonyum asetat tamponu seçilerek devam 

edilmiĢtir. 

Kolon denemeleri esnasında 1 mL/dk akıĢ hızında yapılan denemelerde 

Kinetex Evo C18 (150 × 4.6 mm, 5 μm) kolonda 44 bar basınç gözlenmiĢtir. AkıĢ 

hızı arttırılarak analiz süresi azaltılmaya çalıĢılmıĢtır. Bu amaçla 0,8, 1, 1,2 ve 1,4 

mL/dk akıĢ hızlarında denemeler gerçekleĢtirilmiĢtir. SUT parametreleri göz önüne 
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alınarak 1,2 mL/dk akıĢ hızında 2,74 dakika süresince iki pestisit maddesinin de 

analiz edilebileceği görülmüĢtür. 

Optimizasyon çalıĢmalarındaki son adımda tampon çözelti pH‟sının analiz 

sonucuna etkisi incelenmiĢtir. Tampon çözelti pH‟sı asetik asit ilavesi ile 5,0 ve 

sodyum hidroksit ilavesiyle 8,8‟e ayarlanmıĢtır. Deneme çalıĢmaları esnasında 5,0, 

6,8 ve 8,8 olmak üzere üç farklı pH‟da analiz süresi, teorik tabaka sayısı ve ayırım 

gücü dikkate alındığında en uygun pH‟nın 6,8 olduğu sonucuna varılmıĢtır. Bu 

sebeple pH‟ın değiĢmemesine karar verilmiĢtir. 

GeliĢtirilmiĢ olan YPSK yönteminin optimizasyon çalıĢmaları sonrası, 

optimize yöntemin SUT parametreleri belirlenmiĢ olup, bu parametreler 

doğrultusunda geliĢtirilmiĢ olan yöntemin uygulanabilir olduğu kanıtlamıĢ olup, 

yöntem validasyonu çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. Yöntem validasyonu esnasında 

çözücü, idrar ve serumda 5 tekrarlı analiz gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Çözücü içinde gerçekleĢtirilen analizlerde ACF ve BĠF için sırasıyla doğrusal 

aralık 0,001- 1 ppm, teĢhis sınırı sırasıyla 3,2x10
-2

 ve 3,0x10
-2

 ppm, tayin alt sınırı 

ise kabul edilen %BSS sınırları içinde (<%2) ikisi için de 1,0x10
-3

 ppm olarak 

bulunmuĢtur. Söz konusu yöntemin korelasyon katsayısı sırasıyla 0,991 ve 0,994 

olarak elde edilmiĢtir. Çözücüde gerçekleĢtirilen analizler için gün içi 

tekrarlanabilirlik (%BSS) değerleri 0,81 ve 0,75 bulunmuĢ olup günler arası tekrar 

edilebilirlik değeri 1,21 ve 1,11 Ģeklinde elde edilmiĢtir. 

Ġdrar ortamında gerçekleĢtirilen analizlerde ACF ve BĠF için sırasıyla doğrusal 

aralık 0,01- 0,5 ppm, teĢhis sınırı 2,97x10
-3

 ve 3,11x10
-3

 ppm, tayin alt sınırı ise 

kabul edilen %BSS sınırları içinde (<%2) ikisi için de 1,0x10
-2

 ppm olarak 

bulunmuĢtur. Söz konusu yöntemin korelasyon katsayısı sırasıyla 0,996 ve 0,998 

olarak elde edilmiĢtir. Çözücüde gerçekleĢtirilen analizler için gün içi 

tekrarlanabilirlik (%BSS) değerleri 0,95 ve 1,11 bulunmuĢ olup günler arası tekrar 

edilebilirlik değeri 1,34 ve 1,48 Ģeklinde elde edilmiĢtir. 
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Serumda gerçekleĢtirilen analizlerde ACF ve BĠF için sırasıyla doğrusal aralık 

0,01- 0,5 ppm, teĢhis sınırı 2,86x10
-3

 ve 3x10
-3

 ppm, tayin alt sınırı ise kabul edilen 

%BSS sınırları içinde (<%2) ikisi için de 1,0x10
-2

 ppm olarak bulunmuĢtur. Söz 

konusu yöntemin korelasyon katsayısı sırasıyla 0,996 ve 0,998 olarak elde edilmiĢtir. 

Çözücüde gerçekleĢtirilen analizler için gün içi tekrarlanabilirlik (%BSS) değerleri 

0,92 ve 1,00 bulunmuĢ olup günler arası tekrar edilebilirlik değeri 1,27 ve 1,39 

Ģeklinde elde edilmiĢtir. 

ACF ve BĠF pestisit bileĢiklerinin numunelerinin bozundurma ürünlerinin 

analize etkisinin tespiti için bozundurma çalıĢmaları yapılmıĢtır. Pestisit bileĢiklerine 

ait numuneler hafif stres koĢullarında incelenmiĢtir. Bu doğrultuda 0,1 M HCl ve 1 

M HCl ile asit hidrolizi, 0,1 NaOH ve 1 M NaOH ile baz hidrolizi ve % 0,3 H2O2 ve 

% 3 H2O2 ile oksidasyon, sıcak su banyosunda bekletme ve 254 nm UV ıĢık 

banyosunda bekletme koĢullarında çalıĢmalar gerçekleĢtirilmiĢtir.  

ACF için asit ile hidroliz koĢullarında 0,1 M HCl için 12. saatten sonra 

bozunmaya baĢlamıĢ, baz ile hidroliz ve UV ıĢık banyosunda bekletme 

denemelerinde pestisit bileĢiğinde belirgin bir bozunma gözlenmemiĢtir. Sıcak su 

banyosunda bekletme sonucunda 3. saatin sonunda, %0,3 H2O2 ile oksidasyonda 3. 

saatin sonunda bozunma yüzdelerinde belirgin bir artıĢ gözlenmiĢtir. 

BĠF için ise, asit hidrolizinde ve UV ıĢık banyosunda bekletme koĢullarında 

belirgin değiĢim gözlenmezken sıcak su banyosunda 3. saatin sonunda ve %0,3 H2O2 

ile oksidasyon denemesinde 6. saatten sonra bozunma yüzdesinde belirgin bir artıĢ 

gözlenmiĢtir. 

GeliĢtirilen yöntemin geçerliliğinin kanıtlanabilmesi için gerekli olan yöntem 

geçerlilik testlerinin parametreleri seçilmiĢ ve parametrelerin geçerlilik kriterleri 

dikkate alınmıĢtır. Bu amaçla validasyon çalıĢmalarında doğrusal aralık, duyarlılık, 

kesinlik, geri kazanım, tekrarlanabilirlik gibi parametreler bulunduktan sonra bu 

parametreler istatistiksel olarak değerlendirilmiĢ, geliĢtirilen yöntemin doğruluğunun 

bulunabilmesi için yapılan çalıĢmalarda ACF ve BĠF içeren pestisit numuneleri, 
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serum ve idrar numuneleri üzerine ilave edilerek ilave edilen etken maddeler ile geri 

kazanım çalıĢmaları yapılmıĢ ve gerekli parametreler hesaplanmıĢtır. 

Sonuç olarak, ACF ve BĠF pestisit bileĢiklerinin eĢ zamanlı olarak YPSK 

yöntemi ile analizi Kinetex Evo C18 (150 × 4.6 mm, 5 μm) kolonda, 25 °C kolon 

sıcaklığında ve 1,2 mL/dk akıĢ hızında gerçekleĢtirilmiĢtir. Kullanılan hareketli fazın 

içeriği asetonitril: 10 mM amonyum asetat tamponu, 75:25 (h/h) dir. ÇalıĢma yapılan 

dalga boyu 305 nm olarak seçilmiĢ ve enjeksiyon hacmi 10 μL‟dir.  Bu koĢullarda 

ACF ve BĠF‟un alıkonma zamanları sırasıyla 2,24 ve 2,74 dakika olarak elde 

edilmiĢtir. GeliĢtirilen yöntemde Aklonifen ve Bifenoks için doğrusal aralık 0,001- 1 

ppm, teĢhis sınırı sırasıyla 3,2x10
-2

 ve 3,0x10
-2

 ppm, tayin alt sınırı ise kabul edilen 

%BSS sınırları içinde (<%2) ikisi için de 1,0x10
-3

 ppm olarak bulunmuĢtur. 

Tez çalıĢmalarının ikinci bölümünde kullanılan pestisit bileĢiklerinin HSA ile 

etkileĢimi için UV ve floresans spektrometre cihazlarında çalıĢılmıĢtır. 

Bu kapsamda fosfat tamponu içerisinde pH 7,4‟te HSA konsantrasyonu sabit 

tutularak ACF ve BĠF konsantrasyonu değiĢtirilerek floresans ve UV spektrumları 

alınmıĢtır. Floresans spektroskopisi ile elde edilen verilerde artan ACF ve BĠF 

konsantrasyonlarına bağlı olarak HSA‟nın floresans Ģiddetinin azaldığı görülmüĢtür. 

Buna bağlı olarak ACF-HSA ve BĠF-HSA moleküleri arasında etkileĢimin meydana 

geldiği, bu etkileĢimin farklı sıcaklıklarda Stern-Volmer denklemine göre incelenmiĢ 

ve artan sıcaklıkla KSV‟nin artıĢ gösterdiği ve ACF ve BĠF için dinamik sönümleme 

mekanizmasının olduğu sonucuna varılmıĢtır.  

ACF ve BĠF ile HSA arasındaki kompleks oluĢumunu göstermek ve floresans 

verilerini doğrulamak için UV-vis absorpsiyon spektroskopisi ile de ölçümler 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Çünkü ligand bağlanmasına bağlı olarak HSA‟nın absorpsiyon 

spektrumundaki değiĢiklikler hem sönümleme iĢleminin göstergesi hem de ligand ile 

protein arasında bir kompleksin oluĢtuğunun kanıtıdır. Elde edilen sonuçlarından, 

artan pestisit konsantrasyonları ile HSA'nın absorbans spektrumunda herhangi bir 

değiĢim olmaması, etkileĢim mekanizmasında dinamik sönümlemenin baskın 
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olduğunu ve çalıĢıĢan pestisitler ile HSA arasında kompleksleĢmenin meydana 

geldiğini göstermektedir. 

ACF-HSA ve BĠF-HSA etkileĢimleri için log(F0-F) /F‟ye karĢı log [Pestisit] 

grafiklerindeki verilerin lineer regresyon analiziyle iĢlenmesi sonucunda elde edilen 

doğrusal grafiklerin eğim ve kesiĢim değerleri aracılığıyla “Kf” ve “n” değerleri 

hesaplanmıĢtır (Oda sıcaklığında, pestisitlerin HSA ile bağlanma afiniteleri ACF–

HSA kompleksi için Kf=3,47 × 10
5
 M

-1
; BĠF–HSA kompleksi için Kf =1 × 10

5
 M

-1
 

olarak bulunmuĢtur). ACF ve BĠF pestisitlerinin HSA proteinlerine bağlanma iĢlemi 

için bağlanma sabiti değerleri, artan ortam sıcaklığı ile artmaktadır. Protein-pestisit 

sisteminde artan sıcaklık ile bağlanma sabitinin değerindeki artma, kararsız 

bileĢenlerin kısmi ayrıĢmasından ve yapının kararsız karakterinden 

kaynaklanmaktadır. ACF ve BĠF pestisitlerinin HSA proteini üzerine bağlanma yeri 

sayısı olan “n” değerinin tüm sıcaklıklarda 1‟e yakın olması nedeniyle 1 tanedir ve 

pestisit bağlanma yeri miktarı sıcaklığın yükseliĢiyle ciddi oranda değiĢmemektedir. 

Farklı sıcaklıklar kullanılarak elde edilen termodinamik parametreler (ΔG, ΔH, 

ΔS), ACF-HSA ve BĠF-HSA arasındaki etkileĢimde güçlü hidrofobik etkileĢimlerin 

etkin olduğu görülmüĢtür (ACF-HSA kompleksi için ΔS= +0,864 kJ mol
–1

K
–1
, ΔH = 

225,43 kJ mol
–1

 ve BĠF-HSA kompleksi için ΔS= + 1,11 kJ mol
–1

K
–1
, ΔH = 304,63 

kJ mol
–1
). Her iki sistem için Gibbs serbest enerji değiĢimin pozitif olması 

moleküller arasındaki etkileĢimin endotermik gerçekleĢtiğini göstermiĢtir (Oda 

sıcaklığında ACF-HSA kompleksi için ΔG= –32,04 kJ mol
–1

 ve BĠF-HSA kompleksi 

için ΔG= – 23,17 kJ mol
–1

).  
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5. SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 

Bu çalıĢmada, difenileter herbisitlerden Aklonifen ve Bifenoks pestisitlerinin 

YPSK yöntemi kullanılarak eĢ zamanlı analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. YPSK ile 

geliĢtirilen yöntem için gerekli parametreler optimize edilerek validasyonu 

tamamlanmıĢtır. Bu amaçla analiz için en iyi koĢulların belirlenebilmesi için mobil 

fazda organik çözücü yüzdesi, tampon çözelti molaritesi, sabit faz, akıĢ hızı, sıcaklık 

ve pH gibi parametrelerin denemeleri yapılmıĢtır.  

Literatür taramalarında ACF ve BĠF pestisit bileĢiklerinin biyolojik 

numunelerden aynı anda tayininin gerçekleĢtirilmesi için herhangi bir çalıĢma 

bulunmadığı için çalıĢılan bu iki pestisitin aynı anda analizinin gerçekleĢtirilmesi ve 

biyolojik numunelerde uygulamalarının yapılması çalıĢmanın özgünlüğüne dikkat 

çekmektedir. 

Sonuç olarak, elde edilen verilere göre, ACF ve BĠF pestisit bileĢiklerinin 

eĢzamanlı analizi için hızlı, hassas, kesin, uygulaması kolay, doğru, ekonomik ve 

herhangi bir ön ayırma iĢlemine gerek duyulmayan spektroflorometrik yöntemle 

birleĢtirilmiĢ YPSK yöntemi geliĢtirilmiĢtir. GeliĢtirilen analiz yöntemi ile ilgili 

olarak, ACF ve BĠF pestisit bileĢiklerinin sağlıklı insan idrarından ve insan serum eĢ 

zamanlı analizine baĢarıyla uygulanabileceği düĢünülmektedir. 

Tez çalıĢmasına konu pestisit moleküllerinin biyolojik moleküller ile etkileĢimi 

ve yeni moleküllerin tasarlanma amacının daha derinden anlaĢılmasına katkıda 

bulunabilecek bu çalıĢma, ACF ve BĠF özelinde pestisitler baĢta olmak üzere farklı 

moleküllerin biyolojik moleküller ile bağlanma mekanizmalarını ve bu tür 

moleküllerin farmakolojik etkilerini anlamanın yanı sıra yeni ve etkili moleküllerin 

yapısını tasarlamada daha fazla bilgi sağlayarak araĢtırmacılara katkıda bulunulacağı 

düĢünülmektedir. 
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YPSK yöntemine ilave olarak floresans spektroskopisi kullanılarak pestisit-

protein etkileĢimi incelenmesi amaçlanmıĢtır. Çözeltinin sıcaklığının artması pestisit-

protein sistemi için KSV değerlerini arttırmaktadır. Artan sıcaklıkla birlikte KSV 

değerlerinin artması, çalıĢılan protein-pestisit sistemindeki floresans sönümleme 

mekanizmasının dinamik sönümlemeden kaynaklandığını göstermektedir. 

HSA proteinin ACF ve BĠF pestisit bileĢiklerine bağlanma prosesleri için elde 

edilen ΔS ve ΔH değerlerinin pozitif olması (ΔG, ΔH, ΔS), ACF-HSA ve BĠF-HSA 

arasındaki etkileĢimde güçlü hidrofobik etkileĢimlerin etkin olduğu ve etkileĢimin 

endotermik olduğunu göstermektedir. (ACF-HSA kompleksi için ΔS= +0,864 kJ 

mol
–1

K
–1
, ΔH = 225,43 kJ mol

–1
 ve BĠF-HSA kompleksi için ΔS= + 1,11 kJ mol

–1
K
–

1
, ΔH = 304,63 kJ mol

–1
) 

Van 't Hoff eĢitliğiyle hesaplanmıĢ Kf ve n değeri yardımıyla ACF ve BĠF 

pestisitlerinin HSA proteini üzerine bağlanma yeri sayısı olan “n” değerinin tüm 

sıcaklıklarda 1‟e yakın olması nedeniyle 1 tane olup pestisit bağlanma yeri miktarı 

sıcaklığın yükseliĢiyle ciddi oranda değiĢmemektedir. 

ACF ve BĠF pestisitlerin HSA ile bağlanmasının spektroskopik yöntemlerle ilk 

kez incelenmesi bu pestisitlerin etki mekanizmalarının belirlenmesi ve farklı 

pestisitlerin de etki mekanizmalarının değerlendirilmesinde yol göstereci olması 

açısından tez çalıĢmalarının literatüre katkısıdır. 
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ÖZET 

Difenileter Grubu Herbisitlerin Biyolojik Numunelerden Tayinine Yönelik Sıvı 

Kromatografisi Yöntemi GeliĢtirilmesi ve Pestisit-Protein EtkileĢimlerinin 

Ġncelenmesi  

Bu tez çalıĢması kapsamında Aklonifen ve Bifenoks pestisit bileĢiklerinin YPSK 

yöntemi kullanılarak analizi için gerekli parametreler bulunmuĢ ve bu parametrelere bağlı 

olarak da eĢ zamanlı analizleri yapılmıĢtır. Bu amaçla hareketli faz organik çözücü yüzdesi, 

tampon çözelti molaritesi, kolon, akıĢ hızı, sıcaklık ve pH kullanılarak analizler için en iyi 

koĢullar belirlenmiĢtir. 

Optimizasyon ve validasyon iĢlemleri tamamlanarak geliĢtirilen yöntemimizde 

literatürdeki birçok analiz yöntemine göre daha iyi ve etkin bir ayrım ve daha iyi geri 

kazanım, teĢhis sınırı ve tayin alt sınırı değerleri elde edilmiĢtir. Hesaplanan validasyon 

parametreleri doğrultusunda ise geliĢtirilen yöntemin doğru, duyarlı, kararlı bir yöntem 

olduğu söylenebilmektedir. 

Sonuç olarak bulunan veriler doğrultusunda, Aklonifen ve Bifenoks pestisit 

maddelerinin biyolojik numunelerden eĢ zamanlı analizi için hızlı, duyarlı, kesin, kolay 

uygulanabilir, doğru, ekonomik ve herhangi bir ön ayırma iĢlemi gerektirmeyen analiz 

yöntemi geliĢtirilmiĢtir. GeliĢtirilen analiz yönteminin biyolojik numunelerden bu 

maddelerin eĢ zamanlı analizine baĢarılı bir Ģekilde uygulanabilir olduğu istatistiksel olarak 

gösterilmiĢtir. 

Ayrıca kullanılan pestisit bileĢiklerinin dolaĢım sisteminde ana taĢıyıcı protein olarak 

bulunan insan serum albümini (HSA) ile etkileĢimlerinin floresans spektroskopisi ve 

hesaplamaları teknikleri ile incelenmesi amaçlanmıĢ, floresans ve absorbsiyon 

spektroskopisinden elde edilen sonuçlar ACF/BĠF ve HSA arasındaki kompleksleĢmeyi 

doğrulamıĢtır. 

Artan sıcaklıkla beraber KSV değerlerindeki artıĢ, HSA flüoresansının ACF/BĠF 

kaynaklı sönümlemesinin dinamik sönümleme olduğunu göstermiĢtir. Oda sıcaklığında, 

pestisitlerin HSA ile bağlanma afiniteleri ACF–HSA kompleksi için Kf=3,47 × 10
5
 M

-1
; 

BĠF–HSA kompleksi için Kf =1 × 10
5
 M

-1
 olarak bulunmuĢtur. Sıcaklık artıĢıyla 

beraber bağlanma sabiti değerlerinde artıĢ gözlenmiĢtir. 

Termodinamik verilerin sayısal olarak değerlendirmesi (ACF-HSA kompleksi için 

ΔS= +0,864 kJ mol
–1

K
–1
, ΔH = 225,43 kJ mol

–1
 ve BĠF-HSA kompleksi için ΔS= + 

1,11 kJ mol
–1

K
–1
, ΔH = 304,63 kJ mol

–1
) sonucunda bulunan sonuçlar, ACF-HSA ve 

BĠF-HSA komplekslerinin oluĢumunda hidrofobik bağların daha etkili olduğunu 

göstermiĢtir. 

Anahtar Sözcükler: Analiz, Floresans, Pestisit, Protein, Sıvı 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 KSV 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 Kf=3.47 × 10
5
 M

-1
 for the ACF–HSA 

complex; For the BIF–HSA complex, Kf was found to be =1 × 10
5
 M

-1
. An increase in the 

binding constant values was observed with the increase in temperature. 

Numerical evaluation of thermodynamic data (ΔS= +0.864 kJ mol
–1

K
-1

 for ACF-HSA 

complex, ΔH = 225.43 kJ mol
–1

 and ΔS= + 1.11 kJ mol
–1

K
-1

 for BIF-HSA complex The 

results obtained as a result of ΔH = 304.63 kJ mol
-1

) 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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