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OZET

Kadmiyumun Atiksu Matriksinden Uzaklastirilmasi ve
Spinetoramin Gida Matriksinde Tayinine Yonelik

Yenilik¢i Analitik Yaklasimlarin Gelistirilmesi

Miinevver TOPRAK

Kimya Anabilim Dali
Analitik Kimya Programi

Yiksek Lisans Tezi

Danisman: Dog. Dr. Giilten CETIN

Es-Danisman: Prof. Dr. Sezgin BAKIRDERE

Cesitli organik ve inorganik kirleticilerin insanlara, diger canlilara ve gevreye
verdigi zararlar nedeniyle dogru ve hassas yontemlerle tayini ve aritimi oldukga
6nem arz etmektedir. Bu tez kapsaminda yapilan birinci ¢aligmada, kadmiyumun
atiksudan etkili bir sekilde uzaklastirilmasi ic¢in Kesikli adsorpsiyon aritma
prosesinde ¢inko-kalay nanogicgekler (CK-NC'ler) kullanilmistir. Optimum kesikli
adsorpsiyon kosullart belirlendikten sonra sentetik atik suya 1.0 — 40 mg/L
araligindaki konsantrasyonlarda kadmiyum ilavesi yapilarak denge calismalari
yapilmistir. Elde edilen veriler Langmuir adsorpsiyon izoterm modeli kullanilarak
matematiksel olarak modellenmistir. Hesaplanan izoterm sabitleri, deneysel
verilere iyi uyum saglayan bir izoterm modeli gostermistir. Belirtilen CK-NC'lere
dayali adsorptif uzaklastirma stratejisi, kadmiyumun sentetik atik sudan

uzaklastirilmasi i¢in etkili bir sekilde kullanilmistir.
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Ikinci ¢alismada, spinetoramm (XDE-175-] ve XDE-175-L) sprey destekli
damlacik olusumu-sivi faz mikroekstraksiyonu (SDDO-SFME) yontemine dayali
tayini yiiksek basingli s1vi kromatografisi (HPLC) ile gergeklestirilmistir. Cozicu
tiirti, ptiskiirtme sayisi, vorteks karistirma siiresi ve eluent hacmi gibi parametreler
optimize edilmis, tek degiskenli optimizasyon yontemiyle optimum degerlere
ulagtirilmistir. Optimum kosullar altinda gozlenebilme limiti (GL) 1.69 pg/kg
(XDE-175-J) ve 2.21 pg/kg (XDE-175-L), tayin limiti (TL) degerleri 5.64 pg/kg
(XDE-175-J) ve 7.38 pg/kg (XDE-175-L) olarak elde edilmistir. Spike edilmis
elma tozu ornekleri igin elde edilen geri kazanim sonuglari, Onerilen yontemin

spinetoram tayini igin uygulanabilirligini kanitlamustir.

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum, spinetoram, ¢inko-kalay nanocicek, alevli atomik

absorpsiyon spektrofotometresi, yiiksek basingli sivi kromatografisi.
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ABSTRACT

Development of Novel Analytical Methods for the
Removal of Cadmium from Waste Water Medium and
the Determination of Spinetoram in Food Matrix

Miinevver TOPRAK

Department of Chemistry

Master of Science Thesis

Supervisor: Dog. Dr. Giilten CETIN

Co-supervisor: Prof. Dr. Sezgin BAKIRDERE

The accurate and precise determination and removal of various organic and
inorganic pollutants are highly significant due to the harms they cause on humans,
other living organisms and the environment. In the first study of this thesis, zinc-tin
nanoflowers (ZT-NFs) were used in a batch adsorption treatment process for the
effective removal of cadmium from wastewater. After determining the optimum
batch adsorption conditions, equilibrium studies were performed by adding
cadmium to synthetic wastewater at concentrations ranging from 1.0 to 40 mg/L.
The data obtained were subjected to mathematical modeling using Langmuir
adsorption isotherm model. The calculated isotherm constants showed an isotherm
model in good agreement with the experimental data. The reported adsorptive
removal strategy based on ZT-NFs was effectively utilized for the removal of

cadmium from synthetic wastewater.
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In the second study, the determination of spinetoram (XDE-175-J and XDE-175-L)
was carried out based on spraying based fine droplet formation-liquid phase
microextraction (SFDF-LPME) method by high pressure liquid chromatography
(HPLC). Optimization parameters such as solvent type, spraying number, vortex
period, and eluent volume were optimized using the single-variable optimization
method to reach optimum values. The limit of detection (LOD) values 1.69 ng/kg
(XDE-175-J) and 2.21 ug/kg (XDE-175-L) and quantification (LOQ) values 5.64
ug/kg (XDE-175-J) and 7.38 ug/kg (XDE-175-L) achieved under the optimum
conditions. The recovery results obtained for spiked apple powder samples
demonstrating the applicability of the proposed method for spinetoram

determination.

Keywords: Cadmium, spinetoram, zinc-tin nanoflowers, flame atomic absorption

spectrophotometry, high performance liquid chromatography.
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1

GIRIS

1.1 Literatir Ozeti

Sanayi ve tarimin gelismesi sadece insanlarin yasam standartlarini yiikseltmekle
kalmamakta, ayni zamanda ¢evre Kkirliligi sorunlarina da neden olmaktadir [1].
Cevre kirliligi, gelismekte olan bir¢ok tilkede ve genel olarak uluslararasi toplumda
giderek artan bir sekilde kamuoyunun ilgisini ¢eken bir konu haline gelmistir. Hizli
kentlesme ve sanayilesme nedeniyle son zamanlarda kiiresel olarak tanik olunan
artan sosyoekonomik gelismeler, dogal kaynaklarin asir1 kullanimina yol acarken,

istemeden de olsa ciddi ¢evre sorunlarina neden olmustur [2].

Baz1 agir metaller (arsenik, kadmiyum, krom, kursun, civa) temel eser elementler
olmalarina ragmen, ¢ogu hiicre i¢inde kompleks bilesikler olusturmalart nedeniyle
yiiksek konsantrasyonlarda tiim yasam formlar1 i¢in toksik olabilmektedir. Organik
Kirleticilerin aksine, agir metaller bir kez gevreye girdikten sonra biyolojik olarak
pargalanamamaktadir. Siiresiz olarak varliklarini stirdiirmekte, hava, su ve toprak
kirliligine neden olmaktadir. Bu nedenle, kirlilik kontroliinde temel stratejilerden
biri, metallerin viicut tarafindan kullanimini, hareketliligini ve zararli etkilerini
azaltmaktir [3]. Yiizey ve yeraltt sularinin agir metallerle kirlenmesi, hem gevresel
hem de insan saglig1 agisindan ciddi bir kiiresel endise kaynagidir. Bu elementlerin
asir1 miktarda bulunmasi insanlar ve besin zincirleri boyunca biyoakimdilasyon
yoluyla diger yasam formlari i¢in ciddi saglik riskleri olusturmaktadir. Ornegin
kadmiyum, insan saghg igin ciddi riskler olusturan agir bir metaldir. Ilk olarak
1817 yilinda Friedrich Stromeyer (Gottingen, Almanya) tarafindan tanimlandig
tizere, kadmiyum zehirlenmesi bdbrek, kemik ve akciger hasarlarina yol

acabilmektedir [4], [5] .

Uriinlerin zararlilardan, yabani otlardan ve hastaliklardan korunmasi igin tarimda
giderek artan sayida pestisit kullanilmaktadir, ancak uygulanan pestisitlerin %80 ila
%90" hedef olmayan bitki ortiisiine carpmakta ve cevrede pestisit kalintis1 olarak
kalmaktadir. Bu da, tarimsal ekosistem igin potansiyel olarak ciddi bir risk
olusturmaktadir [6], [7]. Spinosyn iiriinleri olan spinosad ve spinetoram, gesitli

tarimsal zararlilar1 kontrol etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [6].
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Eser seviyedeki inorganik kirleticilerin tespitinde genellikle GF-AAS (grafit firinh
atomik absorpsiyon spektrometresi), AFS (atomik floresans spektrometresi), ICP-
MS (indiiktif olarak eslesmis plazma-kitle spektrometresi), ICP-OES (induktif
olarak eslesmis plazma-optik emisyon spektrometresi) ve AAAS (alevli atomik
absorpsiyon  spektrofotometresi) olmak {izere g¢esitli analitik cihazlar
kullanilmaktadir [8]. Organik kirleticilerin tayininde gaz kromatografisi (GC) ve
yuksek basmgli sivi kromatografisi (HPLC) gibi gesitli kromatografik sistemler
kullanilmaktadir [9]. Hizli, kullanimi kolay ve diisiikk maliyetli 6zellikleri sebebiyle
inorganik tayininde AAAS cihazi, organik tayinde de HPLC cihazi en ¢ok tercih

edilen cihazlardir.

Numune hazirlama, son derece diisiik konsantrasyonlarda analitlerle ve karmasik
matrikslerle ¢alisirken 6nemli bir adimdir [10]. Ekstraksiyon teknikleri analitik
kimyada benzersiz bir rol oynamaktadir [11]. Son yillarda, &rnek hacim
gereksinimleri daha diisiik, ekipman ve isleme daha basit ve reaktif tliketimi daha
az olan ekstraksiyon yontemlerine olan ilgi artmistir [12]. Stvi-sivi ekstraksiyon
(SSE) ve kat1 faz ekstraksiyonu (KFE) en sik kullanilan ekstraksiyon yontemleridir
[12].

Giliniimiizde su kaynaklar1 giderek azalmakta ve bircogu endiistriyel amagli,
tarimsal atiklar ve evsel atiklar gibi antropojenik kaynaklar tarafindan
Kirletilmektedir. Bu nedenle, atiksuyun dogal su kaynaklarmna karismadan once
aritilmasi kritik bir ihtiya¢ olmaya devam etmektedir. Atiksu aritiminin temel
amaci, atiksuda bulunan askida kati maddelerin, organik karbonun, besin
maddelerinin, inorganik tuzlarin, agir metallerin, patojenlerin ve bunlar gibi ¢esitli
kirleticilerin giderilmesidir. Atiksu arittiminin en 6nemli amaci insan sagligi ve

¢evre agisindan koruma saglamaktir [13].

1.2 Tezin Amaci

Bu tezin temel amaci, yiiksek dogruluk ve hassasiyete sahip analitik yontemler
gelistirerek segilen inorganik analitin arittimini ve organik kirleticinin tayinini
gerceklestirmektir. Bu amaglarla; agir metal olan kadmiyum (Cd)’un aritim
prosediirinde kullanilmak {izere yenilik¢i sentez yoOntemiyle ¢inko-kalay

nanogicekler mikrodalga sisteminde sentezlenmistir. Sentetik atik sudan kadmiyum
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arittim  prosediirii  AAAS sisteminde absorbans (A) Olcumlerine gore

degerlendirilmistir.

Pestisitler arasinda yer alan Spinetoram organik kirleticiler arasinda yer almaktadir.
Dagitici sivi sivi - mikroekstraksiyon (DSSME) yoénteminden daha kolay
uygulamaya sahip, daha az ¢6ziicli kullanilan sprey destekli damlacik olusumu-Sivi
faz mikroekstraksiyonu (SDDO-SFME) yontemi uygulanarak HPLC cihazinda
yiiksek duyarlilikta tayini gergeklestirilmistir.

Gelistirilen yontemler, daha hassas ancak yliksek fiyatli cihazlar kullanmak yerine
diisiik maliyetli ve kullanim1 kolay AAAS ve HPLC cihazlari ile analitlerin dogru
ve hassas bir sekilde &lgiilmesini saglamistir. Onerilen yontemlerin
uygulanabilirligi ve gecerliligi cesitli ¢evresel drneklerde geri kazanim caligmalar

yapilarak kontrol edilmistir.

1.3 Hipotez

Organik ve inorganik kirleticilerin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile insanlar,
hayvanlar, bitkiler ve tiim canli ekosistemi iizerinde olumsuz etkileri oldugu
bilinmektedir. Bu sebeple, ortaya ¢ikan Kkirleticileri tespit ve tayin edebilmek
oldukga &nem arz etmektedir. Inorganik Kkirleticilerden olan kadmiyum agir
metalinin, bir¢ok endiistriyel alanda kullanildig1 bilinmektedir. Giinliik hayatta
kullandigimiz birgok iirin igeriginde (pillerde, boyalarda vb.) bu element
bulunmaktadir. Bunlarin yani sira saglik agisindan, viicutta birikimi, hipertansiyon,
kemik rahatsizliklari, prostat kanseri, karaciger ve bobreklerde hasara Yol
acabilmektedir. Bu sebepler goz oniine alindiginda, kadmiyum elementinin, gevre
orneklerinden uzaklastirilmasi igin yiksek verimde aritim yontemleri gelistirilmesi

amaclanmustir.

Organik Kirleticilerin de insanlar ve tim ekosistem (zerinde negatif etkileri
mevcuttur. Cesitli organik kirleticilerinden biri olan pestisitler, tarim alanlarindaki
her tiirlii zararli bocek, hasereleri uzaklastirmak igin kullanilmaktadir. Bu zararli
canlilart uzaklastinirken, meyve ve sebzelerin pestisitlere maruz kalmasi
engellenememektedir. Tlketilen meyve ve sebzelerde organik/inorganik

kirleticilerin eser seviyelerde dahi olmas1 insan ve hayvan sagligi agisindan oldukga
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tehlikelidir. Bu nedenle, spinetoram pestisitinin tayini oldukga blylik 6nem

tagimaktadir.

Bu tez kapsaminda, se¢ilmis agir metalin aritiminin ve pestisitin tayininin yenilikgi

analitik yaklasimlar ile ylksek verimde yapilabilecegi ortaya konulmustur.
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2

GENEL BiLGILER

2.1 Agir Metaller

Agir metaller, yiiksek atom agirligina ve sudan en az bes kat daha fazla yogunluga
sahip, dogal olarak olusan elementlerdir. Bu metaller diisiik konsantrasyonlarda
dahi toksik olabilmektedirler. Toksisiteleri, doz, maruz kalma yolu ve kimyasal
tiirlin yan1 sira maruz kalan bireylerin yasi, cinsiyeti, genetigi ve beslenme durumu
gibi ¢esitli faktorlere baglhidir. Yiuksek toksisiteleri nedeniyle ozellikle arsenik,
kadmiyum, krom, kursun ve civa, halk sagligi acisindan 6nemi olan Oncelikli
metaller arasinda yer almaktadir. Bu metalik elementler, daha diisiik maruz kalma
seviyelerinde bile ¢oklu organ hasarma neden oldugu bilinen sistemik toksik
maddeler olarak kabul edilmektedirler. Ayrica, ABD Cevre Koruma Ajanst ve
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi'na gore, insanlar i¢in kanserojen (bilinen
veya olas1) olarak smiflandirilmaktadirlar. Bu toksik metallerin endiistriyel

faaliyetlerin 6ne ¢iktig1 bolgelerde daha yaygin oldugu bilinmektedir [14]—-[16].

Artan antropojenik aktivite, birgok tehlikeli maddenin su kaynaklarina salinmasina
yol agarak su ekosistemini ve gevreyi riske atmistir [17]. Agir metal iyonlari, son
derece toksik olmalari, bozunamamalar1 ve besin zincirinin bir sonucu olarak
biyolojik olarak birikme ve biyolojik olarak ¢ogalma egiliminde olmalari nedeniyle
su kirliliginin en ciddi etkenleridir [18], [19]. Su ekosistemlerindeki varliklari, canli
sistemleri dogrudan veya dolayl olarak etkilemeye yeterlidir. Agir metal iyonlari,
toprak ortaminda bile bitkiler tarafindan absorbe edilip sonunda hayvanlara ve
insanlara ulastigi icin hem bitkiler hem de hayvanlar ve insanlar i¢in oldukca
tehlikelidir [20], [21].

Toprak ortaminda, bu agir metallerin toprak bilesenleri tarafindan emilmesi, bu
kirleticilerin suya, mahsullere, sebzelere hareketliligini ve insan ve hayvanlara
yonelik tehdidi azaltmada hayati bir sure¢ olarak kabul edilmektedir [22]. Agir
metaller, viicudun normal atilim yollar1 olan bobrek, karaciger, bagirsak, deri,
akciger gibi kisimlarinin ¢ogundan O6zel destek almadan atilamamaktadir.
Dolayisiyla, agir metallerin biiyiik bir kismi biyolojik organizmalarda

birikmektedir. Canlilarin biinyesinde yogunlagan bu metallerin  birikmesi
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sonucunda etkili doza ulasildiginda otizm, tiroid, kisirlik ve norolojik hastaliklar

gibi ciddi hastaliklara ve hatta 6liime bile neden olabilmektedir [14].

2.1.1 Kadmiyum

Kadmiyum (Cd), 48 atom numarasi ve 112.41 atom agirligina sahip olan, periyodik
tablonun XII. grubunda yer alan ve giimiisi beyaz renge sahip bir elementtir. Cd
korozyona kars1 dayaniklidir ve koruyucu plaka olarak kullanilir; suda ¢éziinmez
ve yanici degildir [23]. Ayn1 zamanda ¢evrede yaygin olarak bulunan ve esansiyel

olmayan bir elementtir [24].

Kadmiyum, ¢ok c¢esitli olumsuz etkileri olan toksik bir gecis metalidir. Son derece
uzun bir biyolojik yar1 dmre sahiptir ve bu da onu esasen kiimiilatif bir toksin haline
getirmektedir [25]. Kadmiyuma asir1 maruz kalmak, ¢ok sayida akut ve kronik
etkiye neden olmaktadir. Akut zehirlenme vakalari metal duman zehirlenmesine
benzemektedir. Kronik etkilerin ilk ve en belirgin belirtisi ise proteiniiridir. Diger
kronik etkiler arasinda karaciger hasari, amfizem, osteomalazi, nérolojik bozukluk,

testis, pankreas ve adrenal hasar ve anemi yer almaktadir [26].

Insanlar genellikle soluma ve yutma yoluyla kadmiyuma maruz kalmaktadirlar.
Kadmiyum, havaya karisarak kii¢iik partikiillere baglanmakta ve bdylece su veya
toprakla birleserek baliklarin, bitkilerin ve hayvanlarin nano formda kirlenmesine
neden olabilmektedir. Tehlikeli atik sahalarindaki dokiilmeler ve uygunsuz atik
bertarafi, yakindaki habitatlarda kadmiyum sizintilarina neden olabilmektedir.
Kadmiyumun insan viicudunda ve gida zincirinde biyoakiimiilasyon (biyolojik
birikim) ve biyomagnifikasyon (besin zinciri boyunca artan konsantrasyon)
nedeniyle akut ve kronik zehirlenmelere yol agmaktadir. Saglik etkileri arasinda
ishal, mide agrilari, kemik kirilmasi, iireme yetmezligi ve hatta kisirlik, merkezi
sinir sistemi ve bagisiklik sisteminde hasar, psikolojik bozukluklar vb. yer

almaktadir [27].

2.2 Pestisitler

Pestisitler, mahsulleri zararli haserelere ve insanlarda goriilen hastaliklara karsi
koruyan reaktifler olarak kabul edilmektedir. Pestisitlerin faydali sonuglari, onu

kiiresel niifusun yasam standardini korumak ve iyilestirmek icin 6nemli bir arag
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haline getirmektedir. Yabani otlar, bocekler ve haserelerle miicadele etmek igin her

yil diinya genelinde ortalama 2 milyon ton pestisit kullanilmaktadir [28].

Pestisitler ve tarimsal kimyasallar genel olarak gecen yiizyilda diinya ¢apindaki
tarim sistemlerinin 6nemli bir bileseni haline gelmistir ve mahsul veriminde ve gida
tiretiminde gozle goriliir bir artisga olanak saglamistir. Son yillarda tarimsal
kimyasal kalintilarinin ¢evreye yayildigi, karasal ekosistemlerin 6nemli dlglide
kirlenmesine ve gidalarin zehirlenmesine neden oldugu bildirilmistir. Buna ek
olarak, diinya ¢apinda su sistemlerinin pestisit kalintilariyla kirlenmesi, sudaki
besin kaynaklari, balik¢ilik ve su {iriinleri yetistiriciligini de siirekli olarak tehlikeye

atmaktadir [29].

Pestisitlerin hedef tiirlere gore geleneksel smiflandirmasi; herbisit, insektisit,
rodentisit, fungisit ve benzerlerini icermektedir. Herbisitler ve insektisitler,
kullanilan pestisitlerin en yaygin tiirleridir; toplam pestisit tiikketiminin %47.5'ini

herbisitler ve %29.5'ni insektisitler olusturmaktadir [30].

Hasere kontrol devrimi, 1970'lerde bakir, kursun, civa ve arsenik gibi toksik agir
metallere dayali pestisitlerin gelistirilmesiyle baslamistir. Bunu Ikinci Diinya
Savasgi sirasinda diklorodifenil trikloroetanin (DDT) kesfi izlemistir [31]. DDT'nin
kullanimi, diisiik dozajda neredeyse tiim hasere tiirlerine karsi etkili olmasi
nedeniyle biiyiik 6l¢lide artmistir. Bu yogun kullanim nedeniyle, DDT popiiler hale
gelir gelmez ¢evre ve insanlik lizerindeki olumsuz etkileri ortaya cikmustir.
DDT'nin tarimsal ve evsel kullaniminin yasaklanmasindan sonra, ¢evre i¢in hala
toksik olan organofosfat ve piretroid gibi ¢ok gesitli sentetik pestisitler iiretilmistir
[32]. Pestisitlerin siirekli ve asir1 kullanimi, sonunda hedef olmayan tiirlere zarar
vermekte ve pestisit kalintilarinin beklenmedik birgok yerde ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir [33]. Siirekli kimyasal etkiler altinda pestisitler, hasere ve
boceklerin pestisite karst bagisiklik kazandigi direngli tiirlerin gelismesine yol

acmistir [32].

Pestisitlerin uygulanmasi, gida kalitesi ve miktarinin artirilmasi ve bocek kaynakli
hastaliklarin azaltilmasi da dahil olmak iizere bir dizi faydaya yol agmakta, ancak
su kaynaklar1 da dahil olmak iizere ¢evre lizerindeki potansiyel zararl etkilere
iliskin sorunlar1 glindeme getirmektedir. Pestisitlerin ¢6ziinmesi bilesigin dogasina,

pestisit uygulama tekniklerine ve iklimsel faktorlere baglhidir. Kolayca bozunmayan
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pestisitler ya toprakta birikmekte ya da insan sagligi icin toksisitesi bilinmeyen

bozunmus lirliinler seklinde bir bolgeden digerine tasinmaktadir [28].

Pestisitlerin, iyi kalitenin sirdurilmesinde ve mahsullerin veya hammaddelerin
korunmasindaki biiylik 6nemine ragmen, insan hiicre zarinda biyolojik olarak
birikme egilimi nedeniyle insan saglig1 agisindan son derece endise yaratmaktadir.
Insanlar, sudaki pestisitlere temel olarak deri temasi ve sindirim yoluyla maruz
kalmaktadir [34], [35]. Pestisit maruziyetinin bagisiklik sisteminin baskilanmasina,
hormonlarin bozulmasina, zekanin azalmasina, iiremenin bozulmasina ve kansere
yol actigi kanitlanmigtir. Pestisit maruziyetinin insanlar iizerindeki etkileri akut
saglik sorunlar1 ve kronik saglik sorunlari olarak kategorize edilebilmektedir.
Kronik saglik sorunlari, Parkinson hastaliginin baslangici, dikkat siiresinin
kisalmasi, hafiza bozukluklari, lireme sorunlari, bebek gelisiminin aksamasi,
dogum kusurlar1 ve kanser gibi norolojik etkileri kapsamaktadir. Akut saglik
etkileri ise pestisit toksisitesine baglidir ve en yaygin etkileri gormede azalma, bas
agrisi, salya akmasi, ishal, bulanti, kusma, hiriltili solunum, koma ve hatta 6lamdur

[34].

2.2.1 Spinetoram

Son yillarda, basta tahillar olmak iizere depolanmais tiriinlerin korunmasina yonelik
yeni bdcek oldurict maddelerin bulunmas: ve degerlendirilmesi igin 6nemli bir
caba sarf edilmektedir. Bu aktif maddelerin istenen baslica 6zellikleri, memelilere
kars1 diisiik toksisiteleri, diisiik dozlarda yiiksek etkinlikleri ve ¢cevreye minimum
olumsuz etkilerinin yani1 sira uzun siireli kalint1 etkileridir. Bu amaca yonelik olarak
son zamanlarda degerlendirilen ve tiim bu kriterleri karsiladigi goriilen

pestisitlerden biri spinetoramdir [36].

Spinetoram'in kesfi ve gelistirilmesi, 1980'lerde ‘spinosad’in kesfiyle baglamistir.
Virgin Adalari'ndaki terk edilmis bir alkol deposundan alinan toprak 6rnegi, 1982
yilinda farkli biyolojik aktiviteye sahip toprak organizmalarini arastiran bir dogal
urtin inceleme programina dahil edilmek {izere toplanmistir. Bu toprak érneginden
yeni bir aktinomiset tiiri olan Saccharopolyspora (S.) spinosa izole edilmis [37] ve
ham fermantasyon suyunda ¢ok c¢esitli lepidopter bocek zararlilarina karsi

insektisidal aktivite bulunmustur. Izole edilip tanimlandiginda, daha sonra
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“spinosyns” olarak adlandirilan yeni makrosiklik bilesiklerin bir karigim ile iligkili

oldugu bulunmustur [38], [39].

Spinetoram, S. spinosa'nin iki modifiye metabolitinden, 3:1 oraninda spinosin J
(ana bilesen) ve L'den (ikincil bilesen) olusmaktadir (Sekil 2.1). Bu spinosinlerde
yapilan modifikasyon, bir hidroksil grubunun bir alkalin grubu (3’-O-alkil) ile
degistirilmesi ve 5,6-¢ift baginin kirilmast ile ilgilidir [36].

Spinetoram, 2007 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi
(USEPA) tarafindan c¢esitli {iriinlerde tarla boceklerinin kontrolii i¢in insanlar ve

sicakkanli hayvanlar i¢in diisiik toksisiteye sahip bir insektisit olarak kullanilmak

tizere onaylanmistir [36].

3’-0-ethyl-5,6-dihydro-spinosyn J 3'-O-ethyl-spinosyn L
( major component )

Sekil 2.1 Spinetoram J ve L molekiil yapilari [40]

Spinetoram oral, dermal ve inhalasyon yollariyla sicakkanli hayvanlar i¢in diisiik
akut toksisiteye sahiptir. Kronik maruziyette, spinetoram karsinogeneze neden
olmayip norotoksisite ve genotoksisite gostermezken, bazi durumlarda mide
mukoza bezlerinde hiperplazi, vicut agirliginda azalma ve anemi
gozlemlenebilmektedir [36]. Hasan Tunaz ve arkadaglarinin yaptigi caligmada
Spinetoram'in hamam bdceklerinin 6liim orani tizerindeki etkisinin konsantrasyona

ve maruz kalma siiresine bagli oldugu belirlenmistir [41].
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2.3 Agir Metal ve Pestisit Tayinlerinde Kullanilan Analitik

Cihazlar

2.3.1 Kadmiyum Tayini icin Kullamlan Spektroskopik Yontemler

Agir metalerin canlilara ve ¢evreye karsi olusturduklar1 olumsuz etkiler g6z oniine
alindiginda, kadmiyumun dogru ve hassas bir sekilde belirlenmesi ¢ok 6nemli bir

konu haline gelmistir [42].

Literatiirde, kadmiyum farkli matrikslerde AAAS (alevli atomik absorpsiyon
spektrofotometresi) [43], GF-AAS (grafit firin atomik absorpsiyon spektrometresi)
[44], AFS (atomik floresans spektrometresi) [45], ICP-MS (indiiktif olarak eslesmis
plazma-kitle spektrometresi) [46] ve ICP-OES (indiiktif olarak eslesmis plazma-
optik emisyon spektrometresi) [47] gibi ¢esitli analitik cihazlar kullanilarak
belirlenmistir. Bu cihazlar arasinda en ¢ok tercih edilen AAAS olduk¢a ekonomik,

kullanimi kolay ve diger ekipmanlarla uyumludur.

2.3.1.1 Indiiktif Eslesmis Plazma-Optik Emisyon Spektrometresi (ICP-OES)

Indiiktif eslesmis plazma-optik emisyon spektrometresi ydntemi, 70'li yillardan beri
plazma olusturarak birgok metalin tayini i¢in kullanilmaktadir [48], [49]. Temel
olarak, metaller, alagimlar, biyolojik 6rnekler, cam ve seramikler gibi inorganik ve
organik 6rneklerin ¢ogu ICP-OES kullanilarak analiz edilebilmektedir [50]. Tek
element tayinleri, temel bir monokromatér ve foto c¢ogaltici tip (PMT)
kombinasyonu ile ger¢eklestirilebilmekte ve eszamanli ¢coklu element dl¢iimleri de
(70 elemente kadar) bir polikromatoér ve bir dizi dedektér kombinasyonu ile

gerceklestirilmektedir [51].

ICP-OES bir 151k kaynagi, bir spektrofotometre, bir dedektdr ve bir veri igleme
tinitesi igermektedir. Cihazin ¢alisma prensibi, atomlarin digaridan gelen bir enerji
sonucunda uyarilmis duruma ge¢meleri ve daha sonra temel durumlarina dénerken
foton yaymalaridir [48]. Kullanilan plazmanin sicakligi yaklasik 8.000-10.000
K'dir [49].

Plazma kaynag tarafindan tiretilen yiiksek sicaklikta, nadir toprak elementleri [6]
ve bor gibi hafif elementlerin hassas bir sekilde belirlenmesini saglar. Ancak
fiziksel ve spektral 6zellikleri nedeniyle yapay olarak Uretilen elementler, inert

gazlar ve oksijen ile analizlerde kisitlamalar vardir [52].
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Kullanimlar1 sirasinda uzman gerektirmesi, zaman almas1 ve yliksek maliyetli

olmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir [53][42].

2.3.1.2 indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi ICP-MS)

Indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometrisi, eser metal tayinleri i¢in son yillarda
yayginlasan bir yontemdir. ICP-MS teknigi; adli bilimler, ¢evre, yar1 iletken, gida,
kimya, malzeme ve niikleer endiistriler gibi ¢ok ¢esitli aragtirma alanlarinda rutin
olarak kullanilmaktadir. Bu cihaz ile ¢oklu elementlerin tayinleri i¢in ¢ok diistik
tespit limitlerine ulasilabilmektedir [54]. Bu yoéntemde tayin edilecek analitler
oncelikle ICP'de iyonlara doniismekte ve daha sonra MS kisminda m/z oranlarina
(kutle/ytk) gore analiz edilmektedir [55]. ICP-MS sistemi yliksek hassasiyete sahip
oldugundan, ¢ogu analizde 6n deristirme adimlarinin ortadan kaldirilmasina yol
agmistir [56], [57]. ICP-MS sisteminin en biiylik avantaji, metallerin es zamanli
Olcumlerini yapabilmesidir [58]. ICP-MS cihazina ait bilesenler; numune giris
unitesi, ICP, araylz, iyon optikleri, kitle analizort ve dedektordir [58].

ICP-MS dogruluk, hiz, ¢oklu element tayini ve diisiik tayin limitleri gibi
avantajlarinin aksine numunelerdeki diisiik metal iyonu konsantrasyonlar1 ve
matriks girisimi sebebiyle dogrudan tayini ¢ok zorlastirmaktadir. Bunlara ek olarak
vakit almasi, karmasik olmasi, kullanim esnasinda uzmana ihtiya¢ duyulmasi ve

pahali enstriimanlar olmasi dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir [53], [59].

2.3.1.3 Alevli Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi (AAAS)

Atomik absorpsiyon spektrometresi, analitik amaclar i¢in en yaygim kullanilan
tekniklerden biridir. Arastirma laboratuvarlarinda ve ayrica gida, ¢evre, ilag, petrol

ve diger sektorlerde yaygin olarak kullanilmaktadir [60].

Atomik absorpsiyon spektrometresi cihazlar1 gida teknolojisi, tarim, ilag, cevre,
jeokimyasal/madencilik, endustriyel ve klinik uygulamalarda ¢ok sayida elementin
rutin tespiti i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [61]. AAS yontemi, bir 1s1k
kaynagindan gelen belirli 1sinlarin gaz fazindaki atomlar tarafindan emilmesine
dayanmaktadir. AAS'min en yaygin kullanilan sekli alevli atomik absorpsiyon
spektrofotometresidir (AAAS) [62].

Alevli atomik absorpsiyon spektrometresi, 1955 yilinda Alan Walsh tarafindan

kimyasal analize dahil edilmesinden bu yana, basitligi, saglamligi ve maliyet
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acisindan avantajli olmasi nedeniyle c¢evresel, biyolojik, klinik ve metalurji gibi
cesitli alanlarda sikca kullanilmaktadir [63]. AAAS, metallerin kantitatif tayini igin
siklikla kullanilan bir enstriimandir. AAAS, yliksek hassasiyet ve dogruluk, hizl
6l¢tim, basit kullanim ve diisiik maliyet gibi birgok avantaja sahiptir [64], [65]. Bu
sistem, analit atomlarinin 15181 absorbe ederek temel (kararli) enerji seviyesinden
uyarilmig (kararsiz) enerji seviyesine gecisine dayanmaktadir. AAAS sistemi
genellikle bir 1s1k kaynagi, bir nebiilizator, bir alev, bir monokromator ve bir
dedektorden olusmaktadir. AAAS sistemine ait sematik gosterimi Sekil 2.2'de

verilmisgtir.

Alev
Lens Lens Monokromatdr Detektor

@ .
Oyuklu Katot
Lamba

Bilgisayar
Alev Bashg:

Sislestirici

Ornek

Sekil 2.2 AAAS sistemine ait sematik gosterim [66]

AAS'de alev yalnizca temel hal atomlarini serbest hale getirmek icin gereklidir.
Bunu saglamak i¢in iki tiir alev kullanilir; yakit ve oksidan gazdan olusan 6n
karisimli yanma alevi ve yakitin ayn1 zamanda hava ile temas ettiginde yanan
tastyici gaz oldugu diflizyon alevi. On karisimli alevlerde genellikle oksidan olarak
hava veya dinitrojen oksit ve yakit gazi olarak asetilen, propan veya hidrojen
kullanilmaktadir. Difiizyon alevlerinin sicakligi 6n karisimli alevlerinkinden daha
diisiiktiir, atomizasyon hem alevin yiiksek entalpi ve sicakliginin bir sonucu olarak
hem de kimyasal etkiler (yani alev i¢indeki kimyasal bilesikler ve radikaller)
yoluyla gerceklesmektedir. Dolayisiyla iki farkli 6n karigimli gaz alevinin yanma
sicakliklar1 benzer olsa da analitik Ozellikleri ¢ok farkli olabilmektedir. Mevcut
cesitli alev tiirleri arasinda hava-asetilen alevi en yaygin kullanilanidir. Bu alev
kararl1, kullanim1 kolay ve iyi bir hassasiyet ve bircok element arasi girisimden

bagimsizlik saglamak icin yeterli atomizasyon lretmektedir [67].
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Isik kaynagindan yayilan 151k, belirlenecek elemente 6zgii olmalidir. Analitlerin
atomizasyonu i¢in alev kullanilmaktadir. Farkli alev tiirleri kullanilabilmekte,
ancak en yaygin kullanilan alev, hava-asetilen karisimindan olusmaktadir [67].
Analit cozeltisi aleve gonderilmeden oOnce bir nebilizér ile aerosol haline
getirilmelidir. Alevin yiiksek sicaklifi sayesinde analitlerin atomizasyonu
gerceklesmekte ve serbest atomlarin bir kismi 1s1kla etkilesim sonucunda absorbe
edilmektedir. Son olarak, atomlarn bir kismi gelen 15181 absorbe etmekte ve
dedektore gelen 1s1k siddetinde bir azalma meydana gelmektedir. Bu veri, sisteme

bagli bir bilgisayar tarafindan absorpsiyon sinyali olarak kaydedilmektedir [55].

AAAS sistemlerinde, oyuk katot lambalar1 (OKL) 151k kaynagi olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir [68]. Sekil 2.3’te de gosterildigi gibi, OKL bir anot, bir
katot ve bir inert gazdan olusmaktadir. Katot, belirlenecek spesifik metalden
olusabilmektedir ve katodun ylizeyinin metal ile kaplanmas1 da miimkiindiir. Anot,
tungstenden yapilmistir. Neon veya argon gibi soy gazlarla doldurulmaktadir.
Lambay1 ¢evreleyen tiip, UV bolgesinde emilim yapmayan bir kuvars malzemeden
veya lambanin kendi emisyonu ile yayilan 1sinlarin emilimini 6nlemek amactyla bir
cam malzemeden olusmaktadir [55]. Belirlenecek analitin OKL'den gelen 1sinlari
absorbe edebilmesi i¢in atomik halde olmasi gerekmektedir. Analitlerin
atomizasyonu elektrotermal atomizorler ve alev olmak iizere iki tiir 1s1 kaynag ile

saglanabilmektedir [69].

Anot Ne /\\
e \

Katot il M* M+ hv |
i
Cam Silindir \/

Sekil 2.3 Oyuk katot lamba [66]

AAS yontemlerinde en yaygin olarak kullanilan atomizasyon yodntemi alev
kullanilarak uygulanmaktadir [70]. Alev ii¢ bolgeden olusur: birincil yanma
bolgesi, ara bolge ve ikincil yanma bolgesi (Sekil 2.4). Genellikle, yiksek atomik

konsantrasyon icermesi nedeniyle dlglimlerde ara bolge kullanilmaktadir [55].
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ikincil Yanma Bolgesi
Ara Bolge

' Birincil Yanma Bolgesi

Sekil 2.4 Alevin bolgeleri [66]

Atomizasyon, genellikle analiti (6l¢lilen madde) iceren bir ¢ozeltinin, kapiler tip
yardimiyla ince bir sis halinde yiiksek sicakliklara, tipik olarak bir alev veya
plazmaya maruz birakilmasiyla gerceklestirilmektedir. Coziicti hizla buharlagmakta
ve geriye buharlasan ve radyasyonu emebilen (atomik absorpsiyon) veya uyarilan
ve daha sonra radyasyon yayan (atomik emisyon) atomlara ayrisan analitin kati

pargaciklar1 kalmaktadir [71].

Numune c¢ozeltisi sisteme bir kapiler tiip yardimiyla verilmekte ve etkili bir
atomizasyon elde etmek i¢in aerosol seklinde aleve tasmnmaktadir. Ornek ¢dzeltinin
aerosollestirilmesi sirasinda kii¢lik boyutlu damlaciklar aleve ulasirken biiyiik

olanlar atik olarak sistemden uzaklastiriimaktadir [67].

2.3.2 Spinetoram Tayini i¢cin Kullanilan Kromatografik Yéntemler

Spinetoram, S. spinosa'nin iki modifiye metabolitinden, 3:1 oraninda spinosin J
(ana bilesen) ve L'den (ikincil bilesen) olugsmaktadir [36]. Spinetoram birgok bdcek
icin spinozinden daha toksiktir. Spinetoram pestisitlerinin su, toprak, sebze, meyve
ve diger substratlardaki kalinti analiz yontemleri hakkinda, ozellikle sivi
kromatografi ve sivi kromatografi-kiitle spektrometresi siklikla kullanilan

kromatografik cihazlardir [72].

Kromatografi, Yunanca “renk” anlamina gelen “chroma” ve “yazmak” anlamina
gelen “graphien” kelimelerinden tiiretilmistir. Bu teknik ilk olarak 1903 yilinda Rus
Botanik¢i M. S. Tswett tarafindan gelistirilmistir [73]. Kromatografiyi etkili bir
ayirma yontemi olarak kabul eden ilk bilim adami1 M. S. Tswett , bir dizi bitki

pigmentini ayirmak i¢in basit bir sivi-kat1 kromatografi formu kullanmistir [74].
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Kromatografi, kalitatif ve kantitatif analiz i¢in bir karisimin bilesenlerinin
tanimlanmasini, saflagtirilmasini ve ayrilmasini saglayan onemli bir analitik
tekniktir. Kromatografi, ylizeye veya kati i¢cine uygulanan karigimdaki molekiiller
ile akigkan sabit fazin (stabil faz) bir mobil faz yardimiyla hareket ederken
birbirinden ayrilmasi prensibine dayanmaktadir. Bu ayirma isleminde etkili olan
faktorler arasinda adsorpsiyon (stvi-kati), partisyon (sivi-kat1) ve afinite ile ilgili
molekiiler oOzellikler veya molekiiler agirliklar1 arasindaki farkliliklar yer
almaktadir. Bu farkliliklar nedeniyle, karisimin bazi bilesenleri sabit fazda daha
uzun siire kalmakta ve kromatografi sisteminde yavas hareket ederken, digerleri
hizl1 bir sekilde mobil faza gegcmekte ve sistemi daha hizli terk etmektedir. Bu

yaklagima gore kromatografi tekniginin temelini ii¢ bilesen olusturmaktadir.

- Sabit faz: Bu faz her zaman “kat1” bir fazdan veya “kati bir destegin yiizeyine

adsorbe edilmis bir siv1 tabakasindan” olusmaktadir.
- Mobil faz: Bu faz her zaman “sivi” veya “gaz bileseninden” olugmaktadir.
- Ayrilan molekiiller

Sabit faz, hareketli faz ve karisimda bulunan maddeler arasindaki etkilesim tiirii,

molekiillerin birbirinden ayrilmasinda etkili olan temel bilesendir [75], [76].

Kromatografi; gaz, siv1 ve siiperkritik akiskan kromatografisi olmak tizere ii¢ genis

kategoriye ayrilmaktadir [73].

Kolon kromatografisi, kagit kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, iyon
degisim kromatografisi, gaz kromatografisi, jel gecirgenlik kromatografisi, afinite
kromatografisi ve yiiksek basingl sivi kromatografisi olmak tizere farkli ¢esitleri
vardir [73].

Hareketli faz sivi oldugunda s1vi kromatografisi, gaz oldugunda gaz kromatografisi
olarak adlandirilmaktadir. Gaz kromatografisi gazlar, ugucu bilesenler ve kati
maddelerin karisimlart i¢in uygulanmaktadir. Sivi kromatografisi ise ozellikle

termal olarak kararsiz ve ugucu olmayan numuneler i¢in kullanilmaktadir [75].

Glinlimiizde sivi kromatografisi, organik bilesenlerin karmasik Orneklerden

ayrilmasi ve analizi i¢in gii¢lii bir arag olarak kabul edilmektedir [77].

Partisyona dayali kromatografi yontemleri amino asitler, karbonhidratlar ve yag

asitleri gibi kiiclik molekiillerin ayrilmasi ve tanimlanmasinda c¢ok etkilidir. Ancak,
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proteinler ve nikleik asitler gibi makromolekulleri ayirmak igin afinite
kromatografileri (6rn. iyon degisim kromatografisi) daha etkilidir. protein
ayristirilmasi ve sentezi ile ilgili arastirmalarda kagit kromatografisi; ester,alkol,
lipid ve amino gruplarmin ayristirilmasinda ve enzimatik etkilesimlerin
gozlemlenmesinde gaz-sivi kromatografisi; 6zellikle proteinlerin - molekl
agirliklarinin belirlenmesinde ise molekiiler-elek kromatografisi kullanilmaktadir

[75].

Bu kromatografik yontemler igerisinde en yaygin olarak kullanilan yiliksek basingli
stvi kromatografisidir (HPLC) [75].

2.3.2.1 Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (HPLC)

Bu kromatografi teknigi, cok sayida molekiliin fonksiyonel ve yapisal analizini
hizli bir sekilde yapmak ve saflagtirmak i¢in kullanilmaktadir. Amino asitler,
proteinler, nukleik asitler, karbonhidratlar, lipidler, steroidler ve diger biyolojik
olarak aktif molekiillerin ayrilmasi ve tanimlanmasinda kullanilan HPLC'de mobil
faz, 10-400 atmosferik basing altinda ve yiliksek (=5 mL/dk) akis hiziyla
kolonlardan ge¢mektedir. Bu teknikte kiigiik partikiillerin kullanilmas1 ve ¢dziicii
akis hizina yiiksek basing uygulanmast HPLC'nin ayirma giiciinii artirmaktadir.
Temel bir HPLC sisteminin sematik diyagrami Sekil 2.5'te gosterilmektedir. Bu
sistemin ana bilesenleri yiiksek basing pompasi, enjektor, kolon, dedektor ve veri
sistemidir [73], [78], [79].

(S Enjektor

{ I;—|
L]

I Kolon

Mobil Faz Yiiksek Basm¢ Pompasi
1= Lallpo [ ” ' l
[lfl | — — J]"'] Atk
i i N Dedektor

Veri Sistemi

Sekil 2.5 HPLC sisteminin sematik gosterimi [73]
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UV-goriiniir absorbans dedektord, ilgilenilen birgok bilesik UV (veya gorunir)
bolgede (190-600 nm arasi) absorbe oldugundan giiniimiizde kullanilan en yaygin
HPLC dedektorudur [80]. Mobil faz ¢oziclsl ve tampon se¢imi de optimum UV
hassasiyeti ve dogrusallik i¢in 6énemlidir; UV cut-off (¢Oziicliniin absorbe ettigi
dalga boyu) ozellikle diisiik dalga boylarinda 6nemli hale gelmektedir [80].
Eluentin sistem boyunca taginmasi i¢in 6zel pompalar mevcuttur ve bunlar HPLC
sistemlerinin en 6nemli bilesenlerinden biridir. Pompanin islevi, bir mobil faz1 siv1
kromatografi boyunca belirli bir akis hizinda (mL/dak) ilerletmesidir [73][78].
Piyasada bulunan birgok HPLC pompalama sistemi ve baglanti hatti, yiiksek
basinca dayanabilen ve oksitleyici maddeler, asitler, bazlar ve organik ¢oziiciiler
tarafindan korozyona karsi direngli olan yiiksek dereceli paslanmaz celikten
yapilmistir [73], [78]. Enjektorin roll, numuneyi kolona verilmek Ulzere akan
hareketli faza yerlestirmektir. Hemen hemen tiim HPLC sistemleri, numune girisini
yiiksek basingli eluent sisteminden ayiran valf enjektorlerini kullanmaktadir. Farkli
hacimlerin enjekte edilmesine olanak saglamaktadir. Her ne kadar 10-100 pL'lik
enjeksiyon hacimleri tipik olsa da, hem daha buyik (6rn. 1-10 mL) hem de daha
kiigiik (6rn. < 2-pl) 6rnek hacimleri 6zel donanim kullanilarak yiiklenebilmektedir
[73], [78]. Bir HPLC kolonu genellikle enjektor ve dedektor sistemleri arasina
baglanmasin1 saglayan paslanmaz c¢elik borulardan yapilmaktadir. En yaygin
kullanilan analitik HPLC kolonlar1 4 veya 5 mm i¢ ¢apa sahip ve 10, 15 veya 25 cm
uzunlugundadir [78]. Cogu kromatografi yonteminde, kolon dolgu malzemesi sabit
faz olarak gorev yapmaktadir. HPLC kolon dolgu malzemeleri i¢in gereklilikler iy1
kimyasal stabilite, kullanim sirasinda olusan yiiksek basinca dayanacak yeterli
mekanik gii¢ ve ince bir partikiil boyutu dagilimina sahip iyi tasarlanmis bir partikiil
boyutudur. Bu kriterleri karsilayan iki malzeme, gozenekli silika ve sentetik

organik reginelerdir [78].

2.4 Ornek Hazirlama

Biyolojik, cevresel ve gida iiriinlerinde eser seviyelerdeki maddelerin hizli, dogru
ve ekonomik olarak yapilan kalitatif ve kantitatif tayinleri olduk¢a 6nemlidir. Agir
metal iyonlarinin tespitine yonelik spektroskopik yontemler arasinda atomik
emisyon spektroskopisi, atomik absorpsiyon spektroskopisi, indiiktif eslesmis

plazma kiitle spektrometrisi yer almaktadir; bunlar olduk¢a hassastir ancak
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pahalidir. Cogunlukla, bu tiir maddeler analitik ekipmanlarla incelenmeden 6nce
matriksten alinmasi (ayirma), deristirilmesi (zenginlestirme) ve giderimi (aritimi)
gerekmektedir. Bu islemler i¢in kati-sivi ekstraksiyon, sivi-sivi ekstraksiyon, kati

faz ekstraksiyon ve adsorptif aritim stratejileri yaygin olarak kullanilmaktadir
[81][22].

2.4.1 Sivi Siv1 Ekstraksiyonu (SSE)

Sivi-siv1 ekstraksiyonu, organik ve inorganik analitlerin ayristirilmasi igin sulu
orneklere uygulanan bir ekstraksiyon stratejisidir [82]. SSE'nin temel prensibi,
analitlerin sulu numuneden su ile karismayan bir ¢oziiciiye aktarilmasidir. SSE,
numune hazirliklarinda siklikla kullanilan bir 6n deristirme yontemidir [82], [83].
Ancak, SSE yonteminin biiyiik hacimlerde organik ¢oziicii kullanimi1 ve pahali
olmasi gibi bazi dezavantajlar1 vardir. Bu nedenle, tek damlali mikroekstraksiyon
[84], oyuk fiber sivi faz mikroekstraksiyonu [85], dagitici sivi-sivi
mikroekstraksiyonu [86] ve sprey destekli damlacik olusumu-sivi faz
mikroekstraksiyonu [87] gibi minyatiirlestirilmis formlar: literatiirde SSE yerine

yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir [82].

2.4.1.1 Sprey Destekli Damlacik Olusumu-Sivi Faz Mikroekstraksiyonu
(SDDO-SFME)

Son yillarda, daha diisik numune hacmi gereksinimleri, daha basit ekipman ve
kullanim ve daha az reaktif tiikketimi ile yeni ekstraksiyon yontemlerine olan ilgi,
mikrolitre diizeyinde ekstraksiyon asamalarina dayanan bir dizi mikroekstraksiyon
yonteminin gelistirilmesine yol agmistir [12]. Mikroekstraksiyon, ihmal edilebilir
hacimde ekstraksiyon fazi kullanan minimallestirilmis bir numune hazirlama
stratejisidir [88]. Sivi sivi ekstraksiyon prosediiriine gore fazla miktarlarda
kullanilan tehlikeli organik ¢oziiciiler, sprey destekli damlacik olusumu-sivi faz
mikroekstraksiyonu yontemiyle minimalize edilmistir. Fazla ¢oziicii kullanimi
ciddi ¢evre sorunlarini temsil etmektedir. Sprey destekli yapilan ekstraksiyonlarda
diisiik hacimlerde kullanilan ¢oziicii bu yontemin c¢evre dostu bir ekstraksiyon
yontemi oldugunu gostermektedir [89]. Sprey destekli damlacik olusumu-sivi fazda
mikro ekstraksiyon (SDDO-SFME) yontemi, dagitici sivi-sivi mikro ekstraksiyonu
(DSSME) yonteminin bir modifikasyonu olarak literatiire girmistir [90]. Bu

yontemde ekstraksiyon solventi, dagitici solvent igermeyen bir sprey aparati
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vasitasiyla Ornek c¢ozelti icerisine puskirtilmektedir. Ekstraksiyon ¢ozlcusinin
standart/numune c¢ozeltisine plskiirtiilmesi agamasi, ekstraksiyon c¢oziiciisii ile
tayin edilmek istenen analiti igeren sulu numune arasindaki yilizey alanini artiran
kiiglik damlaciklarin olusmasina yol agmaktadir [91]. BOylece ¢ozlict tlketimi en
aza indirilmekte ve klasik DSSME'nin deneysel asamalar1 daha basit ve hizli hale
gelmektedir [12], [87], [90].

2.4.2 Kati1 Faz Ekstraksiyonu (KFE)

Kat1 faz ekstraksiyon yontemi ilk olarak 1940'larda uygulanmistir [92]. YOntem,
bir kat1 faz ve bir siv1 faz kullanilarak uygulanmaktadir. Belirlenecek analiti igeren
numune ¢oOzeltisi sivi faz olarak kullanilmaktadir. Kati faz ayrica analitlerin
adsorpsiyonu i¢in adsorban malzeme icermektedir. KFE yontemi, sulu ¢ozeltideki
analitlerin kat1 faz sorbent materyali {izerine adsorpsiyonuna dayanmaktadir [93].
Hedeflenen analit atomlar1 sulu fazdan adsorban yiizeyine aktarilmaktadir [94].
KFE yonteminin genel uygulama adimlari; bir ¢oziicii ile sartlandirma, siv1 fazin
sorbente eklenmesi, analit disindaki bilesenlerin uzaklastirilmasi i¢in yikama ve bir
elusyon ¢oziiclist yardimiyla istenen analitlerin geri kazanimidir [93].

KFE, uygulama kolayligi, yiiksek zenginlestirme faktorii, diisiik miktarda solvent
kullanimi1 ve ucuzluk gibi bircok avantaja sahiptir [95]. Molekiiler baskili
polimerler [96], karbon bazli malzemeler [97], manyetik nanopartikiller [98],
metalik nanopartikiller [99] ve nanocicekler [100] literatiirde belgelenen
ekstraksiyon islemlerinde sorbent malzemesi (katt emici yilizey) olarak

kullanilmaktadir.

2.4.2.1 Nanocicekler

Nanopartikiil (NP) terimi, genellikle <100 nm olan belirli bir boyut tanim1 olarak
kullanilmaktadir [101]. NP'ler kimyasal ve biyolojik algilama, ila¢ dagitimi, CO>
yakalama, gaz algilama ve diger ilgili uygulama alanlari i¢in kullanilabilmektedir
[102]. Nanopartikiller, yiiksek genis yilizey alanlar1 ile yiiksek ekstraksiyon
kapasitesi ve verimliligine sahiptir ve numune preparatlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir [103]. Mekanik olarak gucli, kimyasal olarak reaktif ve optik
olarak aktif olmalar1 gibi diger 6nemli fizikokimyasal 6zellikleri NP'leri farkli

uygulamalar i¢in uygun hale getirmektedir [102].
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Cicege benzer morfolojilere sahip olan nanomalzemeler, nanocgicek olarak
adlandirilmaktadir. Nanogigeklerin hazirlanmasi oldukga kolaydir ve yapraklarinin
cok katmanli yapisal 6zelliklerinden dolay1 genis ylizey alani, yiiksek verimlilik,
yiiksek stabilite ve maliyet etkinligi gostermektedirler. Sentezlendigi maddelere
gore organik-inorganik nanogigekler literatiirde yer almaktadir [104], [105]. Cicege
benzer nanoyapilar, katalizorlerde, boyaya duyarli giines pillerinde, lityum iyon
pillerde, siiper kapasitorlerde, su ayirmada ve biyomedikal uygulamalarda
kullanilmaktadir [106]. Nanogicekler, kalp-damar hastaliklari, mikrobiyoloji,
sensorler ve biyosensorler, biyokimyasal ve hiicresel ¢aligmalar, kanser tedavisi,

saglik hizmetleri gibi tiim biyomedikal alanlarda ciddi ilgi gérmiistiir [107].

2.4.3 Agir Metaller icin Aritim Yoéntemleri

Arsenik, bakir, kadmiyum, krom, nikel, ¢inko, kursun ve civa gibi agir metaller,
toksik, biyolojik olarak pargalanamayan ve kalici yapilari nedeniyle tath su
rezervuarlarinin baslica kirleticileridir. Endiistriyel biiyiime, bu tiir kirleticileri
hava, su, toprak ve biyosfer dahil olmak iizere ¢cevrenin farkli béliimlerine sokan
agir metallerin ana kaynagidir. Agir metaller, sucul ortamlardaki yiksek
coziiniirliikleri nedeniyle baliklar ve sebzeler tarafindan kolayca emilmektedir. Bu
nedenle, besin zinciri yoluyla insan viicudunda birikebilmektedirler. Agir metal
konsantrasyonlarint azaltmak amaciyla su ve atik su aritimi i¢in ¢esitli yontemler
gelistirilmis ve kullanilmistir. Bu teknolojiler arasinda membran filtrasyonu, iyon
degisimi, adsorpsiyon, kimyasal ¢okeltme, nanoteknoloji islemleri, elektrokimyasal
ve ileri oksidasyon islemleri yer almaktadir.

Adsorpsiyon agir metal atik su aritimi i¢in ekonomik ve etkili bir yontem olarak
kabul edilmektedir. Adsorpsiyon prosesi tasarim ve isletim acisindan esneklik
sunmakta ve bir¢ok durumda yiiksek kalitede aritilmis atik su tiretmektedir. [108],
[109]. Adsorpsiyon esasli aritim galismalarindan farkli izotermler kullanilarak

aritim mekanizsmasi ile ilgili detayl bilgi elde edilebilmektedir.

2.4.3.1 Lungmuir izotermi

Langmuir izoterm denklemi adsorpsiyon prosesinde, ¢Ozunebilir metalleri ve
organik maddeleri sulu fazdan uzaklastirmak i¢in onlarca yildir yaygin olarak
kullanilmaktadir [110].
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Bir adsorbanin yiizeyinde sonlu sayida diizgiin dagilmis baglanma bolgesi teorisine
dayanan Langmuir denklemi, adsorpsiyon verilerinin modellenmesinde en yaygin
olarak kullanilan izoterm modeli olarak kabul edilmektedir [111], [112]. Bu izoterm
modeli, asagida verilen (Esitlik 2.1) matematiksel denkleme (dogrusal olmayan)

sahiptir.

_ dm KL Ce
Qe = 1+Ky, Ce (2.1)

Bu dogrusal olmayan denklemde Ce, K, ge Ve gm ifadeleri kalinti/denge adsorbat
konsantrasyonunu (mg/L), Langmuir sabitini (L/mg), denge adsorpsiyon
kapasitesini (mg/g) ve maksimum adsorpsiyon kapasitesini (mg/g) temsil
etmektedir. Denge adsorpsiyon kapasitesi (ge) Esitlik 2.2 araciligiyla kolayca

hesaplanabilmektedir.

(Ci_ce) \
Qe = ——— (2.2)

m

Burada; m, adsorbent miktar1 ve V, numune ¢6zeltisinin hacmidir (L). Gelistirilen
kalibrasyon grafiginden Ce degerleri ve Esitlik 2.2 'den ge degerleri hesaplandiktan
sonra, dogrusal olmayan Langmuir denkleminin dogrusallastirilmasindan qm ve Kt
regresyon sabitleri hesaplanabilmektedir. Bu calismada kullanilan bu modelin

dogrusallastirilmasi Tablo 2.1°de verilmistir [113].

Tablo 2.1 Langmuir adsorpsiyon izoterm modelinin dogrusal denklemi [113]

Denklem Grafik Egim Kesisim
Noktasi
1 1 + 1 1 I 1 1 1
—_— =+t — — kars1 — —_
qde KL dm Ce dm de Ce KL dm dm

Langmuir modelinde, boyutsuz olan ve izoterm tipini gosteren sabit bir ayirma
faktori (Ri) vardir:

RL =1 (dogrusal),

RL = 0 (geri dondirilemez),
RL > 1 (istenmeyen) ve

0 <RL <1 (elverisli).
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RL icin matematiksel denklem Esitlik 2.3 'te verilmistir.

1
T 14K G

R, (2.3)

2.4.3.2 Literatiir Taramasi

Yapilan bir ¢alismada, bulutlanma noktasi ekstraksiyonu (CPE), 1-(2-tiyazolilazo)-
2-naftol (TAN) ile bir kompleks olusturulduktan sonra kadmiyum, bakir, kursun ve
cinkonun es zamanli 6n deristirmesi ve daha sonra yiizey aktif madde olarak
oktilfenoksipolietoksietanol (Triton X-114) kullanilarak alevli atomik absorpsiyon
spektrometresi (AAAS) ile analizi icin kullanilmistir. Iyilestirme faktorleri
kadmiyum, bakir, kursun ve ¢inko i¢in sirasiyla 57.7, 64.3, 55.6 ve 63.7'dir.
Onerilen yontem su orneklerinde ve standart referans malzemede (SRM)

kadmiyum, bakir, kursun ve ¢inko tayini i¢in uygulanmistir [114].

Bagka bir ¢alismada, su drneklerindeki eser kadmiyumun ekstraksiyonu ve tayini
icin alevli atomik absorpsiyon spektrometresi (AAAS) ile birlikte ultrason destekli
emdlsifikasyon-katilastirilmis yiizen organik damla mikroekstraksiyonu (USAE-
SFODME) kullanilarak bir sivi faz mikroekstraksiyon teknigi gelistirilmistir.
Ekstraksiyon ¢oziiciistiniin tiirii ve ekstraksiyon hacmi, zaman, sicaklik, pH,
selatlama maddesi miktar1 ve tuz etkisi gibi mikroekstraksiyon verimliligi faktorleri
optimize edilmistir. Optimum kosullar altinda, 6.0 mL su numunesi i¢in 81.0
zenginlestirme faktorii elde edilmistir. Onerilen metodun dogrulugu, sertifikali bir
referans su materyalinde ya da ekleme-geri kazanim deneyleri ile
degerlendirilmistir [115].

Sulu 6rneklerde kadmiyum (II) tayini i¢in dnderistirme sistemi literatiirde baska bir
calismada rapor edilmistir. Analit, AI(NO3)3-9H204q Ve asetik asitte ¢oziinmiis
kitosan karisimindan elde edilen makro kiirecikler seklinde Al2O3 ile doldurulmus
bir mini kolonda hapsedilmistir. Karigim, peristaltik bir pompa kullanilarak siki bir
calkalama altinda NH4OH sulu c¢ozeltisine damlatilmis, makro kiireler alkali
¢Ozeltiden ayrilmis ve kurutulmus, son olarak termal isleme tabi tutulmustur.
Gelistirilen yontem ile 1.9 zenginlestirme faktorii elde edilmistir. Geri kazanim

testleri gergek bir sulu numune ile gergeklestirilmistir [116].

Bu calismada, basit bir sol-jel yontemiyle hazirlanan MgO nanopartikiilleri

kullanilarak sulu ¢ozeltilerden Cd(IT) ve Pb(Il) giderimi arastirilmistir. Cd(IT) ve
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Pb(II) gideriminin etkinligi kesikli adsorpsiyon deneyleri ile incelenmistir. Cd(II)
ve Pb(II)'nin tekli adsorpsiyonu i¢in, adsorpsiyon kinetigi ve izoterm verileri, agir
metal iyonlarinin tek katmanli kemisorpsiyonunu gosteren Pseudo-ikinci derece ve
Langmuir modellerine iyi bir sekilde uymustur. Langmuir denklemi ile hesaplanan
maksimum adsorpsiyon kapasiteleri sirasiyla Cd(II) i¢in 2294 mg/g ve Pb(Il) icin
2614 mg/g'dir. XRD ve XPS 6l¢timleri, Cd(IT) ve Pb(II)'nin MgO nanopartikiilleri
tarafindan giderilme mekanizmasinin esas olarak MgO'nun aktif bolgeleri ile agir
metal iyonlar1 arasindaki etkilesimden kaynaklanan MgO yiizeyindeki ¢okelme ve
adsorpsiyonla ilgili oldugunu ortaya koymustur. Kolay hazirlanmasi, yiiksek
giderim verimliligi ve gii¢lii adsorptif yetenegi, MgO nanopartikiillerini agir

metalle kirlenmis suyun aritilmasinda etkili bir malzeme haline getirmektedir [117].

Yapilan bu calismada, Cd (II) genellikle endiistrilerden atilan atik sular yoluyla
cevreye salinmaktadir. Bu nedenle, desarj 6ncesinde Cd (II) giderimi biiyiik 6nem
tagimaktadir. Sulu ¢6zeltiden Cd (II) giderimi i¢in askorbik asitle stabilize edilmis
sifir degerlikli demir nanopartikillerinin (AAS-ZVIN) sentezi, karakterizasyonu ve
uygulamasi ¢alisilmistir. Giderim verimliligi, AAS-ZVIN miktari, pH, temas stiresi
ve baglangi¢ Cd (IT) konsantrasyonu olmak tizere dort faktor dikkate alinarak yanit
yiizey metodolojisi altinda kompozit tasarim kullanilarak arastirilmistir.
Sentezlenen nanopartikiiller Cd (II) giderimi i¢in oldukga kararli ve verimliydi.
Sayisal optimizasyon, optimum giderimin (%79,68) 2 g L-1 AAS-ZVIN dozajinda,
15 mg L-1 baslangig Cd (II) konsantrasyonunda, 60 dakika temas sliresinde ve 7
pH degerinde elde edildigini ortaya koymustur [118].

Diger bir ¢aligmada, spinetoram (XDE-175-J ve XDE-175-L) ve demetil
metabolitlerinin (N-demetil-175-J ve N-demetil-175-L) ve formil metabolitlerinin
(N-formil-175-J ve N-formil-175-L) minér Grinler olan amarant ve maydanozda
tayini i¢in es zamanli bir yontem gelistirilmistir. Yontemde hizli, kolay, ucuz, etkili,
saglam ve gilivenli (QuEChERS) tabanli ekstraksiyon kullanilmistir. Daha sonra
analitler, ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) kullanilarak pozitif iyon modunda sivi
kromatografi-elektrosprey iyonizasyon tandem Kkitle spektrometresi (LC-ESI-
MS/MS) ile 6l¢ililmiis ve dogrulanmistir. Geri kazanim degerleri, hem amarant hem
de maydanozda N-formil-175-J hari¢, <%15 bagil standart sapmalarla %71.0 ila

%115.2 arasinda degismistir. Bu yontem, saha kosullarinda olusan 6rnekler iizerine
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uygulanmig ve spinetoram ve metabolitlerinin eszamanli tayini igin yeterli

hassasiyet ve performans sagladigi gosterilmistir [119].

Ciftlik hayvan 6rneklerindeki spinetoram (spinetoram J ve spinetoram L) miktarini
belirlemek i¢in analitik bir yontem gelistirilmistir. Spinetoram asetonitril ile
ekstrakte edilmis ve birincil ikincil amin (PSA) sorbent araciligiyla saflagtirilmistir.
Spinetoram kalintilar1 daha sonra ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) kullanilarak
pozitif iyon modunda bir sivi kromatografi-tandem Kkiitle spektrometresi (LC-
MS/MS) kullanilarak olgiilmiis ve dogrulanmistir. Spinetramin geri kazanim
sonuglar1 farkli derisim seviyelerinde %81.9-106.4 arasinda degismis ve bagil
standart sapmalar (BSS) %Il10'dan az olmustur. Tim degerlerin Codex
kilavuzlarinda (CAC/GL40, 2003) talep edilen kriter araliklariyla tutarli oldugu
goriilmiistiir. Yontemi dogrulamak amaciyla laboratuvarlar arast bir calisma
yiiriitiilmiistiir. Onerilen analitik yontemin spinetoram tayini i¢in dogru, etkili ve

hassas oldugu kanitlanmistir [120].
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3

MATERYAL VE METOT

3.1 Sentetik Atik Sudan CK-NC’ler Kullamlarak AAAS

Sisteminde Kadmiyumun Adsorptif Olarak Uzaklastirilmasi

3.1.1 Kimyasallar

Tum optimizasyon/kalibrasyon deneylerinde Merck'ten (Almanya) ticari olarak
temin edilen %2.0 HNO3z (1000 mg/L) Cd ¢ozeltisi kullanilmistir. CK-NC'lerin
sentezi cinko Klorir, kalay (1) klorir ve sodyum hidroksit kombinasyonu ile
gergeklestirilmistir. Kalay (II) kloriir ve ¢inko kloriir dihidrat Merck'ten (Almanya),
sodyum hidroksit ise Sigma Aldrich'ten (Almanya) temin edilmistir. Standart ve
numune ¢ozeltileri ELGA PureFlex Il su aritma sisteminden alinan deiyonize su

ile hazirlanmustir.

3.1.2 Cihaz ve Ekipmanlar

Kadmiyum tayini igin arka plan gurultisunin duzeltilmesi i¢in bir D2 (d6teryum)
lambast ile donatilmis bir ATI UNICAM 929 AA (Ingiltere, Cambridge) model
AAAS kullanilmistir. Sistemin alevi stokiyometrik hava (oksidan) ve asetilen
(yakit) karisimi ile tretilmistir. Photron (Avustralya) tarafindan iiretilen bir
kadmiyum oyuk katot lambasi 10 mA'de calistirilmis ve kadmiyumu 228.8 nm
analitik dalga boyunda tespit etmek i¢in 151k kaynagi olarak kullanilmistir. Hem
standart hem de numune ¢ozeltilerinin pH degerleri Mettler Toledo (ABD)
tarafindan tiiretilen bir pH metre kullanilarak diizenlenmistir. Mikrodalga destekli
hidrotermal sentez prosediiri MILESTONE Start D sistemi (Sorisole, Italya) ile
gerceklestirilmistir. Kurutma ve inkiibasyon prosediirleri D-6450 Hanau model bir
etliv (Heraeus, Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir. BIOBASE BKCTLSII
santrifiij (Shandong, Cin), nanogiceklerin ¢okelmesini kolaylagtirmak amaciyla

kullanilmastir.
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3.1.3 Deneysel Prosedurler

Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen veriler Water, Air, & Soil Pollution dergisinde

yayinlanmistir [100].

3.1.3.1 Kadmiyum Tayininde Kullanilan Cinko-Kalay Oksit Nanociceklerin
Sentezi

Cinko-kalay bazli nanogigeklerin (CK-NC'ler) sentezi, literatirde daha once
aciklanan bir yontemin modifiye edilmesiyle gergeklestirilmistir [121]. Analitik
terazi kullanilarak hassas bir sekilde 6.0 mmol SnCl2.2H20 ve 6.0 mmol ZnCl3
tartilmis ve ayr1 beherlere aktarilmistir. Her iki behere de 8.0 mL deiyonize su
eklenerek elde edilen ¢Ozelti manyetik karigtiricida tamamen ¢oziinene kadar
karismigtir. Ardindan homojen olarak elde edilen SnCl2.2H20 ¢6zeltisinin (izerine
yaklagik 4.0 mL 5.0 M NaOH ¢ozeltisi damla damla eklenerek 10 dakika manyetik
karigtirict yardimi ile karistirnlmigtir. Daha sonra ZnCly ¢ozeltisi diger ¢ozelti
lizerine damla damla eklenmis ve 45 dk manyetik karistirict ile karigtirmasi
saglanmistir. Siire sonunda elde edilen karisim, mikrodalga kabina alinmis ve Sekil
3.1’de gosterildigi gibi 55 dakikalik bir 1sitma programi kullanilarak nanocicekler
mikrodalga sisteminde sentezlenmistir. Sentezlenen ¢odzeltinin supernatant kismi
santrifiij sonras1 dekante edilmistir. Daha sonra safsizliklar1 elimine etmek ig¢in
deiyonize su ve etanol ile yikama islemi uygulanmistir. Son olarak, numune 50 °C
sicaklikta tutulan bir etlivde bir gecelik kurutma islemine tabi tutulmustur.
180
160
140
120
100
80
60
40
20
0 +—t—t—t—t+—t——t——t——tv—i—_ivii
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Zaman, dakika

Sicaklik, °C

Sekil 3.1 Nanogigeklerin mikrodalga destekli hidrotermal sentezi i¢in kullanilan

zaman ve sicaklik programinin gosterimi
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3.1.3.2 CK- NC Karakterizasyon Calismalari

Taramali elektron mikroskobu (SEM), CK-NC'lerin ylzey morfolojilerini
aragtirmak ic¢in kullanmilmistir. Sentezlenen CK-NC'lerin SEM goruntileri Sekil
3.2°de iki farkl biiyiitme ile gosterilmektedir. Saglanan goriintii, giil yapraklarini
animsatan fark edilebilir bir morfoloji sergileyen 6nemli bir nanogigek kiimesini
gostermektedir. Goriintiiler, her bir nanogigegin birden fazla ince nano tabakadan
olustugunu ve boylece hedeflenen amaci saglamak i¢in 6nemli bir ylizey alani

sundugunu agikca gostermektedir.

1pm

EHT=10.00kV WD = 90mm  Signal A =SE1 Mag = 20.00 K X b————— EHT=10.00kV WD=90mm Signal A=SE1 Mag= 500K X

Sekil 3.2 Farkli biiylitme seviyelerinde elde edilen SEM goriintiileri: 10 um (sag)
ve 1.0 um (sol)

3.1.3.3 Sentetik Atik Suyun Hazirlanisi

Sentetik atiksu, literatiirde bildirilen prosediirle hazirlanmistir [122]. Kullanilan

kimyasallar Tablo 3.1°de verilmistir.

[lk olarak, sentetik atiksu konsantre bir stok ¢ozelti olarak hazirlanmis ve atiksuyun
kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI) degeri 750 g/L'ye ulasana kadar musluk suyu ile
seyreltilmistir. Daha sonra, denge adsorpsiyon deneylerinde kullanilmadan hemen

once ultra saf deiyonize su ile dort kez seyreltilmistir.
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Tablo 3.1 Sentetik atik suyun bilesimi

Makro Besinler Konsantrasyon Mikro Besinler Konsantrasyon
(9/L) (g/L)
Ure 3 FeCl,-4H,0 1
NH.CI 0.56 CoCl,-6H,0 1
NaCH,COOH-3H,0 6.3 MnCl,-4H,0 0.25
MgSO.-7H,O 0.25 CuCl,-2H,0 0.015
K.HPO, 2.2 ZnCl, 0.025
CaCl,.2H,O 0.37 NiCl,-6H,0 0.025
Ovoalbumin 0.84 (NH,)sMo0,0,,-4H,0 0.045
Nisasta 5.9 Na.,SeO,-5H,0 0.05
Sut Tozu 5.6 Borik Asit 0.025
Maya Ozt 25 EDTA 05
Aycicek Yag 1.4 ml HCI 36% 0.5ml
Mikro Besin 1ml Resazurin 0.25

3.1.3.4 CK-NC ile Aritim Prosediirii

35 mL standart/numune c¢ozeltisi, 50 mL hacimli falkon tiiplere eklenmistir.
Ardindan ¢ozeltideki analit ile maksimum etkilesimi saglayacak olan CK-NC
adsorban maddeden 75 mg standart/numune ¢ozeltisine ilave edilmistir. Cozeltinin
stabilitesini saglamak adina 1.0 mL pH 6.0 tampon ¢6zeltisi eklenmistir. Ardindan
hem homojen bir karisim elde etmek hem de nanogicekler ile etkilesimin tiim
cozeltiye etki etmesi amaciyla mekanik karistiricida 30 dakika boyunca
calkalanmistir. Daha sonra 5.0 dakika 3000 rpm hizda nanogigeklerin falkon tiipiin
dibinde toplanmasim saglayacak santrifiij islemi uygulanmstir. islem sonrasi elde
edilen supernatant kisminin 20 mL’si temiz bir falkon tiipe aktarilmis ve santrifiij
islemine tabi tutulmustur. Son olarak ¢ozeltiden 2.0 mL ayri bir falkon tiipe

aktarilarak absorbans sinyallerini 6lgmek i¢cin AAAS sistemine gonderilmistir.
CK-NC’lerin kadmiyum i¢in yiizde giderim verimi (%GV) Esitlik 3.1 ‘e gore
hesaplanmastir.

(Xi—Xe)
Xi

% GV = x 100 (3.1)

Esitlik 3.1’de Xi (mg/L) ve Xe (mg/L) sirasiyla baslangic ve artik (denge)

adsorpsiyon seviyelerini temsil etmektedir. %GV optimizasyon deneylerinde,
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kadmiyumun giris ve c¢ikis numunelerindeki absorbans degerlerindeki fark
tizerinden hesaplanmistir. Sentetik atik sudaki kadmiyumun, kalibrasyon
grafiginden hesaplanan atik sularin kadmiyum konsantrasyonlari, denge modelleme
caligmalar1 i¢in Xe degerleri olarak kullanilmigtir. Tiim deneysel adimlar Sekil

3.3'te gosterilmistir.

ikinci

Standart/ Nanagigek pH Tampon Mekanik Karigtirici Santrifij Dekantasyon
Numune Ekleme Ekleme Dekantasyon

Cozeltisi

AAAS Sistemi AAAS igin Son Ornek Santrifiij

Sekil 3.3 CK-NC aritim deneysel prosediirlerini gosteren sematik bir ¢izim [100]

3.2 Spinetoram Pestisitinin Sprey Destekli Damlacik Olusumu-Sivi

Faz Mikroekstraksiyon-HPLC Ydntemi ile Tayini

3.2.1 Kimyasallar

Spinetoram (%91.18, saflik) pestisit ¢ozeltisi HPC Standards GmbH Sirketinde
(Almanya) tiim optimizasyon/kalibrasyon deneylerinde kullanilmak tizere temin
edilmistir. Ekstraksiyon ¢oziictisi olarak 1.2-dikloroetan (>%99.5 saflik),
Merck'ten (Darmstadt, Almanya) temin edilmistir. Mobil faz hazirliginda
Amonyum Asetat ve Asetonitril (>%99.8 saflik) Merck'ten (Darmstadt, Almanya)
satin alinmistir. ELGA PureFlex III su aritma sisteminden alinan deiyonize su ile

standart ve numune ¢ozeltileri hazirlanmstir.
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3.2.2 Cihaz ve Ekipmanlar

Spinetoram pestisitini kromatografik olarak tayinini gergeklestirmek igin bir
kromatograf (LC-20A), bir kolon firin1 (CTO10AS) ve bir SPD-20A ultraviyole-
goriniir dedektor ile birlestirilmis bir otomatik 6rnekleyici (SIL20A HT) igeren bir
Shimadzu model HPLC kullanilmistir. Kromatografik ayirma igin Agilent Eclipse
XDB-C18 (150 mm uzunluk, 4.6 mm i¢c ¢ap ve 5 pum film kalinligi) kolon

kullanilmustir.
Calismalarda kullanilan tiim ekipman ve cihazlar Tablo 3.2’de listelenmistir.

Tablo 3.2 Calismalarda kullanilan laboratuvar cihazlar

Ekipman ad: Marka
Analitik terazi OHAUS, ABD
Santrifuj BIOBASE, Cin
Ultrasonik banyo BIOBASE, Cin
Vorteks karistiric ISOLAB, Almanya
Taramal: elektron mikroskobu Zeiss EVO LS 10 model SEM, Jena,
(SEM) Almanya
Otomatik Pipet Eppendorf
Mekanik Karistirict Kermanlar
Isiticili Manyetik Karistirict IKA RCT ST S000, IKA C-MAG HS7
Etlv Heraeus D-6450
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3.2.3 Deneysel Prosedurler

3.2.3.1 Sprey Destekli Damlacik Olusumu-Sivi Faz Mikroekstraksiyon

Prosediri

Kapasitesi 15.0 mL olan falkon tiipe 8.0 mL standart/drnek ¢o6zeltisi eklenmistir.
Ardindan, ¢6ziicii olarak sprey ile ekstraksiyon veriminin en fazla oldugu belirlenen
dikloroetan ile dolu spreyden 3 fis ¢ozelti igerisine piiskiirtiilmiistiir. Homojen bir
karisim elde etmek adina vorteks ile 30 saniye girdap olusturarak karistirma
islemine tabi tutulmustur. Daha sonra 2.0 dk 3000 rpm de santrifiij asamasindan
gecirilmistir. Stipernatant kismi1 dikkatlice dekante edilip, olusan faz kismi temiz
bir tiipe aktarilmistir. Bir giin boyunca oda sicakliginda ugmasi i¢in birakilmistir.
Ugma gergeklestikten sonra tiip igerisine, eluent olarak 100 pL asetonitril eklenip,
vorteks ve ultrasonik banyo ile karigsmasi saglandiktan sonra HPLC sistemine
gonderilmek {izere viallenmistir. Ekstraksiyon prosediri  Sekil 3.4‘te

gosterilmektedir.

Sprey ile
EKstraksiyon
Coziiciisii
Piiskiirtme

Standart/
Ornek
Cozelti

Faz Ayrmm HPLC Vial HPLC Analiz Kromatogram

Sekil 3.4 Sprey ile ekstraksiyon prosediiriiniin sematik gésterimi
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3.2.3.2 Elma Tozu Orneklerinin Hazirlanmasi

Sistemin analitik performansinin gergek numunelerde uygulanabilirligini test
etmek amaciyla li¢ farkli yerden satin alinan elma tozu 6rneklerinde geri kazanim
calismalar1 gergeklestirilmistir. Ug farkli elma tozunun her birinden 10.0 mg
tartilarak 100 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve hacmine asetonitril ile
tamamlanmistir. 30 dk sonikasyona tabi tutulan oGrnekler, 0.45 pum filtre ile
siringadan siiziilmiistiir. TUm ornekler, her iki bilesen i¢in de ¢alisma araligina

uygun olacak sekilde standart ¢ozeltiler eklenerek hazirlanmistir.
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A

DENEYSEL CALISMALAR

4.1 Sentetik Atik Sudan CK-NC’ler Kullanillarak AAAS

Sisteminde Kadmiyumun Uzaklastirilmasi

4.1.1 Kesikli Adsorpsiyon Aritim Prosesine Ait Optimizasyonlar

Gelistirilen yontemin, aritim verimini etkileyen tiim parametrelerinin tek degiskenli
olarak optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Bu ¢aligmalar boyunca, optimizasyonu
gerceklestirilen parameter hari¢ diger tlim parametreler sabit tutulmustur. Bu
calismada, Ornekler en az 3 tekrarli olacak sekilde hazirlanmistir. Bu amag
dogrultusunda; tampon ¢dzelti pH’1 ve hacmi, nanogigek miktari, karigtirma tiirii ve
suresi gibi parametreler optimize edilmistir. Tampon ¢ozeltinin pH/hacim ve
nanogicek miktarinin optimizasyonlart 2.0 mg/L. kadmiyum c¢ozeltileri ile
yapilmistir. Karigtirma tiirii ve siire optimizasyonu i¢in, artan giderim verimliligi
nedeniyle bu optimizasyon parametrelerinin etkisini daha belirgin bir sekilde

belirlemek amaciyla kadmiyum konsantrasyonu 4.0 mg/L'ye ¢ikarilmistir.
Optimum parametreler Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 Adsorptif giderim prosesinin optimize edilmis deneysel parametreleri

Parametre Optimum Deger
pH/Tampon Cozelti Hacmi 6.0/1.0 mL
Nanocicek Miktari 75 mg
Karistirma Tiirii/Siiresi Mekanik Karistirma/30 dakika

4.1.1.1 Tampon Cozelti pH Degeri ve Hacminin Optimizasyonu

Analit ile adsorban yiizey arasindaki etkilesimde ¢6zelti pH'1 ¢ok dnemli bir rol

oynamaktadir [123].
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Bir adsorbanin ylizeyindeki analitin kararliligi, numune c¢ozeltisinin iyonik
dengesinden etkilenebilmektedir. Bu sebeple, kadmiyum standart ¢ozeltisine 3.0
mL pH 5.0, 6.0, 7.0 ve 8.0 degerlerindeki tampon ¢ozeltiler eklenmistir. CK-NC’ler
ile etkilesimi artirmak ve adsorbsiyon siireci iizerindeki etkiyi test etmek adina
vorteks ve ultrasonikasyon islemlerinden gegirilmistir. Sekil 4.1°de gosterildigi
gibi, pH 6.0’da tamponlanmis sulu kadmiyum ¢o6zeltisi, CK-NC’lerin iizerine etkili
bir sekilde adsorbe edilmistir.

Cozelti pH'1 ¢cozeltideki agir metal iyonlarinin kimyasal durumunu (saf metal iyonu
veya hidroksil metal) ve adsorban yuzeyindeki yikl etkileyerek adsorpsiyonu
etkilemektedir. Diigitk pH'da hidronyumun son derece yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmasi1 ve ¢ozeltide yiiksek aktivite sergilemesiyle ilgilidir, ¢linkii bu iyon
adsorban ylizeyindeki aktif bolgeler i¢in agir metal iyonlariyla rekabet eder; bu
nedenle, zayiflamis bir adsorpsiyon kapasitesi gozlemlenmektedir. Bununla
birlikte, asir1 yiiksek pH agir metal iyonlarinin hidrolizine ve ardindan ¢okelmesine

yol acabilmektedir [124].

Tampon ¢ozeltinin pH degeri, diger pH degerlerinin ortalama giderim verimlerine
kiyasla en yiiksek giderim verimi elde edilmistir. Bu sebeple, adsorptif giderim
islemi icin pH 6.0 tampon ¢ozeltisi optimum deger olarak belirlenmis ve diger
optimizasyon deneylerinde kullanilmistir. Ardindan pH 6.0 tampon ¢ozeltisinin
hacim optimizasyonu test edilmistir. . 0.50, 1.0, 2.0, 3.0 ve 4.0 mL hacim degerleri
uygulanmis ve Sekil 4.2°de gosterildigi gibi en yiiksek giderim verimi 1.0 mL’de

elde edilmis olup optimum deger olarak secilmistir.

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
0 -
0

5.0 6.0 7.0 8.0

Tampon Cozelti pH"1

% GV

Sekil 4.1 Tampon ¢6zelti pH’ 1nin % giderim verimine (% GV) etkisi
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Sekil 4.2 Tampon ¢6zelti hacminin % GV etkisi

4.1.1.2 Nanocicek Miktar Optimizasyonu

Standart/6rnek ¢ozeltideki kadmiyum elementi ile etkilesimin maksimum diizeyde
olmasini saglayacak adsorban miktarini belirlemek i¢in bu optimizasyon adimi
gerceklestirilmistir. Bu amagla standart/6rnek ¢ozeltiye 10, 20, 30, 40, 50, 60, 75
ve 100 mg olacak sekilde sekiz farkli miktarda CK-NC eklenmistir. Sekil 4.3°te
gosterildigi gibi, 10 ile 60 mg arasindaki miktarlarda %GV degerlerinde artis
gozlemlenmistir. Bu durum, yiiksek miktarda CK-NC’lerin genis ylizey alani
sundugu ve diisik miktarlarla karsilagtinldiginda kadmiyum analitinin
standart/0rnek sulu c¢ozeltisinden aritilmasini kolaylastirdigr gézlemlenmistir.
Diger bir yandan, 60 ile 100 mg arasindaki miktarlarda %GV degerlerinde 6nemli
bir fark gozlemlenmemistir. Bu sebeple, standart sapma degerleri ve ortalama
degerlere gore goreceli olarak daha yiliksek verim dikkate alinarak optimum

nanocicek miktar1 75 mg olarak secilmistir.
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Sekil 4.3 Nanogicek (NC) miktarinin %GV etkisi

4.1.1.3 Kanstirma Tiirii ve Siire Optimizasyonu

Sulu ¢ozelti icerisine eklenen nanopartikiillerin homojen bir sekilde dagilmasini
saglamak icin karistirma prosediirii uygulanmistir. Bu islem, nanopartikiillerin,
¢ozelti icerisinde diizglin dagilimini, hedef analit ile etkilesimini artirarak etkili bir
adsorpsiyonun gerceklesmesi saglanmistir. Nanogiceklerin, ¢6zelti igerisine
dagilimimin  homejenizasyonunu  saglamak adina mekanik  karistirma,
ultrasonikasyon ve vorteks karistirma tiirleri denenmistir. Tiim karistirma
prosediirleri 3.0 dakika boyunca uygulanmistir. Sekil 4.4’te gosterildigi gibi,
mekanik karistirma tiiriinde en yliksek giderim verimi elde edilmistir. Ardindan
mekanik karigtirma siire optimizasyonu 1.0, 2.0, 5.0, 10, 20, 30, 40 ve 50 dakikalar
ile test edilmistir. 1.0'dan 30 dakikaya onemli bir artis oldugu, ardindan 30'dan 50
dakikaya kadar onemli bir fark olmadigi Sekil 4.5’te %GV degerleri ile
gbzlemlenmistir. Bu nedenle karistirma tiirli ve siiresinin optimum kosullar1 olarak

mekanik karistirici ve 30 dk secilmistir.
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Sekil 4.4 Karistirma tiirtiniin % GV etkisi
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Sekil 4.5 Karistirma siiresinin % GV etkisi

4.1.1.4 Adsorpsiyon Prosesinde Denge Modellemesi

Optimum degeri belirlemek i¢in yapilan tiim optimizasyon deneylerinde ultra saf
su kullanilmistir. Adsorpsiyon dengesi deneyleri, ger¢ek bir numune matriksini
taklit etmek icin sentetik atik suda gerceklestirilmistir. Ham sentetik atik su
optimize edilmis kosullar altinda analiz edilmis, ancak kadmiyum ig¢in hicbir
analitik sinyal kaydedilmemistir. Daha sonra, absorbans degerlerinin 0.25 ila 8.0
mg/L (sentetik atik suda) araliginda karsilik gelen konsantrasyonlarina karsi ¢izilen
bir kalibrasyon grafigi, atik su numunelerindeki kadmiyumun denge/kalinti

konsantrasyonlarini (Cd, mg/L) belirlemek i¢in kullanilmistir. Spike edilmis
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sentetik atik su i¢in gelistirilen kadmiyum kalibrasyon grafigi Sekil 4.6'da

verilmisgtir.

0.400 -
0.350 -
0.300 -
0.250 - y = 0.0455x + 0.0047
0.200 - R? = 0.999

0.150 -

Absorbans

0.100 -
0.050 -

O-OOO T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cd, mg/L

Sekil 4.6 Spike edilmis sentetik atik su i¢in gelistirilen kadmiyum kalibrasyon
grafigi

Kalibrasyon grafigi gelistirildikten sonra, 4 kez seyreltilmis sentetik atik su
numunelerine 1.0 - 40 mg/L arahiginda kadmiyum eklenmistir. CK-NC tabanl
adsorpsiyon esasli giderim prosesi ile aritilan atik su numunelerinin kadmiyum
konsantrasyonlar1 sentetik atik sudaki kalibrasyon grafigi tizerinden hesaplanmis ve
ti¢ tekrarli analiz i¢in hesaplanan ortalama % Giderim Verimi (GV) ve Standart

Sapma (StdS) degerleri ile birlikte Tablo 4.2 'de verilmistir.

CK-NC tabanli bu adsorptif giderim g¢alismasinda veriler Langmuir izoterm
modeline  gbére  modellenmistir. Langmuir  izoterm  denkleminin
dogrusallastirilmasindan elde edilen denge izoterm grafigi (1/qe'ye kars1 1/Ce) Sekil
4.7'de verilmistir. Langmuir izoterm modelinden elde edilen Qe ve Ry degerleri ile
bunlara karsilik gelen baslangic konsantrasyonlar1 da Tablo 4.3'te verilmistir. Tim
Rw degerleri, calisma konsantrasyon araligi (1.0 - 40 mg/L) i¢cin kadmiyumun uygun
adsorptif giderimini temsil etmistir. R? (belirleme katsayis1) degerinin 0,9942
olmas1 bu izoterm modelinin iy1 bir uyum gosterdigini ortaya koymustur (Tablo

4.4).
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Sekil 4.7 Kadmiyumun CK-NC'ler tarafindan sentetik atik sudan adsorptif olarak

uzaklastirilmast ile elde edilen Langmuir izoterminin grafigi

Tablo 4.2 Farkli baglangi¢ kadmiyum konsantrasyonlar1 i¢in StdS ile birlikte

%GV Ozeti
Baslangi¢c Cd Konsantrasyonu %GV + StdS
(mg/L)
1.0 79.6+2.2
20 78.1+1.7
4.0 725%+1.4
8.0 746+1.1
10 76.6 +0.4
20 56.3+ 0.1
40 58.7+0.6
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Tablo 4.3 Langmuir izoterm modelinden elde edilen Q. ve R degerleri

Baslangic
Konsantrasyonu ge (Mg/Q) RL
(mg/L)
1.0 0.37 0.8105
2.0 0.73 0.6813
4.0 1.35 0.5167
8.0 2.79 0.3483
10 3.57 0.2995
20 4.79 0.1762
40 10.9 0.0966

Tablo 4.4 Langmuir izoterm modelinden elde edilen adsorpsiyon denge sabitleri

Parametre R? gm (mMg/g) KL (L/mg)

Deger 0.9942 8.04 0.2338

4.2 Spinetoram Pestisitinin Sprey Destekli Damlacik Olusumu-Sivi
Faz Mikroekstraksiyon-HPLC Yontemi ile Tayini

4.2.1 HPLC Sistemine Ait Optimizasyonlar

Spinetoram, yaklasik 3:1 oraninda bulunan XDE-175-J ve XDE-175-L olmak tzere
iki bilesenden olusmaktadir [125]. Literatur verileri 1s1¢inda deneysel ¢alismalar
gerceklestirilmistir [126]. Elde edilen sonuglara gére mobil faz orani, akis hizi ve
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enjeksiyon hacmi optimize edilmistir. Optimum parametreler Tablo 4.5°te

verilmisgtir.

Tablo 4.5 Spinetoram tayininde HPLC cihazina ait optimum kosullar

HPLC Kolonu Agilent Eclipse XDB C18
(150 mm x 4.6 mm, 5 pm)
Mobil Faz Asetonitril: Amonyum Asetat (70:30)
Dalga Boyu 246 nm
Kolon Sicakhig: 25°C
Akis Hiza 1.5 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 50 pL
Enjeksiyon Suresi 18 dk

Mobil faz ¢oziiniirligi, segiciligi ve verimliligi etkilemektedir. Mobil faz bilesimi
(veya ¢oziicii glicii) HPLC ayriminda 6nemli bir rol oynamaktadir. Asetonitril
(ACN), metanol (MeOH) ve tetrahidrofuran (THF), HPLC'de yaygin olarak
kullanilan ¢oziiciilerdir [127]. Spinetoram iki bilesenden olustugundan dolay:
oncelikle miktar tayinlerini gerceklestirmeden Once piklerin birbirinden tam
ayrilmasi gerekmektedir. Ilk 6nce literatiirde yer alan mobil faz bilesimi baz
aliarak Asetonitril (ACN): Metanol (MeOH): Amonyum Asetat (AA) (40:40:20)
ve ACN: MeOH: AA (40:50:10) oranlarinda mobil fazlar izokratik olarak test
edilmistir [126]. Her iki mobil faz denemesinde de piklerde iyi bir ayrim elde
edilememis ve piklerde kuyruklanma meydana gelmistir. Pikler tizerinde metanol
ve asetonitril etkisini gérmek adina oncelikle MeOH: AA (50:50) test edilmis ve
simetrik ve keskin pikler elde edilememistir. Pikler asimetrik olup iyi bir
rezoliisyona sahip olmadig1 gézlenmistir. ACN: AA (70:30) mobil faz bilesimi igin
elde edilen iki pik arasinda yeterli ve kabul edilebilir bir ayrim oldugu, piklerin
simetrik ve keskin oldugu ve eliisyon siiresinin zaman faktorii gdzoniine alindiginda
daha kisa oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8). Bu sebeple en iyi ayrimi saglayan
ACN:AA (70:30) oranlarindaki mobil faz optimum olarak se¢ilmistir.
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Sekil 4.8 ACN:AA (70:30) mobil faz ile elde edilen spinetoram standardina ait
kromatogram

Akis hizi, s1vi kromatografisinde analiz siiresini azaltmak, bant genisligini kontrol
etmek ve ¢oziiniirligi iyilestirmek icin bir yontem olarak kullanilmistir [128]. Bu
amaglarla 0.8, 1.0, 1.2 ve 1.5 mL/dk akis hizlart denenmistir. Akis hiz1 arttiginda
hem pik sekilleri daha keskin hale gelmekte hem de enjeksiyon siiresi azaldigi igin
zaman tasarrufu saglanmis olmaktadir. Diisiikk standart sapma degerleri, piklerin
alikonma zamanlar1 ve ayriminin en iyi oldugu 1.5 mL/dk akis hiz1 optimum deger

olarak belirlenmistir (Sekil 4.9).
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0.75
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Sekil 4.9 Mobil faz akis hizinin degisimi ile elde edilen kromatogram

Bir sonraki optimizasyon adiminda 5.0, 10.0, 20.0, 30.0 ve 50 pL enjeksiyon
hacimleri denenmistir. Sekil 4.10°’da da goriildiigii gibi, en yiiksek pik alam
degerlerinin elde edildigi 50 pL diger deney prosediirlerinde kullanilmak {izere

optimum deger olarak secilmistir.
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Sekil 4.10 Enjeksiyon hacmi degisimi ile elde edilen kromatogram

4.2.2 HPLC Sistem Analitik Performansi

Kullanilan spinetoram standardi % 91.18 safliktadir. (Sertifikasi EK-1’de yer
almaktadir.) Iki bilesenden olusan standardin %72.27’si XDE-175-J ve %18.91°i
XDE-175-L oranlarinda bulunmaktadir. Tiim standart/numuneler asetonitril
igerisinde hazirlanmistir. Yontemin optimum kosullar altinda elde edilen ¢alisma
araliklari; XDE-175-] bileseni i¢in 0.18 ile 80.82 mg/kg araliginda ve XDE-175-L
bileseni i¢in de 0.14 ile 74.76 mg/kg araliginda bulunmus ve bu analitlere ait
kalibrasyon dogrular1 Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir. GL ve TL degerleri,
en diisiik konsantrasyonun standart sapma degerlerinin grafigin egimine
boliimiiniin sirasiyla 3 ve 10 ile ¢arpimi sonucu elde edilmistir. Buna gore GL ve
TL degerleri sirastyla XDE-175-J icin 0.05 mg/kg ve 0.18 mg/kg; XDE-175-L i¢in
0.05 mg/kg ve 0.15 mg/kg olarak hesaplanmuistir.

2500000
2000000
£ 1500000
8
<
S y = 28383x - 204,03
& 1000000 R2 = 0.99996
500000
0

XDE_175_J, mg/kg

Sekil 4.11 XDE-175-J standart kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.12 XDE-175-L standart kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.13 Optimum kromatografik kosullar altinda spinetorama ait elde edilen

kromatogram

4.2.3 HPLC Sistemine Ait Geri Kazanim Calismalari

Geri kazanim ¢alismalarini ilk asamasinda, hazirlanmis elma tozu 6rneklerinde

spinetoram standartinin bulunmadigindan emin olmak i¢in her bir 6rnege ait blank

¢ozeltisi HPLC sistemine gonderilmis ve hicbir 6rnekte hedef analite ait sinyal elde

edilememistir. Bu da elma tozu 6rneklerinde spinetoram bulunmadigi, ya da cihaz

tespit limitlerinin altinda oldugunu goéstermistir. Calisma araligi dahilinde standart

cozeltilerin eklenmesiyle geri kazanim ¢alismalar1 gergeklestirilmis ve dis

kalibrasyon ve matriks esleme yontemleri ile hesaplamalar olusturulmustur. TUm

deneyler en az 3 tekrarli olacak sekilde ¢alisilmistir. D1s kalibrasyon yonteminde,

spike edilmis elma tozu ekstraktlarindan elde edilen pik alani1 degerlerine karsilik

gelen derisim ve %geri kazanim degerleri, saf su ile hazirlanmis standartlardan elde
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edilen kalibrasyon dogrusu ile belirlenmistir. Matriks esleme yonteminde ise ayni
parametreler, saf su kalibrasyonu yerine, es matrikse sahip, calisilan elma tozu
orneklerinden birine ait kalibrasyon dogrusu ile gergeklestirilmistir. Her iki yontem
ile elde edilen kalibrasyon dogrulari, oldukea iyi dogrusallik gostermistir. Eklenmis
(spike edilmis) derisim (ED), elde edilen pik alanlarina gore hesaplanan derigim
(HD), % geri kazanim (GK) ve standart sapma (StdS) degerleri Tablo 4.6, Tablo
4.7, Tablo 4.8 ve Tablo 4.9°da verilmistir.

Tablo 4.6 Dis kalibrasyon yontemi ile elma tozu 6rneklerinde XDE-175-J i¢in
hesaplanan yiizde geri kazanim degerleri

Ornekler | ED, mg/kg HD, mg/kg %GK Stds

3.80 4.02 105.73 0.84
7.67 7.86 102.43 0.23
14.47 14.55 100.56 0.13

Elma Tozu 1
34.04 34.04 100.03 0.02
53.12 94.11 101.85 0.04
79.21 79.05 99.79 0.06
3.65 3.84 105.15 0.59
8.15 8.22 100.93 0.31
14.92 14.97 100.38 0.09

Elma Tozu 2
37.03 36.77 99.32 0.04
54.29 55.07 101.42 0.04
73.69 73.84 100.20 0.02
3.52 3.70 105.28 0.98
7.51 7.61 101.35 0.57
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Elma Tozu 3

15.08 15.19 100.73 0.19
35.44 35.27 99.53 0.04
56.60 56.83 100.39 0.06
79.30 79.40 100.13 0.03

Tablo 4.7 Dis kalibrasyon yontemi ile elma tozu 6rneklerinde XDE-175-L icin

hesaplanan yiizde geri kazanim degerleri

Ornekler | ED, mg/kg HD, mg/kg %GK Stds
0.99 0.97 97.99 3.61
2.01 1.87 92.94 0.87
3.79 3.56 94.12 1.06
Elma Tozu 1
8.91 8.54 95.87 0.34
13.90 13.74 98.86 0.62
20.73 20.26 97.74 0.09
0.96 0.98 102.84 0.76
2.13 2.13 09.92 0.72
3.90 3.85 08.58 1.73
Elma Tozu 2
9.69 9.57 08.76 0.65
14.21 14.34 100.95 0.36
19.28 19.37 100.44 0.38
0.92 0.92 100.18 2.95
Elma Tozu 3
1.97 1.98 100.59 1.65

62




3.95 3.93 99.55 0.37
9.27 9.08 97.91 0.35
14.81 14.70 99.22 0.54
20.75 20.72 99.87 0.12

Tablo 4.8 Matriks esleme yontemi ile elma tozu drneklerinde XDE-175-J icin
hesaplanan yiizde geri kazanim degerleri

Ornekler | ED, mg/kg HD, mg/kg %GK StdS

3.65 3.64 99.82 0.59
8.15 8.03 98.51 0.31
14.92 14.77 99.03 0.09

Elma Tozu 2
37.03 36.56 98.75 0.04
54.29 54.84 101.01 0.04
73.69 73.60 99.88 0.02
3.52 3.51 09.74 0.98
7.51 7.42 08.73 0.57
15.08 14.99 99.40 0.19

Elma Tozu 3
35.44 35.06 08.93 0.04
56.60 56.60 09.99 0.06
79.30 79.16 09.83 0.03
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Tablo 4.9 Matriks esleme yontemi ile elma tozu drneklerinde XDE-175-L igin
hesaplanan ylizde geri kazanim degerleri

Ornekler | ED, mg/kg HD, mg/kg %GK Stds

0.96 1.02 107.09 0.78
2.13 2.20 103.00 0.73
3.90 3.95 101.21 1.77

Elma Tozu 2
9.69 9.80 101.11 0.67
14.21 14.67 103.28 0.37
19.28 19.81 102.72 0.39
0.92 0.96 104.45 3.01
1.97 2.04 103.75 1.69
3.95 4.03 102.20 0.38

Elma Tozu 3
9.27 9.30 100.25 0.36
14.81 15.03 101.50 0.55
20.75 21.19 102.13 0.12

Sonuglar gozoniine alindiginda, dis kalibrasyon yontemi ile %2105.73 ile %92.94
araliginda geri kazanim degerleri elde edilirken, matriks esleme yontemi ile bu
degerler %107.09 ile %98.51 arasindadir. %4 lin altindaki standart sapma degerleri,
yontemin yliksek dogruluk ve hassasiyete sahip oldugunu kanitlamistir. Elde edilen
kromatogramda analit piklerine ait alikonma siirelerinde degisiklik olmamasi,

matriksten kaynakli bir etki olmadigini gostermistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 Geri kazanim ¢aligmalarinda elde edilen kromatogramlar

4.2.4 Sprey Destekli Damlacik Olusumu-Sivi Faz Mikroekstraksiyon

Optimizasyon Calismalari

Gelistirilen yontemin ekstraksiyon verimini etkileyen tim parametreler, tek
degiskenli optimizasyon calismalariyla incelenmistir. Bu calismalar sirasinda,
optimizasyonu yapilan parametre disindaki diger tiim parametreler sabit
tutulmustur. Bu ¢alismada, 6rnekler en az 3 tekrarli olacak sekilde hazirlanmistir.
Bu amag dogrultusunda; ¢oziici tiirii, spreyleme sayisi, karigtirma siiresi ve eluent
hacmi gibi parametreler optimize edilmistir. Optimum parametreler Tablo 4.10°da
verilmistir.

Tablo 4.10 Sprey destekli damlacik olusumu-sivi faz mikroekstraksiyonun
optimize edilmis deneysel parametreleri

Parametre Optimum Deger
Cozucu Tarad 1.2-Dikloroetan
Sprey-Fis Sayisi 3 Sprey
Karistirma Siiresi Vorteks -30 saniye
Eluent Hacmi Asetonitril-100 pL
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4.2.4.1 COzucu Turu Optimizasyonu

Sprey ile yapilan ekstraksiyon deneylerinde, standart/numune ¢dzeltisinin igerisine
¢ozlicinin en etkili sekilde dagilmasini saglamak adina sprey-puskirtme
kullanmilmistir. Optimizasyon deneylerinde su ile karismayan, alt faz olusturan
cozucdller olan diklorometan, 1.2-dikloroetan ve kloroform kullanilmistir. Sprey
sisesine ekstraksiyon ¢oziiciilerinin dolumu yapilip, 8.0 mL standart/numune
¢ozeltisi igerisine sprey ile 3 fis piskirtiilmistir. Sekil 4.15 ve Sekil 4.16° da
gortildigi gibi en iyi ekstraksiyon verimi dikloroetan ¢oziiciisii ile elde edilmis ve
optimum ¢oziicii olarak secilmistir. COzucu tlrl optimizasyonuna ait elde edilen

kromatogramlar Sekil 4.17°de verilmistir.

400000
—~ 300000
=
=
< 200000
=
[-™
100000
0
Dikloroetan Diklorometan Kloroform
Cozucu Turd
Sekil 4.15 Coziicu turtinun XDE-175-J mikroekstraksiyonuna etkisi
100000
80000
& 60000
<
2 40000
A
20000
0

Dikloroetan Diklorometan Kloroform

Cozlcu Tara

Sekil 4.16 Cozicl tarinin XDE-175-L mikroekstraksiyonuna etkisi
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uV(x10,000)
1.25q
/\\\ XDE-175-J 1.2-Dikloroetan «
1001 (“/ \ Diklorometan‘-
\|
0.75] {\/ \‘ Kloroform
h i
0.50] /,‘ \
P
0.25] /A XDE-175-L
000 T — “/f S 7“‘ B
8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0 min

Sekil 4.17 Cozlcl turu optimizasyonuna ait elde edilen kromatogramlar

4.2.4.2 Piiskiirtme Sayis1 Optimizasyonu

Standart/numune ¢dzeltisi icerisine ¢oziiciiniin tam dagilmasi amaciyla piiskiirtme

say1s1 optimize edilmistir. 1, 2, 3 ve 4 fis sayisindaki deneyler sonucunca standart

sapma ve %BSS degerleri goz oniinde bulunduruldugunda, diger optimizasyon

deneylerinde de kullanilmak iizere optimum deger olarak 3 sprey secilmistir. Sekil
4.18 ve Sekil 4.19°da goriildiigi tizere 1 spreyden elde edilen pik alani degerleri
oldukga diisiik ve standart sapma degerleri ylksek oldugu i¢in se¢ilmemistir. Diger
sonuglar incelendiginde, 2 ile 3 sprey sonuglar1 arasinda fark olmamakla birlikte,
daha giivenli bir noktada ¢aligmak adina 3 sprey optimum say1 olarak belirlenmistir.
Daha fazla ¢6ziicl kullanimindan kaginmak amaciyla ¢alismanin devami igin 4
sprey tercih edilmemistir. PUskirtme (sprey) sayisi optimizasyonuna ait elde edilen

kromatogramlar Sekil 4.20°de verilmistir.

450000
400000

350000
300000
250000
200000
150000

100000

50000

1 2 3 4

Pik Alam

0

Fis Sayis1
Sekil 4.18 Fis sayisinin XDE-175-J mikroekstraksiyonuna etkisi
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120000
100000

80000
60000
40000
20000
1 2 3 4

Pik Alam

0

Fis Sayis1
Sekil 4.19 Fis sayisinin XDE-175-L mikroekstraksiyonuna etkisi

uV/(x10,000)
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/| XDE-175-J 1 Fisde=
| ‘\\

1.25
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4 FIS#

1.00q
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0.504

0.254

/- XDE-175-L

0.004

5.‘0 ‘ ‘ ‘ ‘ 7.‘5 ‘ ‘ ‘ ‘ 16.0 ‘ ‘ ‘ ‘ 12‘.5 ‘ ‘ ‘ ‘ lé.O ‘ ‘ ‘ ‘ ‘min‘
Sekil 4.20 Piiskiirtme sayisi optimizasyonuna ait elde edilen kromatogramlar

4.2.4.3 Vorteks Karistirma Siiresi Optimizasyonu

Gelistirilen prosediiriin bu optimizasyon adiminda karigtirma siiresinin etkisi
degerlendirilmistir. Gelistirilen yontem ile ekstraksiyon solventi hizli bir sekilde
puskiirtiilmekte ve tasarlanan piiskiirtme aparati yardimiyla harici bir dagitict
solvente ihtiya¢ duyulmadan etkin bir sekilde sulu ¢6zelti igerisine dagitilmaktadir.
Ancak piiskiirtme isleminden sonra karistirma adiminin uygulanmasi analitlerin
organik faza transfer hizin1 arttirmaktadir. Bu durumda ekstraksiyon ¢ozucusu

aparatla dagitildiktan sonra ¢ozelti vorteks kullanilarak karigtirtlmaktadir [129].

Cozeltilerin  karigtirillmasiyla homejenizasyonun ve maksimum ekstraksiyon
veriminin elde edilebilmesi icin vorteks suresi incelenmis ve karistirma islemi 0, 5,
10, 20, 30 ve 60 saniyeler denenmistir. Sekil 4.21 ve 4.22°de goriildiigi gibi en

yiiksek pik alan1 degerleri 5 saniyede elde edilmistir ancak 5 s oldukea kisa bir siire
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oldugu icin tam anlamiyla homejenize olamayacagindan ikinci en yiiksek pik alani
degerine sahip olan 30 saniye, optimum deger olarak secilmistir. Sekil 4.23°de

vortex karistirma siiresine ait kKromatogram goriintiisii verilmistir.

450000
400000

350000
300000
250000
2 200000
150000
100000
50000
0

0 5 10 20 30 60

Vorteks Suresi, s

ik Alam

P

Sekil 4.21 Vorteks stresinin XDE-175-J mikroekstraksiyonuna etkisi
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100000

80000
60000
40000
20000
0
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Vorteks Suresi, s

Pik Alam1

Sekil 4.22 Vorteks stiresinin XDE-175-L mikroekstraksiyonuna etkisi

uV(x10,000)

1.50] * 0s

125 ™D 5 XDE-175-
1.00] 10s A
0.75] #20 S

0.50] * 30s
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XDE-175-L

50 75 1000 125 " 180 i

Sekil 4.23 Vorteks karistirma siiresi optimizasyonuna ait elde edilen
kromatogramlar
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4.2.4.4 Eluent Hacmi Optimizasyonu

Eliient tipinin hedef molekiillerin eszamanli desorpsiyonu {lizerindeki etkisini
anlamak icin eluent tlirii optimizasyonu yapilmaktadir. Ekstraksiyon proseslerinde
analitlerin uygun hacimde geri kazanilmasi i¢in uygun eliisyon solventi blyuk
Onem tasimaktadir. Bu calismada, spinetoram pestisitnin ¢oziiclisii olan
asetonitrilin hacmi optimize edilmistir. Prosedure ait son hacim olan eluent hacmi
arttik¢a, seyrelme etkisinden dolay1 analit ait pik alanlarinda azalma gdzlenmistir.
75, 100, 150, 200 ve 250 pL hacimlerinde asetonitril incelendiginde, en yliksek
zenginlestirme faktorii 100 L asetonitril ile elde edilmis ve eluent i¢in optimum
hacim olarak se¢ilmistir (Sekil 4.24, Sekil 4.25 ve Sekil 4.26).

1200000
1000000
= 800000
=
< 600000
=
& 400000
i =
0
75 100 150 200 250
Eluent Hacmi, pL
Sekil 4.24 Eluent hacminin XDE-175-J mikroekstraksiyonuna etkisi.
300000
250000
=
=
<
=
-9

200000
150000
100000
50000 ' . -
0
75 100 150 200 250

Eluent Hacmi, uL

Sekil 4.25 Eluent hacminin XDE-175-L mikroekstraksiyonuna etkisi
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UV(x10,000)
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1 200 L €=
250 pL =

2.0

Sekil 4.26 Eluent hacmi optimizasyonuna ait elde edilen kromatogramlar

4.2.4.5 Analitik Performans Degerleri

HPLC ile tayin igin gelistirilen sprey destekli damlacik olusumu-sivi faz
mikroekstraksiyon yonteminin analitik performansi Tablo 4.8 ‘de belirtilen
optimum kosullar altinda degerlendirilmistir. Gelistirilen yontemin performans
degerleri belirlenirken gozlenebilme (GL) ve tayin limiti (TL), dogrusal (lineer)
aralik, korelasyon katsayist (R?), yiizde bagil standart sapma (%BSS) gibi
parametreler kullanmilmistir. GL ve TL degerlerini hesaplamak i¢in kalibrasyon
grafiginin en diisiik konsantrasyonunun alti tekrarli dl¢limiiniin ortalama standart
sapmast (StdS) ve kalibrasyon grafiginin egimi (m) kullanilmistir. %BSS'ler, en
diisiik kalibrasyon standardinin 6 tekrarli Olgiimiiniin StdS ve ortalamasi (x)
aliarak belirlenmistir. GL ve TL degerleri, dlgiilen en diisiik konsantrasyondaki
standardin 6 tekrarli Ol¢limiiniin standart sapmasinin, kalibrasyon grafiginin
egimine boliinmesinin sirasiyla 3 ve 10 ile ¢arpilmasi sonucu elde edilmistir. Buna
g6re XDE-175-J ilgili GL/TL degerleri 1.69 ve 5.64 pg/kg ve XDE-175-L ilgili
GL/TL degerleri 2.21 ve 7.38 pg/kg olarak elde edilmistir. Onerilen stratejinin
dogrusal kalibrasyon araligit XDE-175-J igin 4.39 ile 170.19 ng/kg ve XDE-175-L
icin 4.40 ile 44.53 pg/kg arasinda olup belirleme katsayis1 (R?) 0.9989 (XDE-175-
J) ve 0.9976 (XDE-175-L) olarak bulunmustur.

4.2.4.6 Geri Kazamim Calismalar

Gelistirilen yontemin ger¢ek numunelere uygulanabiliriligini test etmek amaciyla
optimum kosullar altinda geri kazanim ¢aligsmalar1 yapilmistir. Farkli isletmelerden
satin alman elma tozlar1 hassas olarak tartilmistir ve asetonitril igerisinde

¢oziinmesi saglanmistir. Orneklerden hazirlanan numunelerde seyreltme orani ayni
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olmasi i¢in ayni miktarda elma tozu ¢dzeltisi eklemesi yapilmistir. Geri kazanim
calismalarin1 yaparken ilk basamak, hedef analitin 6rnek igerisinde varligini
arastirmaktir. Spinetoram standartinin, elma tozu c¢ozeltilerinde bulunmadigini
HPLC sistemine gonderilen blank ¢ozeltisinde hedef analite ait herhangi bir
sinyalin elde edilmemesinden anlagilmaktadir. Geri kazanim deneyleri, ¢aligma
araligindaki standart ¢ozeltilerin eklenmesiyle gerceklestirilmistir. En az 3 tekrarl
olacak sekilde matriks uyumlu numuneler/6rnekler hazirlanmistir ve deney
prosediirii uygulanmistir. Matriks esleme yontemi ile elma tozu 3 kodlu 6rneklerden
elde edilen kalibrasyon grafiginin dogru denklemi kullanilarak elma tozu 1 ve elma
tozu 2 ornekleri i¢in %geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Geri kazanim
calismalarinda kullanilan XDE_175 J ve XDE_175_L analitlerine ait kalibrasyon
grafikleri sirasiyla Sekil 4.27 ve Sekil 4.28’de gosterilmistir. Eklenmis (spike
edilmis) derisim (ED), elde edilen pik alanlarina gore hesaplanan derisim (HD),
%geri kazanim (GK) ve standart sapma (StdS) degerleri Tablo 4.11 ve Tablo 4.12’

de verilmistir.

XDE-175-J
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800000 y = 2314x - 25041
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600000
500000
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100000
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0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00

Pik Alam

XDE_175_J, ug/kg

Sekil 4.27 XDE-175-J Elma Tozu 3’e ait kalibrasyon dogrusu
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Sekil 4.28 XDE-175-L Elma Tozu 3’e ait kalibrasyon dogrusu

Tablo 4.11 Matriks esleme yontemi ile elma tozu 6rneklerinde XDE-175-J i¢in

hesaplanan yiizde geri kazanim degerleri

Ornekler | ED, mg/kg HD, mg/kg %GK Stds
84.97 64.74 76.20 0.51
Elma Tozu 1 192.90 145.58 75.47 8.44
389.66 351.78 90.28 2.22
85.23 76.29 89.51 2.42
Elma Tozu 2 196.17 179.10 91.30 0.62
389.90 378.50 97.08 7.17

Tablo 4.12 Matriks esleme yontemi ile elma tozu Orneklerinde XDE-175-L igin

hesaplanan ylizde geri kazanim degerleri

Ornekler

ED, mg/kg

HD, mg/kg

%GK

StdS

Elma Tozu 1

10.65

13.39

125.75

2.37
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22.23 16.80 75.57 2.25
50.47 39.84 78.92 6.25
101.96 89.45 87.73 1.27
10.98 13.38 121.86 4.68
22.30 22.38 100.33 5.34
Elma Tozu 2
51.33 47.12 91.80 2.44
102.02 101.32 99.31 6.89
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5

SONUC

Agir metallerin su kiitlelerine salinimini etkili bir sekilde azaltmak icin geleneksel
atik su aritma tesislerine uygulanabilir alternatifler veya tamamlayicilar olarak
kullanilan atik su aritma siireclerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu c¢alisma
kapsaminda, CK-NC'ler mikrodalga destekli hidrotermal teknikle sentezlenmis ve
sentetik atik sudan kadmiyumun adsorptif olarak uzaklastirilmasi igin
nanoadsorbent olarak kullanilmistir. Nanogigeklerin yapisi ve morfolojisi SEM
analizi ile dogrulanmistir. Adsorpsiyon esasli giderim prosesinin baslica
parametreleri (pH/tampon c¢ozeltinin hacmi, nanogicek miktart ve karistirma
tiirii/siiresi) prosesin genel verimliligini artirmak i¢in tek degiskenli olarak optimize
edilmistir. Optimizasyon deneyleri ultra saf deiyonize suda, denge adsorpsiyon
deneyleri ise sentetik atik suda gergeklestirilmistir. Kadmiyum, giris/¢ikis
numunelerinde, uygun fiyatl ve diger analitik cihazlarla uyumlu oldugu bilinen
etkili bir analitik cihaz olan AAAS ile belirlenmistir. Ayrica, sentetik atik sudaki
kalinti kadmiyum konsantrasyonlari, c¢alismanin miktar belirleme dogrulugunu
artirmak i¢in ayn1 matrikste gelistirilen kalibrasyon grafigi araciligiyla
hesaplanmistir. Calisma konsantrasyon araliginda sentetik atik sudan kadmiyumun
%80'e varan ylizde giderim verimlerine ulasilmistir. Adsorpsiyon siirecinin denge
verileri Langmuir izoterm modeline gére modellenmis ve sonucglar bu izoterm
modelinin 1.0 ile 40 mg/L arasindaki baslangi¢c konsantrasyonlarinda verilere iyi
uyum sagladigini dogrulamistir. Sonug olarak, kadmiyumun CK-NC'ler Uzerine
uygun adsorpsiyonu, Langmuir adsorpsiyon izotermi ile dogrulandigi iizere, diisiik

konsantrasyonlarda sentetik atik suda basaril bir sekilde gergeklestirilmistir.

Pestisitlerin insanlar, hayvanlar ve tim ekosistem (zerindeki olumsuz etkileri
bilinmektedir. Bu nedenle zararli etkileri minimalize etmek ve tayini
kolaylastirmak icin etkili bir yontem gelistirilmesi gerekmektedir. Bu calisma
kapsaminda, spinetoram pestisitinin tayini i¢in gelistirilen sprey ile ekstraksiyon
prosediirii uygulanmistir. Uygulanan prosediiriin en 6nemli parametleri olan ¢oziicli
tirt, fis-piiskiirtme sayisi, vorteks karigtirma siiresi ve asetonitril-eluent hacmi
optimizasyonlart ekstraksiyon verimini arttirmak ic¢in tek degiskenli olarak

optimize edilmistir. Optimizasyon deneyleri %1’lik asetonitril igeren sulu ¢ozeltide
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gerceklestirilmistir. Spinetoram, kullanimi kolay, diisiik maliyetli, hizli ve diger
analitik cihazlarla uyumlu oldugu bilinen etkili bir analitik cihaz olan HPLC ile
tayin edilmistir. Gelistirilen sprey destekli damlacik olusumu-sivi  faz
mikroekstraksiyon yonteminde XDE-175-J i¢in 32.2 ve XDE-175-L icin ise 20.7
katlik tayin gicunde bir iyilestirme saglanmistir. Geri kazanim caligsmalarinin
sonucu olarak, spinetoramin sprey ile ekstaksiyonu sonrasi HPLC’de tayini

yontemi gercek orneklere de uyarlanabildigi sonuglarca kanitlanmistir.
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Eluent B 0.1% Phosphoric acid (Water)
Gradient time %A %B
Omin 0 100
22.5min a0 10
25min 20 10
Flow 1.0 ml min-1
Detector UV-254nm
Injection-Volume 5ul
Sample 10.0 mg ml-1 (Acetonitrile)
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