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SEKER DESTEKLI SIVI-SIVI MIKROEKSTRAKSIYON VE ARDINDAN YUKSEK
PERFORMANS SIVI KROMATOGRAFiISIi ILE MEYVE RECELLERINDEKI
ORGANOFOSFORLU PESTISITLERIN TAYINi

Cansu ALKAN

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Tez Damismani: Do¢. Dr. Hasan CABUK
Haziran 2022, 55 sayfa

Pestisitler, tarimda {iriin kalitesini ve verimini artirmak i¢in yaygin olarak kullanilan kimyasal
maddelerdir ve bu maddelerin tiiketiciler {izerinde olumsuz saglik etkileri meydana getirdigi
bilinmektedir. Ge¢mis yillarda, hem ham hem de islenmis birgcok meyve ve sebzede pestisit
kalintis1 tespit edilmistir. Regel, her mevsim tiiketilmek {izere cesitli taze meyve ve sebzelerden
yaygin olarak iiretilen iglenmis bir gida {iriiniidiir. Seker, meyve 06zii, asitlik diizenleyici ve
koruyucular gibi bazi bilesenlerin kivamli bir karigim elde edilene kadar kaynatilmasiyla
hazirlanmaktadir. Igeriginde cesitli tarim iiriinleri olmasi, recel iiriinlerinde bulunabilecek
pestisit kalintis1 siiphesini artirmaktadir. Meyve regellerinde, pestisit kalintilarinin tespit

edildigine dair baz1 yayinlanmis raporlar bulunmaktadir.

Bu calismada, meyve regellerinde bazi organofosforlu pestisitlerin (fenitrotiyon, fosalon,

profenofos ve klorpirifos) belirlenmesine yonelik seker destekli sivi-sivi mikroekstraksiyon

il



OZET (devam ediyor)

(SD-SSME) yontemi sunulmaktadir. SD-SSME, suyla karigabilen bir organik ¢oziicl ile
analitlerin ekstraksiyonuna ve ardindan disardan eklenen veya numunede dogal olarak bulunan
seker sayesinde organik fazin ayrilmasina dayanan bir numune hazirlama yontemidir. Bu
calismada sunulan prosediir, regel numunesinin asetonitril-su karisimi ile kisa siire
calkalanmasini, ardindan faz ayrimi icin santrifiijlemeyi ve toplanan asetonitril fazinin yiiksek
performans sivi kromatografisiyle dogrudan analizini igermektedir. Numune hazirlama
basamaginda kullanilan tek kimyasal asetonitrildir ve numune matrisinin ytliksek seker igerigi,
faz ayrilmasini tetikledigi i¢in ekstraksiyon siirecini olduk¢a hizlandirmistir. Suyla karisabilen
¢Oziiclinlin tiirli, ¢oziicli-su karisiminin bilesimi ve hacmi, c¢alkalama siiresi ve pH gibi
ekstraksiyon verimliligini etkileyen bazi parametreler incelenmistir. Optimal deneysel
kosullarda, incelenen analitler i¢in %81-89 araliginda ekstraksiyon verimleri bulunmustur.
Ayrica, 50-5000 pg/kg araliginda iyi bir dogrusallik (1>>0.9992) ve 25 pg/kg'dan daha diisiik
metot algilama limitleri (LOD) elde edilmistir. Yontemin dogrulugu ticari olarak temin edilen
visne, cilek, bogiirtlen, kayisi ve mavi yemis recelleri ile arastirilmistir. Standart madde ilave

edilmis recel drneklerinden %89-107 arali§inda iyi geri kazanimlar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meyve recelleri, Organofosforlu pestisitler, Sivi-sivi mikroekstraksiyon,

Yiiksek performans s1vi kromatografisi

Bilim Kodu: 405.03.01
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Pesticides are chemicals that are widely used in agriculture to increase crop quality and yield,
and are known to cause adverse health effects on consumers. In the past years, pesticide residues
have been detected in a variety of fruits and vegetables, both raw and processed. Jam is a
processed food product commonly produced from a variety of fresh fruits and vegetables for
the consumption during all seasons. It is prepared by boiling some ingredients such as sugar,
fruit pulp, acidity regulator and preservatives until a viscous mixture is obtained. The fact that
it contains various agricultural products raises the suspicion of pesticide residues that can be
found in jam products. There have been some published reports of pesticide residues being

detected in fruit jams.

In this study, a sugar-assisted liquid-liquid microextraction (SULLME) method for the

determination of some organophosphorus pesticides (fenitrothion, phosalone, profenofos and



ABSTRACT (continued)

chlorpyrifos) in fruit jams has been presented. SULLME is a sample preparation method based
on the extraction of analytes with a water-miscible organic solvent followed by the separation
of the organic phase by externally added or naturally occurring sugar in the sample matrix. The
procedure presented in this study included brief shaking of a jam sample with acetonitrile-water
mixture, followed by centrifugation for phase separation and direct analysis of the collected
acetonitrile phase by high performance liquid chromatography. Acetonitrile was the only
chemical used in the sample pretreatment step and the high sugar content of the sample matrix
highly accelerated the extraction process as it triggered phase separation. Some parameters that
influence the extraction efficiency, including the type of water-miscible solvent, the
composition and volume of the solvent-water mixture, shaking time and pH were investigated.
Under the optimal experimental conditions, the extraction recoveries in the range of 81—
89% were achieved for the analytes. In addition, good linearity in a range of 50-5000 ng/kg
(r?>0.9992) and method detection limits (LODs) less than 25 pg/kg were obtained. The
accuracy of the method was investigated with commercially available cherry, strawberry,
blackberry, apricot and blueberry jams. Good recoveries in the range of 89-107% were obtained

from the spiked jam samples.

Keywords: Fruit jams, Organophosphorus pesticides, Liquid-liquid microextraction, High

performance liquid chromatography

Science Code: 405.03.01.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 PESTIiSITLER

Pestisitler zirai, beseri ve yapisal {irlinlerin kimyasal yapisinin bozulmasina sebep olan ve
tirtinlere zarar veren cesitli organizmalarin, bozucu etkilerinin ortan kaldirilmas: ya da

engellenmesi i¢in koruyucu olarak kullanilan kimyasallara verilen genel bir isimdir [1].

Gidalarin iiretimi ve tiiketiminin giivenceye alinmasi asamasinda pestisit kullanimi biiyiik rol
oynamaktadir. Bu sebeple insan saglig1 ve cevresel etkileri bakimindan hayati 6neme sahiptir.
Pestisitlerin kullanimiyla mahsullerin verimlili§inde artig gézlenmesine karsin fazla miktarda
kullanim iirlinlerde kalintilara sebep olmaktadir. Ayni zamanda topragin yapisina islemekte ve
ekolojik dengenin bozulmasina da yol agabilmektedir. Pestisitlerin uygulanmasi esnasinda ya
da aritilamayan kalintilarina maruz kalindiginda, ciddi hastaliklari tetikleme veya olusturmaya
sebep oldugu disiintilmektedir [2]. Sonug¢ olarak pestisit kullanimiyla artan kirlilik ve
tehlikeler, hiikiimetleri 6nlem almaya ve kullanimlarda bazi sinirlamalar getirmeye zorunlu
kilmistir. Gidalarda ve bazi tarimsal {iriinlerde kullanilacak pestisitlerin, uygun miktarlar1 ve
icerikleri yonetmelikler olusturularak belirlenmistir [3]. Cogu pestisitin Onerilen miktarlarda
kullanildig: tespit edilmis olsa da, maruz kalma siklig1 ve biyolojik birikim etkisi yiiziinden
insan sagligina bir risk olusturmaya baslamistir. Bundan dolay1 ¢evre drneklerinde pestisit

kalintilarinin analizi giiniimiizde bir gereklilik olusturmustur [4].

Pestisitler, kimyasal yapilar1 ve etki ettikleri alanlara gore ¢esitli gruplara ayrilmaktadirlar.
Ornegin zararh bitkilerden korumada “Herbisitler”, boceklerden korumada “Insektisitler” ve
mantarlardan korumada “Fungisitler” olarak adlandirilan kimyasallar kullanilmaktadir.
Kimyasal yapilarina gore fosforik asitlerin bulundugu molekiiler yapidakiler “Organofosforlu

Pestisitler”, klorun bulundugu “Organoklorlu Pestisitler” olarak isimlendirilirler [5].



1.2 ORGANOFOSFORLU PESTISITLER

Organofosforlu pestisitler, oksijen, azot, karbon ve kiikiirt kombinasyonlarina sahip fosforik
asit esterleridir. Tiim organofosforlu pestisitlerin molekiil yapisinda, merkezinde bir fosfor
atomu ve fosfora cift bagl olarak oksijen veya kiikiirt atomu bulunmaktadir. Organofosforlu
pestisitlerin kimyasal yapist Sekil 1.1’de verilmistir. Bu kimyasal yap1 ilk kez 1800’lerde
sentezlenmis ve 1930’larda bocek oldiirticti etkisi kesfedilmistir. Daha sonraki yillarda da
insektisit olarak yaygin sekilde kullanilmaya baslanmistir. Bu amagla en ¢ok kullanilan
organofosforlu pestisitler klorpirifos, parokson, malathion, fenitrotion, paratiyon, kumafos,
diazinon, metil paratiyon ve siyanofosdur. Ilk kez insektisit olarak kullanilan organofosforlu

bilesik paratiyondur [6,7].

O(S)

[
|
X

R;= alkil, R,= alkoksi, alkil, dialkilamino gruplar, niikleofil, X= halojen, sivaniir, fenoksi, pirofosfat

R—P—R,

Sekil 1.1 Organofosforlu pestisitlerin kimyasal yapisi.

Organofosforlu pestisitler, 1960’lardan sonra organoklorlu pestisitlerin kullanimina alternatif
olarak yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmigtir. Organoklorlu pestisitler ile
kiyaslandiginda ¢evrede biyolojik birikimleri daha az ve toksitite seviyeleri daha diisiiktiir [8].
Organofosforlu pestisitler dogada kolayca hidrolizlenebilir 6zellikte olmalarina karsin yiiksek
toksititeye sahiptirler. Aym1 zamanda kolinerjik etkinlikleri fazladir ve viicuda alindiginda
asetilkolinesteraza geri donlisiimsiiz baglanarak inaktive ederler. Bundan dolay1 da insan saglig1
i¢in tehlike olustururlar. Asetilkolin molekiilii, viicudun merkezi sinir sistemi ve kas sisteminde,
noronlar ya da hiicreler arasindaki iletisimi saglayan bir kimyasaldir. Asetilkolinesteraz enzimi,
asetilkolin molekiiliinii hidrolize ederek, kolin ve asetik asit liretilmesini saglamaktadir. Bu
enzim yiiksek katalitik yetenege sahiptir ve saniyede 25000 asetilkolin molekiiliinii
indirgeyebilmektedir. Bu sebeple iiretilecek kolin molekiilleri, tekrardan nérotransmitter olarak
kullanilacak asetilkolinin sentezlenebilmesi i¢in hayati dneme sahiptir. Asetilkolinesteraz

enzimi, serin hidroksil grubu {izerinden organofosfor molekiiliiniin fosfor atomuna kovalent



bag ile baglanarak viicut igerisindeki aktivitesini yitirir. Enzimin yoklugunda ise asetilkolin
molekiilii fazlaca birikir. Bu birikim etkisi, merkezi sinir sisteminin veya kaslarin stirekli
uyarilmastyla sonuglanir. Bu uyarilma solunum sistemi, miyokardiyal aksakliklar ve hayati
diger fonksiyonlarda arizalara yol agmaktadir. Fazla miktarda organofosforlu bilesiklere maruz
kalinmasi, viicuttaki asetilkolinesteraz enziminin Olciilmesiyle belirlenebilmektedir. Yapilan
arastirmalar ve sonuglara gore pestisit zehirlenmelerinde organofosfor igeren kimyasallar ilk
sirada yer almaktadir. Ulkemizde basvurulan pestisit zehirlenmelerin yaklasik iicte ikisi
organofosforlu bilesikler kaynakli olarak rapor edilmistir. Diger {ilkelerde de istemli (intihar
vakalar1) ya da istemsiz (maruziyet/etkilenme/teneffiis etme) zehirlenmelerin cogunlugunu yine
organofosforlu bilesikler olusturmaktadir [7,9]. Organofosforlu molekiiliin asetilkolinesteraz

enzimi tizerindeki etki mekanizmasi Sekil 1.2°de verilmistir.

AChE
CH;-C(0)-0-CH-N*(CHs); mmmmp OI-CH,-CH,-N*(CHs)s + CH:COOH (1)

Asetilkolin Kolin Asetik asit

E-OH + X-P(0)-O(OR); emm[E-OH... X-P(O)-(OR);] mump E-O-P(O)-(OR).  (2)

Serin Organofosfat Inhibe
hidroksil molekiilii edilmis AChE
grubu

(1) Asetilkolinesterazin (AChE), asetilkolin molekiiliinii kolin ve asetik asite déniistiirmesi.

(2) Esterazin (E) hidroksil grubunun, organofosfat molekiilii ile tepkimesi ve etkisiz hale getirilmesi.

Sekil 1.2 Organofosforlu molekiiliin asetilkolinesteraz enzimi iizerindeki etki mekanizmasi.

Tarimda verimliligi artirmak i¢in uygulanan kimyasallarin meydana getirdigi ¢evre kirliligi ve
insan sagligi icin olusturdugu risk giiniimiizde tehlikeli seviyelere ulagsmaktadir. Her ne kadar
pestisit kullanimina 6nlem ve sinirlamalar getirilmis olsa da, pestisit vakalarinda artan bir ivme
gozlenmektedir. Pestisitlerle temasin  bir kismuni sadece istemsiz maruziyetler
olusturmamaktadir. Intihar vakalarinda da kullanilan kimyasallar olarak pestisit icerikli iiriinler
yer almaktadir. Bu tiir vakalardan dolay1 orneklerde pestisit analizi, 6nemli bir konu haline
gelmistir. Bilim insanlar1 uzun siiredir numunelerdeki pestisitleri dogru ve kesin bir sekilde

analiz etmek iizerine ¢alismislardir. Pestisit analizlerinde yiiksek performans sivi



kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC) ve kiitle spektrometresi (MS) hali hazirda
kullanilan enstriimantal tekniklerdir [10—12].

Pestisit analizlerinin yapilmasi ¢ogu zaman uzun zaman alan, sikici ve bazen diisiik verimli
sonuclar verebilmektedir. Yapilacak analizler farkli matris ve farkli analitler igin
olabilmektedir. Bu ylizden secgici yontemlere ve hassas analizlerin yapilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu baglamda pestisitin bulundugu matris ve uygulanacak analiz yonteminin
uyumlu olmas1 gerekmektedir. Bu da, uzman bir yaklasim gerektirmektedir. Ornek hazirlama
yontemleri, analizlerin dogru bir sekilde yapilabilmesindeki ilk ve en Onemli adimdir.
Matrislerin homojen olmadig1 durumlarda bile 6rnek hazirlama yontemlerinin segiciligi ve

cesitliligi ile pestisit analizlerinin en dogru sekilde yapilabilmesi hedeflenmektedir.

1.3 ORNEK HAZIRLAMA YONTEMLERI

Analitik kimyanin temelini olusturan kalitatif ve kantitatif analizin istenilen hassasiyette, dogru,
yliksek verimde ve hizli sekilde yapilmasi 6nemli bir konudur. Gelisen teknolojiye ragmen,
karmagik matrislerde (biyolojik, cevresel, gida ve eczacilik {iriinleri gibi) bulunan analitlerin,
giiniimiiz cihazlari ile dogrudan analizlerini yapmak miimkiin degildir. Bu sebeple enstriimantal
analiz éncesinde numunelere bir &n hazirlik islemi uygulanmalidir. Ornek hazirlamanimn temel
amaci, analitleri bulunduklar1 matrislerden en az kayipla izole etmek, temizlemek,

zenginlestirmek ve enstriimantal cihaza enjeksiyona hazir hale getirmektir.

Analitlerin matrislerden ayrilmasi asamasi, 6rnek hazirlama proseslerinin en 6nemli konusudur.
Bu prosediirler zor, yorucu ve en ¢ok zaman alan islemlerdir. Bu baglamda analitik kimyada,
ornek hazirlama i¢in en ¢ok tercih edilen metotlardan birisi de ekstraksiyon yontemleridir.
Ekstraksiyon kelime anlami olarak ayirma (6ziitleme) demektir. Ekstraksiyon ile molekiillerin
farkl1 fazlardaki dagilma oranlar farklarindan yararlanilarak, hedeflenen bilesik ya da
molekiillerin matrislerden ayrilmasi saglanmaktadir. Analitler bulunduklar1 ortama gore daha
iyi ¢Oziinebilecekleri baska bir faza, kimyasal bir degisime ugramadan kendiliginden transfer
olmaktadirlar. Boylece kirli matrislerden ekstrakte edilerek analiz i¢in uygun hale
getirilmektedirler. Ekstraksiyon islemi eger sivi bir ¢oziicii yardimiyla gergeklestirilirse sivi-
faz ekstraksiyonu, eger kat1 bir malzemenin yiizeyinde gergeklestirilirse kati-faz ekstraksiyonu
olarak adlandirilmaktadir. Sivi-sivi ekstraksiyon (SSE) ve kati-faz ekstraksiyon (KFE), bu

amagla en ¢ok tercih edilen klasik 6rnek hazirlama yontemleridir [13].



S1vi-sivi ekstraksiyon (SSE), bilinen en eski ve klasik yontemlerden biridir. Su ile karigmayan
organik bir ekstraksiyon ¢oziiciisii (kloroform, toluen, diklorometan, hekzan vb.) kullanilarak
gerceklestirilmektedir. SSE’de, sulu numune ve organik ekstraksiyon ¢oziiclisii, bir ayirma
hunisinde bir araya getirilmektedir. Analitlerin organik coziicliyle etkilesimi ve ardindan
organik c¢oziicliye transfer olmasi i¢in karisim kuvvetlice calkalanmaktadir. Ekstraksiyon
tamamlandiktan sonra, ayirma hunisinin muslugu acilarak iki fazin birbirlerinden ayrilmasi
saglanmaktadir. Bu yontemde fazla miktarda ¢oziicli gereksinimi bulunmaktadir. Aym
zamanda birkag¢ kez temiz ¢oziicli kullanilarak islem tekrarlanmaktadir. En son ekstraksiyon
¢oziiclislinilin analitlerden ayrilmasi i¢in buharlastirma islemi uygulanmaktadir [14]. Bir baska
klasik yontem ise kati-faz ekstraksiyon (KFE) yontemidir. Yontemin uygulanmasinda, i¢inde
silika jel veya iyon degistirici regine gibi dolgu malzemelerinin bulundugu bir kolon
kullanilmaktadir. Analitleri iceren sulu numune kolonun igerisinden gegirilir. Bu gecis
esnasinda kolondaki dolgu malzemesinin yilizeyinde analitler adsorbe edilmektedir. Ardindan
kolonun yiizeyinde adsorbe edilmis analitleri geri almak i¢in bir ¢6ziicii ile yikama basamagina

gerek duyulmaktadir [15].

Klasik ekstraksiyon yoOntemleri zaman alan, karmasik ve fazla miktarlarda c¢oziici
gereksinimlerinden dolay1 pahali yontemlerdir. Ek olarak, diisiik zenginlestirme faktorti,
otomasyona elverisli olmama, toksik ¢oziiciilerin ekstraksiyon sonrasinda ¢evreye ve personele
zararl etkileri diger dezavantajlar seklinde siralanabilir [16]. “Yesil Kimya” olgusunun
gelismesiyle birlikte, toksik c¢oziiciilerin dogaya verdigi zararin en aza indirgenmesi
amaglanmistir [17]. Bilim diinyasinin bu amaca yonelik calismalari, mikroekstraksiyon

yontemlerinin gelisimini ve bu yontemlere olan ilginin artmasini saglamistir.

1.4 MiIKROEKSTRAKSIiYON

Toksik c¢oziiciilerin ¢evreye ve sagliga zararli etkilerinden dolayi, son zamanlarda daha
uygulanabilir yontemlerin gelistirilmesi anlayis1 benimsenmistir. Klasik yontemlere alternatif
olarak, secilen coziicliler daha az zararli veya ¢ok az miktarlarda kullanilmaktadir. Buna
istinaden mikroekstraksiyon yontemleri kullanilmaya baglanmistir. Mikroekstraksiyon
yontemleri, kullanilan ¢o6ziicii miktar1 mikrolitre seviyelerde ve minyatiir diizenekler ile
uygulama kolaylig1 bulunan yontemlerdir. Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin hacmi ¢ok az bir miktar
oldugu i¢in, yiiksek zenginlestirme oranina sahiptirler. Ekstraksiyon iglemi analitlerin hem

ayrilmasini hem de zenginlestirmeyi tek basamakta gergeklestirmeye olanak saglar. Maliyeti



diistik, basit, hizl1 ve genellikle portatif diizenekler oldugundan gelisime agik uygulamalardir.
Ayn1 zamanda ekstraksiyon sonrasinda buharlagtirma islemine gerek kalmadan enstriimantal
cihazlarla dogrudan enjeksiyon yapilabilme imkani sunarlar. Mikroekstraksiyon yontemleri
geleneksel metotlara benzer sekilde ekstraksiyonun gerceklesecegi faza gore isimlendirilirler.
Kati-faz mikroekstraksiyon (KFME) ve sivi-faz mikroekstraksiyon (SFME) olmak iizere iki
gruba ayrilmaktadir. SFME yonteminin farkli mekanizmalara sahip uygulamalar

bulunmaktadir [18]. Mikroekstraksiyon yontemlerinin smiflandirilmas1  Sekil 1.3’de

gosterilmistir.
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Sekil 1.3 Mikroekstraksiyon yontemlerinin siniflandirilmasi.

1.4.1 Kati-Faz Mikroekstraksiyon

Geleneksel yontemlere alternatif olarak gelistiren kati-faz mikroekstraksiyon (KFME), ilk
olarak 1990 yilinda Arthur ve Pawliszyn tarafindan tanitilmistir [19]. Daha sonraki yillarda
farkli matrislerden eser miktarlardaki analitleri ayirmak ve zenginlestirmek i¢in yaygin olarak
kullanilmigtir. Coziicliniin kullanilmadigi kuru bir yontemdir. Ayni1 zamanda klasik yontemlere
gore daha hizli ve basit bir yontemdir. Sabit faz olarak fiber malzemenin kullanildig1 ve fiberin
analitleri adsorpsiyonuna dayali bir mekanizma igerir. Bu malzeme, bir enjektoriin icerisinde
yaklasik 1 cm kalinliginda polimer kaplanmis (dimetilsiloksan gibi), erimis silika elyaftan
olusur [20]. Uygulama asamasinda ilk olarak KFME enjektorii, analiz edilecek ¢ozeltinin
icerisine daldirilir. Enjektoriiniin pistonu ileri itildiginde fiber malzeme disar1 ¢ikar ve

analitlerle etkilesir. Ekstraksiyon islemi bittikten sonra piston geri ¢ekilerek ortamdan



uzaklastirilir. Ardindan fiberde adsorplanan analitler uygun bir ¢oziicii yardimiyla desorbe
edilirler. Gaz kromotografisi (GC) ile c¢alisilmasi durumunda ise ekstraksiyon sonrasinda
enjektor direkt olarak GC’nin termal desorpsiyon {initesine yerlestirilerek analiz

edilebilmektedir [21].

KFME teknigi dogrudan daldirmali KFME ve tepe bosluklu KFME olmak tiizere iki sekilde
uygulanabilmektedir. Dogrudan daldirmali KFME tekniginde, enjektoér tamamen sivi ile fiber
temas edecek sekilde Ornek ¢ozeltinin igerisine daldirilir. Ardinda numune belli stirelerde
karigtirilarak analitlerle fiberin etkilesimi saglanir. Tepe bosluklu KFME teknigi ise daha ¢ok
ucucu Ozellikteki analitlerin ekstraksiyonunda kullanilan bir yontemdir. Uygulamada,
enjektorden disariya ¢ikarilmis fiber, 1sitilan numuneye temas etmeden, ekstraksiyon kabinin
ist boslugunda tutulmaktadir. Isitilip ayn1 zamanda karistirilan numunede analitlerin buhar
fazina ge¢mesi saglanmaktadir. Bir siire sonra buhar fazina gecen analitler, iist boslukta tutulan
fibere difiizyon yoluyla transfer olurlar. Fibere transfer olan analitler, sonrasinda uygun bir

coziicliyle geri alinarak veya termal desorpsiyon yoluyla analiz edilebilmektedir [22].

KFME teknigi ¢oziiciiniin kullanilmadigi ve bundan dolayr da maliyetin diisiikk oldugu bir
metottur. Basit, hizli ve uygulama kolaylig1 sebebiyle tercih nedenidir. Ayn1 zamanda SSE
metodunda dezavantaj yaratan hidrofilik analitlerin analizi i¢in bir alternatif olusturur. Biitiin
avantajlarinin yani sira enjektoriin kirilmasi, siyrilmasi, biiylik molekiillerin fiberi tikamasi,
organik coziiciilerde fiberin sismesi, fiber malzemelerinin simirli olmas1 ve yiiksek asidik

ortamlarda fiberin aginmas1 gibi dezavantajlar1 da beraberinde getirmektedir [23].

1.4.2 Sivi-Faz Mikroekstraksiyon

Sivi-faz mikroekstraksiyon (SFME), sulu numunelerdeki analitlerin suyla karigsmayan ¢oziicii
fazina geg¢isini esas alan 6rnek hazirlama yontemidir. Klasik uygulamalarda biiyiik hacimlerde
¢oziciiler kullanilirken, SFME’de mikrolitre hacimlerde ¢oziiciiler kullanilmaktadir. SFME
yonteminde, matrislerden analitlerin ayrilmasinda diisiik hacimlerde ¢dziiciilerin kullanilmasi,
metodunun zenginlestirme oranini yiiksek kilmaktadir. Coziici kaybinin olamadigi ve
ekstraksiyon sonrasinda buharlagtirmaya gerek duyulmayan bir yontemdir. Toksik ¢oziiciilerin
mikrolitre sevilerdeki sarfiyatindan dolay1 ¢evre dostu metotlarin basinda gelmektedir. Basit,
ucuz ve kolay uygulanabilirliginin yani sira, gaz kromatografisi (GC), kapiler elektroforez (CE)

ve HPLC ile uyumlu metotlardir [24].



Y ontemin uygulanmasi, analitlerin bulundugu sulu ortam (dondr fazi) ve analitlerin ekstrakte
edilecegi su ile az karisabilen mikrolitre seviyedeki ¢oziicli (alici fazi) arasinda gergeklesir. Son
yillarda farkli SFME uygulamalar1 gelistirilmistir. Tek damla mikroekstraksiyon (TDME),
katilagtirillan yiizen organik damla mikroekstraksiyon (KYODME), dagitict sivi-sivi
mikroekstraksiyon (DSSME) ve oyuk fiber sivi-faz mikroekstraksiyon (OF-SFME) gelistirilen
baslica SFME yontemleridir [25].

1.4.2.1 Tek Damla Mikroekstraksiyon

Tek damla mikroekstraksiyon (TDME) yontemi, matrislerden analitleri ayirma asamasinda
¢Oziiciiniin sadece tek bir damlasinin kullanildig1 bir uygulamadir. Bu yontemin ilk tanimi, 1996
yilinda Liu ve Dasgupta tarafindan, ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kloroformun bir damlas1 (1,3
uL) kullanilarak gergeklestirilmistir [26]. Organik damlanin analitlerle etkilesimi i¢in bir mikro
siringadan yararlanilir. Siringanin pistonu ileri itilerek mikro organik damla disar1 ¢ikartilir ve
numune ile etkilestirilir. Boylece, analitlerin yiliksek hacimden, diisiik hacme transferi ile
yliksek zenginlestirme faktorlerine ulasilir. Ektraksiyon sonrasinda damla siringaya geri ¢ekilir

ve uygun bir cihaz ile analiz gerceklestirilir [27].

TDME yo6nteminin dogrudan daldirmali TDME ve tepe bosluklu TDME olmak tizere farkli
uygulamalart mevcuttur. Dogrudan daldirmali TDME yo6nteminde, siringanin ucundaki damla
sulu ¢ozeltiye direkt olarak daldirilir. Bu asamada damla ile analitlerin daha iyi etkilesmesi i¢in
uygun siirelerde karistirma iglemi uygulanir. Ekstraksiyon tamamlandiktan sonra, damla
enjektore geri ¢ekilerek uygun bir enstriimantal yontemle analiz edilir. Tepe bosluklu TDME
yonteminde ise, damla numune ile temas etmeden iist boslukta tutulur. Sulu numune 1sitilarak
analitlerin buhar fazina ge¢mesi saglanir. Buhar fazindaki analitler difiizyon ile organik
damlaya transfer olur ve ektraksiyon gergeklestirilir. Bu metot, daha ¢ok ucuculugu yiiksek
analitlerin analizi i¢in seg¢icidir. Dogrudan daldirmali TDME ve tepe bosluklu TDME

yontemlerinin sematik gosterimi Sekil 1.4°de verilmistir [28].
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Sekil 1.4 Tek damla mikroekstraksiyon yontemlerinin sematik gosterimi.

TDME yontemi sadece bir mikroenjektor kullanilarak kolaylikla uygulanabilmektedir. Ancak,
organik damlanin enjektoriin ucunda diigmeden kalabilmesi i¢in viskozitesi yiiksek ¢oziiciiler
kullanilmas1 gerekmektedir. Yontemin bir diger dezavantaji, numunenin karistirilmasi
esnasinda damlanin diisme riski bulunmasidir. Organik damlanin hacmi (0,2 -5 pL) artirildikca
ekstraksiyon verimi de artar fakat maksimum 30 pL’ye kadar ¢ikilabilmektedir. Ayn1 zamanda
iyonik siddet, pH, sicaklik ve karistirma siiresi gibi parametreler ekstraksiyonun verimini

etkileyebilmektedir [29].

1.4.2.2 Katilastirilan Yiizen Organik Damla Mikroekstraksiyon

Katilastirilan ylizen organik damla mikroekstraksiyon (KYODME), 2007 yilinda Khalili-
Zanjani ve ekibi tarafindan tanitilmistir ve bu yontemde kullanilan organik ¢6ziici damlacig:
katilastirilarak sistemden geri alinmaktadir [30]. Bu uygulamada ¢oziicii se¢cimi onemlidir.
Kullanilacak ¢oziicliniin su ile karismayan ve sudan daha diisiik yogunluga sahip olmasi
gereklidir. Ayrica, erime noktas1 oda sicakligina (10-30 °C) yakin olan c¢oziiciiler
kullanilmahdir. Bu tiir 6zelliklere sahip olan ¢oziicliler sinirli sayidadir. Undekanol, 1-
dodekanol, 2-dodekanol ve n-hekzadekan kullanilabilen ¢oziiciilerden bazilaridir. KYODME
yonteminde, ekstraksiyon ¢ozilicii damlasi sulu numunenin yiizeyine bir enjektor yardimiyla
birakilir. Ayni esnada numune karistirilmaya baslanir. Yogunlugundan dolay1 ylizeyde kalan

¢oziicli, karistirma ile analitlerle etkilesir. Ektraksiyon tamamlandiktan sonra, numune bir buz



banyosuna alinir. Yiizeydeki ¢oziicii ani soguma ile kristallesip katilagir. Katilagan organik
damla bir spatiil yardimiyla sulu ¢ozeltiden ayrilir ve oda sicakligina geri birakilir. Oda
kosullarinda tekrardan sivi hale donen analitleri igeren c¢oziicii seyreltilip, uygun bir

enstriimantal yontemle analiz edilir [31,32].

KYODME, uygulama kolayligi, az miktarda ¢oziicii kullanimi, kisa ektraksiyon siiresi ve
yliksek zenginlestirme faktorii gibi avantajlar sunmaktadir. Ancak kriterlere uygun ¢éziiciilerin

say1l1 olmas1 yontemin en 6nemli kisitlamasidir.

1.4.2.3 Dagitic1 S1vi-Sivi Mikroekstraksiyon

Dagitict sivi-sivi mikroekstraksiyon (DSSME) yontemi ilk olarak 2006 yilinda Rezaee ve
arkadaglar1 tarafindan sunulmustur [33]. Yontem, {c¢li bilesenli ¢oziicii sistemine
dayanmaktadir. Kullanilacak olan suyla karismayan ekstraksiyon ¢oziiciisii, suyla kolayca
karigabilen polar yapidaki dagitici ¢oziiciiyle beraber bir enjektore alinir. Bu amagla kullanilan
dagitic1 ¢oziiciiler genellikle metanol, etanol, asetonitril ve asetondur. Enjektordeki karisim
hizlica sulu ¢ozeltiye eklenir. Bu ilave ile ekstraksiyon ¢oziiciisii kiiciik damlaciklar seklinde
numune ¢dzeltisinde dagilir ve bulanik bir ¢ozelti olusur. Bu sayede ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin
temas ylizey alani arttigindan analitlerle etkilesim daha yiiksek oranda gerceklesir. Ardindan,
ekstraksiyon islemi dengeye ulastiktan sonra sulu ve organik fazlar santrifiijleme islemiyle
birbirlerinden ayrilirlar. Son agamada ise analitleri iceren organik faz bir enjektor yardimiyla
sistemden alinir ve uygun bir cihaz ile analiz gerceklestirilir. DSSME yo6nteminin uygulanist
Sekil 1.5°de verilmistir [34]. Bu yontemde ekstraksiyon ¢dziiciisiiniin se¢imi de 6nemli bir
parametredir. Santrifiij asamasindan sonra ¢dziicliniin sulu fazdan kolay ayrilabilmesi i¢in
yogunlugunun suyunkinden daha yiiksek olmasi tercih edilir. Ayn1 zamanda suyla karismayan
diisiik polaritede fakat dagitici ¢ozliciiyle karisabilecek 6zellikte olmalidir. Bu sebeple, yiiksek
ekstraksiyon kabiliyeti ve yogunluklarindan dolay1 en ¢ok klorobenzen, kloroform, karbon

tetrakloriir ve tetrakloroetilen gibi ¢oziiciiler kullanilmaktadir [35].

DSSME yonteminde bulutlu ¢ozelti olusumuyla birlikte, ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin kiiglik
damlaciklar halinde yayilmasiyla ekstraksiyon dengesine hizlica ulasilir. Bu da ekstraksiyon
stiresini kisaltarak DSSME yontemine O6nemli bir avantaj kazandirir. Ek olarak DSSME
yonteminin diisiik maliyet, kullanim kolayligi, yiiksek zenginlestirme faktorii, yliksek geri

kazanim, farkli ekstraksiyon teknikleriyle uyumluluk ve cevre dostu olma gibi avantajlar

10



bulunmaktadir. Ancak, DSSME yonteminin biyolojik matrislerdeki verimliligi, siv1
numunelerdekinden nispeten daha diigiiktiir. Bu sebeple yontemin gelistirilmeye ihtiyaci vardir.
Kullanilan dagitic1 ¢oziiciilerin fazla miktarlarda kullanilmasi ve toksik olmasi da metodun

dezavantajlar1 arasindadir [36].
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Sekil 1.5 Dagitici s1vi-sivi mikroekstraksiyon yonteminin sematik gosterimi.

1.4.2.4 Oyuk Fiber Sivi-Faz Mikroekstraksiyon

Oyuk fiber sivi-faz mikroekstraksiyon (OF-SFME) yontemi, 1999 yilinda Pedersen-Bjergaard
ve Rasmussen tarafindan gelistirilmistir [37]. OF-SFME yonteminde, “U” seklinde
polipropilenden firetilmis i¢i oyuk bir fiber malzeme kullanilmaktadir. Fiberin, bir ucu acgik
veya iki ucu da agik ve bir mikro enjektorle baglantili olarak uygulama sekilleri bulunmaktadir.
Polipropilenden iiretilmis fiber, uygulama oncesinde su ile karismayan (toluen, kloroform, n-
hekzil eter veya 1-oktanol gibi) bir ¢oziiciiye yatirilir. Boylece fiberin gézenekli yapisi, ¢oziicii
ile kaplanip bir membran olusturulur. Bu sivi membran, alic1 faz (ekstraksiyon ¢oziiciisii) ve
verici faz (sulu ¢ozelti) arasindaki temasi engellemektedir. Daha sonrasinda mikroenjektor
icerisine ekstraksiyon ¢oziiciisii ¢ekilir ve fiberin a¢ik ucuna yerlestirilir. Akabinde oyuk fiber,
analitleri igeren sulu ¢ozeltiye daldirilir ve mikroenjektdrde bulunan organik ¢oziicii (alic1 faz)
fiberin icerisine enjekte edilir. Bu esnada ornek ¢ozelti (verici faz) hizlica kanstirilir. Bu
karigtirma ile analitler 6nce fiberin membranina, sonra fiberin igerisindeki alici faza difiizyon

yolu ile transfer olur. Ekstraksiyon islemi bittikten sonra, ekstraksiyon ¢oziiclisii enjektorle

11



fiberden geri alinarak analiz edilir. OF-SFME yo0nteminde, eger alici faz ile fibere emdirilen
¢oziicli ayni ise “ikili faz sistem”, alic1 faz asidik ya da bazik sulu ¢ozelti olursa “l¢li faz

sistem” olarak adlandirilmaktadir [38,39].

OF-SFME yonteminin en 6nemli avantaji ¢oziicli kaybinin olmamasidir. Ayni zamanda fiberin
gozenekli yapist sayesinde biiylik molekiillerin elenmesi saglanarak girisim yapmalari
engellemektedir. Fiberler, tek kullanimlik malzemeler oldugundan kirlilik ya da bulas riski
bulunmamaktadir. Baz1 molekiillere segici olmasi, uzun ekstraksiyon siiresi, fiberin hassas
yapist ve otomasyona elverigsiz olmasi ise OF-SFME yoOnteminin dezavantajlar1 olarak

siralanabilir [40].

1.4.2.5 Efervesan Destekli Dagitic1 Mikroekstraksiyon

Efervesan destekli dagitict mikroekstraksiyon yontemi 2011 yilinda, DSSME teknigine benzer
bir yaklagimla, Lasarte-Aragones ve arkadaglarn tarafindan gelistirilmistir [41]. DLLME’de
organik ¢oziicli dagitici etkisinden yararlanilan bagka bir ¢oziiciiyle karigtirilir. Efervesan esasl
dagitict mikroekstraksiyonda ise, dagitici etkiyi efervesan reaksiyonu sonucu aciga ¢ikan
karbondioksit gazi saglamaktadir. Karbondioksit gazinin kaynagi, basit bir asit-baz
reaksiyonudur. Sulu ¢6zeltide meydana gelen gaz ¢ikisi, kopiirmeye sebep olur ve boylece
organik ¢ziicliniin sulu numunede dagilmasi ve bu sayede analitlerle etkilesmesi gerceklesir.

Yontemin uygulama agsamalart Sekil 1.6’da gosterilmistir [42,43].

Belirlenen karbondioksit ajanlar1 ve organik ¢oziicii, konik tiipiin dibine yerlestirilir. Ardindan
sulu ¢ozeltinin ortama eklenmesiyle efervesan etki olusur ve gaz cikisi gergeklesir. Bu
efervesan etkinin olugmastyla, ¢oziicii analitlerle etkilesime girer. Gaz ¢ikisi bitip ekstraksiyon
tamamlandiktan sonra santrifiijlenip sulu faz ve organik faz bir enjektdr yardimiyla
birbirlerinden ayrilir. Ardindan organik ¢6ziicii seyreltilip uygun analitik cihaz ile analizi yapilir

[44].
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Sekil 1.6 Efervesan esasli dagitict mikroekstraksiyon yonteminin sematik gosterimi.

Bir bagka efervesan esasli dagitici mikroekstraksiyon uygulamasi da, efervesan tablet
olusturmaktir. Efervesan ajanlari belirlendikten sonra maddeler gerekli ise dncelikle kurutma,
oglitme gibi islemlerden gegirilmektedir. Belirlenen efervesan ajanlarinin reaksiyon i¢in gerekli
olan miktarlari tartilir. Ardindan ekstraksiyon ¢oziiciisii ve efervesan ajanlari bir araya getirilir.
Sonrasinda bu karisim preslenerek bir tablet haline getirilmektedir. Akabinde, olusturulan
tablet, analitleri iceren sulu ¢ozeltinin igerisine birakilmaktadir. Sulu ortamda tablet ¢6ziinmeye
baslamakta, ayn1 zamanda asit-baz reaksiyonu sonucunda CO:2 cikisi gergeklesmektedir.
Tabletin igeriginde olan ekstraksiyon ¢oziiciisii bu gaz ¢ikisi ile sulu ortamda kiigiik damlaciklar
halinde dagilmakta ve analitlerle etkilesmektedir. Efervesan etki bitip ekstraksiyon
tamamlandiktan sonra organik faz ve sulu faz birbirlerinden santrifiijleme yoluyla
ayrilmaktadir. Sonrasinda analitleri iceren organik fazin uygun bir enstriimantal yontemle

analizi yapilabilmektedir [45,46].

Prosesin baslangici, en iyi efervesan etkiyi olusturacak karbondioksit ve proton kaynaginin
belirlenmesidir. Genellikle, karbondioksit kaynagi olarak karbonath bilesikler (sodyum
karbonat veya sodyum bikarbonat gibi), proton kaynagi olarak ise sodyum dihidrojen fosfat,

askorbik asit veya sitrik asit kullanilmaktadir. Bu iki ana bilesenin oranlari, efervesan
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reaksiyonunu, buna bagl olarak da ekstraksiyonun verimliligini etkilemektedir. Ayni1 zamanda
efervesan etkinin azalmamasi igin, ortamin pH’smin ve viskozitesinin biiylik Olclide

degismemesi gereklidir [47].

DSSME’de dagitici ¢oziiler fazla miktarlarda (genellikle mL sevilerde) kullanilmaktadir. Bu da
bazen sudaki analitlerin ¢oziintirliigiinii ylikseltebilmektedir. Ekstraksiyonun verimliligi i¢in bu
istenmeyen bir durumdur. Efervesan esasli dagitici mikroekstraksiyonda dagitici ¢oziicii
bir sekilde

dagitilmaktadir. Ayn1 zamanda ekstraksiyon esnasinda ¢dzeltinin vorteks ya da bir ultrasonik

kullanilmamasina ragmen ekstraksiyon ¢oziiclisii sulu numunede etkili

karigtiricida karistirilmasi gerekmemektedir. Coziiciiniin numunenin igerisinde etkili bir sekilde

dagilmasi, efervesan etki ile kendiliginden saglanabilmektedir. Literatiirdeki efervesan esasl

mikroekstraksiyon yontemlerinin bazilar1 Cizelge 1.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.1 Literatiirdeki baz1 efervesan esasli dagitict mikroekstraksiyon yontemleri.

Numune Analit €O; kaynagvl- E.l‘(s_t.ra.ks“lyon T? ym - Geri kazanim  Ref.
Proton kaynagi  ¢oziiciisii yontemi
Bivoloiik Sodyum GC-
Or}rllekljer Metadon Karbonat- 1-undekanol MS/GC-  %98.1-101,6  [48]
Sitrik Asit FID
Sodyum
Su e Dihidrojen HPLC- o
Ornekleri Difenil eterler Fosfat-Sodyum [CsMIM][PFs] DAD %77,3-106,7  [49]
Karbonat-
. Sodyum
Su  Steroid Bikarbonat-  Nonanoikasit ~ LrCT  %87-107  [50]
Ornekleri Hormonlari . Uuv
Oksalik asit
- Sodyum
Sigir Ketoprofen- HPLC- o
Karacigeri  Diklofenak Karbqnat- . Mentol MS/MS 7087-91 [51]
Formik Asit
q e Sodyum
Tiikiiriik Antipirin Karbonat- Diklorometan LG >%90 [52]
Ornekleri . . MS
Asetik Asit

[C4MIM][PFq]: 1-Butil-3-metilimidazolyum hekzaflorofosfat; GC: Gaz kromatografisi; MS: Kiitle spektrometresi; FID: Alev iyonlagtirma
dedektorii; HPLC: Yiiksek performans sivi kromatografisi; UV: Ultraviyole dedektorii; DAD: Diyot dizi dedektorii
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1.4.2.6 Homojen S1vi-Si1vi Mikroekstraksiyon

Homojen sivi-sivi  ekstraksiyon (HSSE), geleneksel sivi-sivi ekstraksiyonun bazi
dezavantajlarin1 ortadan kaldiran ve numune hazirlamada daha yesil organik coziiciilerin
kullanilmasina olanak saglayan alternatif bir numune hazirlama yontemidir. Bu yontem, son
zamanlarda diistik hacimlerde ¢oziiciilerin kullanilmasiyla homojen s1vi-sivi mikroekstraksiyon
(HSSME) olarak daha yaygin olarak uygulanmaktadir. Diger SSME yontemlerinden farkli
olarak, HSSME yonteminde kullanilan ¢oziiciiler suyla tamamen ya da kismen karisabilir
ozelliktedir. HSSME yonteminin ilk asamasinda, sulu numune ile suyla karisabilen ¢oziicii
arasinda homojen bir ¢ozelti olusmakta ve ardindan kimyasal veya fiziksel bir etki sayesinde
faz ayrimi meydana gelmektedir. Numuneye ¢oziicii ilavesiyle olusan karisim homojen
oldugundan, analit ile ¢oziicii etkilesimi yiiksek oranda gerceklesmekte ve bu sayede de
ekstraksiyon dengesine ¢ok hizli ulagilmaktadir. HSSME yontemi, hem hidrofilik hem de
hidrofobik analitlerin ekstraksiyonu i¢in uygulanabilmektedir. Bunlara ek olarak, kullanilan
ekstraksiyon ¢oziciileri suyla karigabilir 6zellikte oldugundan, ekstraksiyon sonrasinda
dogrudan sivi kromatografisi ile analiz edilebilmektedir. Homojen ¢ozeltide faz ayrimi, tuz
veya seker ilavesi, pH’nin veya sicakligin degistirilmesi ve bagka bir organik ¢oziiciiniin az

miktarda eklenmesi gibi gesitli etkiler ile saglanmaktadir [53,54].

Tuz destekli homojen si1vi-sivi mikroekstraksiyon (TD-HSSME), HSSME yontemleri arasinda
en yaygin kullanilanidir. Tuz etkisi, basit bir sekilde, sulu bir ¢cozeltideki tuz konsantrasyonu
cok yiiksek oldugunda, diger (organik) molekiillerin ¢dziiniirliigiiniin azalmast olgusu olarak
tanimlanmaktadir. Tuz destekli faz ayrimi ilk olarak 1973 yilinda Matkovich ve Christian
tarafindan sunulmus ve doymus bir kalsiyum kloriir ¢6zeltisi eklenerek suyla karisabilen aseton
ile metal selatlarin ekstraksiyonu gergeklestirilmistir [55]. Tuzlar hidrofilik ¢dziiciilerin sudaki
¢cozlnlirliigiinii azaltarak faz ayriminin olugsmasini saglamaktadir. Cesitli tuzlarin homojen
cozeltiye eklenmesiyle, tuz iyonlarinin hidratasyonu ile birlikte ¢oziicli-su arasindaki
etkilesimler kismen zayiflamakta ve bunun sonucunda da faz ayrimi ger¢eklesmektedir [53].

TD-HSSME yonteminin uygulama basamaklar1 Sekil 1.7°de verilmistir.
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Sekil 1.7 Tuz destekli homojen s1vi-sivi mikroekstraksiyon yonteminin sematik gosterimi.

TD-HSSME metodolojisi gelistirirken, organik ¢dziictiniin tiirii ve hacmi, tuzun tiirii ve miktar1
optimize edilmesi gereken ana parametrelerdir. TD-HSSME’de en sik kullanilan ¢oziiciiler
izopropil alkol, asetonitril ve asetondur. Bununla birlikte, 6zellikle biyolojik numuneler i¢in
genellikle asetonitril tercih edilmektedir. Izopropil alkol veya aseton ile karsilastirildiginda, faz
ayrimi saglamak icin asetonitrilin daha az hacmi gereklidir. Ayrica, asetonitril proteinleri
kolayca ¢oktiiriir ve hem hidrofilik hem de hidrofobik tiirler i¢in iyi ekstraksiyon kabiliyetine
sahiptir. Ek olarak, asetonitril sivi kromatografisi teknikleriyle dogrudan analiz i¢in en

uygunudur [56].

TD-HSSME yontemlerinde kullanilacak olan tuz genellikle deneysel olarak secilir, ancak bu
secimde dikkate alinmas1 gereken bir dizi genel gereksinim vardir. Kullanilacak olan tuzun
sudaki ¢Oziiniirligii yiiksek fakat ¢oziicli igerisindeki ¢oziiniirligii ihmal edilebilir seviyede
olmalidir [57]. Ayrica, tuz se¢iminde ekstrakte edilen organik bilesiklerin dogasi, analiz edilen
numunenin tiiri ve kullanilacak olan enstriimantal analiz yontemi de dikkate alinmaktadir. TD-
HSSME yontemlerinde amonyum siilfat, amonyum asetat, amonyum format, sodyum kloriir,
sodyum siilfat, sodyum karbonat, magnezyum siilfat ve magnezyum kloriir en yaygin tercih
edilen tuzlardir [53]. Kiitle spektrometresi ile analiz edilecek biyolojik materyaller igin,
amonyum format veya amonyum asetat gibi tuzlar genellikle tercih edilir. Kiitle
spektrumlarinin yorumlanmasini zorlastirdigi i¢in sodyum iyonlarinin varligi istenmez. Aksine,

TD-HSSME sonrasi kapiler elektroforez (CE) ile analiz islemi yapilacaksa, sodyum kloriir ideal
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bir tuzdur. Ciinkii sodyum kloriir, CE yontemlerinde siklikla mobil faz bileseni olarak
kullanilmaktadir. HPLC-UV ile analizin gerekli oldugu durumlarda ise, TD-HSSME
asamasinda amonyum siilfat ve sodyum kloriir en sik kullanilan tuzlardir [56]. TD-HSSME
yonteminin avantajlar1 arasinda diisiik maliyet, basit uygulama ve hizli ekstraksiyon dengesine
ulagsma sayilabilir. Tim bunlarin aksine, yiiksek konsantrasyonlarda tuz ajanlarinin
kullanilmas1 ekipmanlarin kirlenmesine, korozyonuna ve bazi durumlarda analitlerle

istenmeyen reaksiyonlarin meydan gelmesine yol agmaktadir [53].

Seker destekli homojen sivi-sivi mikroekstraksiyon (SD-HSSME) yonteminde, homojen
cozeltideki faz ayrimi fazla miktarda mono veya disakkaritler eklenerek gerceklestirilir.
Yontem, seker destekli sivi-sivi ekstraksiyon (SD-SSE) veya seker destekli sivi-sivi
mikroekstraksiyon (SD-SSME) olarak da adlandirilmaktadir. Yontemin ilk uygulamas: Wang
ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir ve tuz destekli mikroekstraksiyona benzer sekilde bir
mekanizma igermektedir [58]. SD-SSME’de, homojen ¢ozeltiye suda ¢oziiniir 6zellikte olan
sekerlerden fazla miktarda ilave edilir. Seker ilavesiyle, su-¢oziicii arasindaki etkilesim zayiflar
ve hidratlanmis ¢6zilicii molekiilleri serbest hale gelir. Su molekiilleri seker molekiilleriyle
etkileserek karisimin alt kisminda toplanir. Sudan siyrilmis ¢6ziicli molekiilleri ise kiimeleserek
analitlerle birlikte karisgimin {ist kisminda toplanir. Boylece sulu faz ve c¢oziicii fazi
birbirlerinden ayrilmis olur [59]. SD-SSME yo6nteminin genel uygulama agsamalar1 Sekil 1.8’de

verilmistir.
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Sekil 1.8 Seker destekli s1vi-s1vi mikroekstraksiyon yonteminin sematik gésterimi.
Asetonitril, SD-SSME’de kullanilan baslica ¢06ziiciidiir, ¢iinkii diisiik hacimlerde

kullanildiginda bile faz ayrimi1 meydana getirir ve hem hidrofilik hem de hidrofobik bilesikler

icin 1yi ekstraksiyon kabiliyetine sahiptir [60]. Asetonitrilin sivi kromatografide en popiiler
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mobil faz olmasiyla iligkili bir diger avantaji, nihai 6ziitiiniin dogrudan analiz edilebilmesidir
[53]. SD-SSME yontemi, ¢esitli biyolojik ve/veya gida matrislerinden ilaglar [61-63], fenolik
bilesikler [60], biyoaktif bilesenler [64,65], bisfenoller [66], siilfonamidler [67] ve pestisitler
[68—70] gibi ¢esitli polaritelerdeki analitlerin ekstraksiyonu i¢in kullanilmaistir.

SD-SSME yontemlerinde faz ayriminin saglanmasi i¢in ¢ogunlukla glukoz kullanilmaktadir.
Glukoz, ucuz, kolay temin edilebilir ve verimli oldugu ve daha az viskoz bir ¢ozelti lirettigi i¢in
tercih edilmektedir [63]. SD-SSME’de glukozun yani sira, fruktoz, sakkaroz veya maltoz gibi
sekerler faz ayrimi icin tercih edilmektedir. Gerekli olan seker konsantrasyonu tuzlar ile
kiyaslandiginda daha disiiktiir. Kullanilan sekerler ekipmanlarin kirlenmesine veya
korozyonuna yol agmazlar. Ayrica yontemin basit, ucuz ve yiiksek verimli olmasi avantaj

saglamaktadir [60].

Yiiksek miktarda seker igeren numunelerde, faz ayrimi i¢in ek bir reaktif gerekmediginden SD-
SSME yontemi daha pratik olarak uygulanabilmektedir [60,67,69]. Bu anlamda bal, kimyasal
bilesimi yaklasik %77 mono- ve oligosakkaritler icerdiginden SD-SSME ile ekstraksiyonu
yapilabilen ideal bir numunedir [67]. Benzer sekilde seker agisindan zengin (%84-88) bir gida
olan pekmez de SD-SSME’de uygulama bulan bir diger numunedir [70]. Bu numunelerde
ekstraksiyon sonrasi faz ayrimi numunelerin kendi seker icerigi sayesinde gerceklesmektedir.

Dolayisiyla bu yontemler, kolay uygulanabilir ve ekonomik olma 6zelligine sahiptir.

pH destekli homojen sivi-sivi mikroekstraksiyon (pH-HSSME), sudaki ¢oziiniirliigii pH ile
degistirilebilen ¢oziiciilerin kullanildigr bir yontemdir. Bu ¢oziiciiler pH degisimi ile hidrofilik
ozellikleri arttirilip, suda tamamen ¢oziiniir hale getirilirler. Son zamanlarda bu tiir ¢oziiciiler
hidrofilikligi degistirilebilir ¢oziiciiler (HDC) olarak adlandirilmaktadir. HDC’lerde hidrofilik
ve hidrofobik formlar arasindaki doniisiim pH ile saglanmaktadir. Bazi organik bazlar
(amidinler, ikincil veya ti¢linciil aminler ve diaminler) ve yag asitleri bu tiir 6zelliklere sahiptir
[71]. Hidrofobik bir aminin karbonatli su ile arasindaki asit-baz reaksiyonu, hidrofilik yapidaki
bikarbonat tuzunun olusumuna yol ag¢maktadir. Pratikte bu etki, ¢oziicli sisteminden
karbondioksit gaz1 gecirilerek veya kuru buz ilave edilerek uygulanmaktadir. Ekstraksiyon

sonrasinda ise sisteme bir baz eklenerek faz ayrimi saglanmaktadir [72,73].

HDC’ler baslangi¢ kosullarinda apolar 6zelliktedirler. Genellikle sekonder ve tersiyer aminler

ile calisirken sulu ortamdan karbondioksit gecirilmesiyle, polaritelerinin degismesi
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saglanmaktadir. Tersiyer aminlerin karbondioksit ile verdigi reaksiyon O6rnek olarak asagida
verilmistir. Bu reaksiyon ekzotermiktir ve 1 atmosfer basing altinda kendiliginden
gerceklesmektedir. Denge reaksiyonunun sag tarafa kaymasi ile olusan protonlanmis amin
polar yapiya sahiptir ve su ile karigabilecek formdadir. Reaksiyon mekanizmasiin sola
kaymast i¢in ise, ortamdan karbondioksitin uzaklastirilmasit gerekmektedir. Bunun igin
ortamdan N2 veya Ar gazi gecirilmesi, ortamin isitilmasi, ortama NaOH eklenmesi gibi
seceneklerden herhangi biri kullanilmaktadir. Nihayetinde ¢oziicii baglangigtaki apolar forma

geri dontistiiriilmekte ve iki fazl bir karisim meydana gelmektedir [74].

NR; + H20 + CO2 < NRsH' + HCOs (1.1)

Cogu zaman organik c¢oziiclinliin sudaki ¢oziiniirliigiinii arttirmak i¢in, kuru buz ile esit
hacimlerde karismis olan su ve organik coziicli beraber kullanilmaktadir. Fakat kuru buzun
ilavesi ekstra islem basamagina ve prosediiriin uzamasina sebep olmaktadir. pH degisimine
dayali HSSME’de, baglangicta homojen halde olan ¢ozeltide, analitlerle ¢oziicii maksimum
etkilesimdedir. Hidrofobik-hidrofilik formlar arasindaki gecisin kolay olmasi, ekstraksiyon
fazina analitlerin transferini kolaylastirir. Bu sebeple c¢o6zeltinin calkalanmasina veya
karistirtlmasina gerek duyulmamaktadir. Dolayisiyla yontemin hizli bir kinetigi ve ytiksek
ekstraksiyon verimliligi bulunmaktadir. Fakat pH degisimiyle ¢oziiniirliigii degistirilebilen,
hem yogunlugu sudan daha diisiik hem de iyi bir ekstraksiyon kabiliyetine sahip ¢oziiciiler az

sayida bulunmaktadir. Bu da yontemin uygulanmasina sinirlamalar getirmektedir [75,76].

HSSME yontemlerinde, faz ayriminin gergeklestirilmesi, ortamin sicakliginin veya
hidrofobikliginin degistirilmesiyle de saglanabilmektedir. Sicaklik degisimine dayali
HSSME’de faz ayrimi, ek ajanlar yerine sicakligin degistirilmesiyle saglanmaktadir. Sicaklik
degisimiyle, pH destekli HSSME yontemine benzer sekilde, ¢oziiciilerin sudaki ¢oziiniirliikleri
degistirilebilmektedir. Ik olarak Murata ve arkadaslar1 tarafindan sunulmus bir yéntemdir [77].
Oda sicakliginda normalde heterojen olan su-¢oziicii karisimi, sicakligin arttirilmasi ile
homojen hale getirilmektedir. Homojen hale getirilen karisimda, sudaki analitlerin ¢oziicii
fazina transferleri saglanmaktadir. Ardindan karigimin sicakligi tekrardan oda sicakligina
diisiirilmektedir. Boylece sistem yeniden heterojen hale dondiiriilmekte ve analitleri igeren

¢Oziicii fazinin ayrilmasi saglanmaktadir [78,79].
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Sicaklik degisimine dayali HSSME’de, ekstraksiyon verimi sicakligin artirilmasiyla
artmaktadir. Fakat bazi analitlerin yiiksek sicakliklarda bozunma ihtimalleri de bulunmaktadir.
Bu sebeple sicaklik degisiminden etkilenmeyen analitlerin ekstraksiyonu i¢in uygulanabilir bir

yontemdir.

Bir diger HSSME yontemi de, hidrofobik c¢oziicii destekli sivi-sivi mikroekstraksiyon
metodudur. Literatiirde ayn1 zamanda hidrofobik ¢6ziicii destekli faz gecis ekstraksiyonu olarak
da gecen bu yontem, asetonitrilin ¢oziicii olarak kullanildigi durumlarda faz ayrimini saglamak
icin gelistirmis bir yontemdir. Liu ve arkadaglari, plazmadan ilaglar1 ekstrakte etmek icin sulu
asetonitril karistmina az miktarda hidrofobik yapidaki bir ¢oziicii olan kloroform ekleyerek faz
ayrimint gergeklestirmislerdir. Bu yontem ile tuz destekli HSSME da olan kirlilik, cihaz
dedektoriine zarar verme, analitlerle istenmeyen reaksiyon verme gibi durumlarin Oniine

gecilmesi amaclanmistir [80].

Hidrofobik ¢oziicii destekli HSSME yonteminde, homojen bir sulu asetonitril ¢ozeltisine polar
olmayan bir baska organik ¢oziiciiden az miktarda eklenmektedir. Eklenen organik coziicii
asetonitril i¢cinde ¢oziinebilen ama suda ¢dziinmeyen bir yapida olmalidir. Genellikle metil tert-
butil eter, toluen ve kloroform gibi ¢oziicliler bu amagla kullanilmaktadir [81]. Polar olamayan
¢oziicliden homojen ¢ozeltiye birkag damla eklenmesiyle ortamin hidrofobik 6zelligi artirilmis
olur. Artan hidrofobik etki asetonitril molekiillerinin sudaki ¢6ziiniirliigiinii azaltmaktadir.
Asetonitril molekiilleri su molekiillerinden siyrilip, kendi fazini olusturmak i¢in bir araya gelir.
Bu sekilde hidrofobik etkiyle su ve asetonitril fazi bir birlerinden ayrilmaktadir. Hidrofobik
¢oziicli destekli HSSME yontemi basit bir prosediir, yiiksek zenginlestirme faktorii ve hizl

ekstraksiyon avantajlarina sahip bir uygulamadir [82].

1.5 CALISMANIN AMACI VE ONEMI

Gelisen teknoloji ve buna paralel olarak biiyiiyen ¢evre sorunlari sebebiyle, giinlimiizde analitik
kimya uygulamalar1 giderek 6nem kazanmaktadir. Birgok alanda analitik yontemlere olan
ihtiyac yiiziinden, yesil kimya prensiplerine uygun yeni analiz metotlarinin gelistirilmesi 6nem
arz etmektedir. Ideal olarak, kimyasal analiz 6ncesinde kullanilan &rnek hazirlama ydntemleri
hizli, kullanim1 kolay, ucuz ve ¢evre dostu olmalidir. Bu nedenle modern analitik kimyadaki
giincel egilim, 6rnek hazirlama adimlarinin basitlestirilmesi, minyatiirlestirilmesi ve kullanilan

organik ¢oziiciilerin miktarlarinin azaltilmas1 yoniindedir.
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Pestisitler, tiiketiciler iizerinde olumsuz saglik etkileri olmasina ragmen, {iriin kalitesini ve
verimini artirmak i¢in tarimda yaygin olarak kullanilan kimyasal maddelerdir. Hem ham hem
de islenmis cesitli meyve ve sebzelerde pestisit kalintilarinin bulundugu tespit edilmistir [83].
Recgel, her mevsim tiiketilmek iizere cesitli taze meyvelerden yaygin olarak tiretilen geleneksel
bir gida iiriiniidiir. Regel liretiminde seker, meyve 0zii, asitlik diizenleyici ve koruyucular gibi
farkli bilesenler viskoz bir karisim elde edilene kadar kaynatilmaktadir [84]. Tiiketicilerin tat
tercihlerine bagli olarak cesitli sebze, yaprak ve kabuklardan da iiretilmektirler. Icerigin cesitli
tarim triinleri olmasi, recel iirlinlerinde bulunabilecek pestisit kalintisi siiphesini artirmaktadir.
Uretim siirecinin meyve recellerindeki pestisit kalintilar1 {izerinde farkl etkileri olabilmektedir.
Regel hazirlamada uygulanan kaynatma islemi ¢ig meyvelerdeki pestisitlerin buharlagsarak
uzaklasmasina neden olabilmektedir [85]. Ote yandan, recel hazirlama sirasinda uygulanan 1s1l
islem, su icerigini azaltmanin yam sira, taze meyvedeki herhangi bir pestisit kalintisini
yogunlastirabilmektedir [86]. Meyve recellerinde, bazilart 10 pg/kg’in  iizerindeki
konsantrasyonlarda pestisit kalintilar1 bulunduguna dair yayinlanmis kanitlar bulunmaktadir

[84,87].

Bal ve kuru meyveler ile birlikte meyve recelleri, yiiksek seker ve diisiik su icerikli {iriinler
olarak siniflandirilirlar ve bu 0Ozellikler, bu tiir matrislerdeki pestisit kalintilarinin
belirlenmesinde zorluklar olusturabilmektedir [85]. Bu dezavantaji avantaja doniistiirmek
amaciyla bu c¢alismada, meyve receli Orneklerindeki organofosforlu pestisitlerin
ekstraksiyonuna yonelik yeni bir seker destekli sivi-sivi mikroekstraksiyon (SD-SSME)
yontemi gelistirilmistir. Organofosforlu pestisitler olarak fenitrotiyon, fosalon, profenofos ve
kloropirifos segilmistir. Se¢ilen organofosforlu pestisitlerin kimyasal yapilar1 Sekil 1.9°da
verilmistir. Calisma kapsaminda visne, ¢ilek, boglrtlen, kayis1 ve mavi yemis igerikli ticari
regeller incelenmistir. Uretici tarafindan etiket iizerinde belirtilen recellerin toplam seker icerigi
kiitlece %68 ile %71 arasinda degismektedir. Recel orneklerine su ve suyla karisabilen bir
organik ¢oziliciiden meydana gelen homojen karigim mikrolitre hacimlerde ilave edilmistir.
Karistirma ve santrifilij islemleri sonrasi iist kisimda ayrilan organik ¢oziicii faz1 toplanarak
HPLC-UV ile analiz edilmistir. Homojen karisimda faz ayriminin gerceklesmesi regel
orneginin kendi seker igerigi sayesinde gerceklesmistir. SD-SSME yonteminin yiiksek seker
icerigine sahip regel Orneklerine ilk defa uygulaniyor olmasi yOntemin 6zgiin degerini

olusturmaktadir.
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Sekil 1.9 Calismada segilen organofosforlu pestisitlerin kimyasal yapisi.

22



BOLUM 2

DENEYSEL CALISMALAR

2.1 KULLANILAN KIMYASAL MADDELER VE CiHAZLAR

Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler analitik safliktadir ve ilave bir saflastirma
yapilmadan kullanilmistir. Organofosforlu pestisit standartlar1 olarak kullanilan fenitrotiyon,
fosalon, profenofos ve klorpirifos-etil ve deneysel islemler sirasinda kullanilan asetonitril,
metanol, etanol, aseton, sodyum hidroksit (NaOH) ve hidroklorik asit (HCI) Sigma-Aldrich
firmasindan temin edilmistir. Deneysel ¢aligmalarda kullanilan saf su Zeener Power I Scholar-
UV sisteminden {iretilmistir. Ekstraksiyon islemleri sirasina IsoLab marka 2 mL hacim
kapasiteli ve kilit kapakli Eppendorf tiipler, Hamilton marka cam mikro-enjektdr, Axypet
marka mikro-pipet ve ¢esitli cam malzemeler kullanilmistir. Bu ¢aligmada ayrica bazi cihazlar

kullanilmigtir. Kullanilan bu cihazlar ve kullanim amaglar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari.

Kullanilan Cihazlar Marka/Model Igullanlm amacl

Hassas terazi Kern Abs 220-4M  Orneklerin ve kimyasallarin tartimi
pH metre Hanna HI8314 pH ol¢iimii

Yiiksek hizli ¢alkalayici  Biosan MPS-1 Numune ve ¢oziicliniin karistirilmasi
Mikro-santrifiij cihazi Thermo Scientific ~ Karigimda faz ayriminin saglanmasi

Espresso Personal

Kromatografik analiz, degazor (SCM100), pompa (P1000 ), otomatik enjektor (S3000), UV
dedektér (UV1000) ve kontrol sistemi (SN4000) ile donatilmig bir Thermo Finnigan marka
yliksek performans sivi kromatografisi (HPLC) cihazi (San Jose, USA) kullanilarak yapilmistir.

Kromatografik veriler ChromQuest 4.1 yazilimi kullanilarak elde edilmis ve islenmistir.

23



2.2 STANDART COZELTILERIN HAZIRLANMASI

Calisma kapsaminda segilen organofosforlu pestisit standartlari, uygun miktarlarda tartilarak
asetonitril icinde ¢6ziilmiis ve ayr1 ayri stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Ardindan yine asetonitril
icinde her bir pestisiti 500 pg/mL konsantrasyonunda icerecek sekilde yeni bir stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Stok ¢6zeltinin asetonitril ile seyreltilmesiyle daha diisiik konsantrasyonlarda
farkli ara stok ¢ozeltiler hazirlanmis ve bu ara stok ¢ozeltiler ¢alismanin optimizasyon ve
validasyon asamalarinda kullanilmistir. Hazirlanan tiim ¢ozeltiler kullanilmadiklar siirelerde

buzdolabinda +4 °C’de saklanmuistir.

2.3 ORNEKLERIN TOPLANMASI

Calisma kapsaminda kullanilan visne, c¢ilek, bogiirtlen, kayisi ve mavi yemis regelleri,
Zonguldak’taki yerel siipermarketlerden temin edilmistir. Orneklerin etiketlerinde belirtilen
seker orani kiitlece % 68-71 araligindadir. Toplanan recel 6rnekleri analiz 6ncesinde kendi
orijinal kaplarinda ve oda sicakliginda saklanmistir. Ekstraksiyon isleminde regel 6rneklerinin

kat1 icermeyen akigskan kisimlar1 kullanilmistir.

2.4 SEKER DESTEKLI SIVI-SIVI MIKROEKSTRAKSiYON YONTEMIi

Meyve receli drneklerindeki organofosforlu pestisitlerin ekstraksiyonunda seker destekli sivi-
stvi mikroekstraksiyon (SD-SSME) yontemi kullanilmistir. Kilit kapakli Eppendorf tiipiine
recel Orneklerinin akiskan kisimlarindan 1 gram tartilip tizerine 600 pL asetonitril-su (50:50,
v/v) karisimi ilave edilmistir. Ardindan kapaklar1 sikica kapatilan tiipler, yiiksek hizli
calkalayict ile 2500 rpm’de 0,5 dakika karistirilmistir. Karistirma islemi sonrasinda 6000 rpm
devirde 4 dakika siireli santrifiij islemi uygulanmistir. Son asamada ise iist kistmda biriken
asetonitril faz1 (190 + 5 pL) bir mikro-enjektdr yardimiyla toplanmis ve HPLC-UV ile analiz
edilmistir. Recel orneklerine uygulanan prosediir optimize edilen kosullarda sematik olarak

Sekil 2.3°de verilmistir.
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Sekil 2.1 Recel drneklerine uygulanan seker destekli sivi-sivi mikroekstraksiyon yonteminin
sematik gosterimi.

2.5 KROMATOGRAFIK ANALIZ KOSULLARI

SD-SSME ile numune hazirlama sonrasinda organofosforlu pestisitlerin kromatografik
analizlerinde HPLC-UV kullanilmistir. Phenomenex Max-RP (250x4,6 mm, 4um) analitik
kolon ile ayirma islemi gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak asetonitril ve su (% 0.1
trifloroasetik) kullanilmis ve 1 mL/dk akis hiziyla gradiyent eliisyon islemi uygulanmustir.
Eliisyon isleminde asetonitril % 75 (v/v) ile baslamakta ve devaminda dogrusal bir artigla 10
dakikada % 100’e ulasmaktadir. Asetonitrilin tekrar dogrusal olarak %75’e diismesi ise 5
dakikada ger¢eklesmektedir. Bu kosulda analitik kolonun 5 dakika sartlanmasi sonrasinda bir
sonraki numunenin analizi yapilmaktadir. Analizler sirasinda UV dalga boyu 225 nm ve

numune enjeksiyon hacmi 20 pL olarak uygulanmustir.
Kullanilan HPLC-UV analiz sartlarinda, organofosforlu pestisitleri (fenitrotiyon, fosalon,

profenofos ve klorpirifos) igeren standart ¢ézeltinin (25 pg/mL) HPLC-UV analizinden elde

edilen kromatogram 6rnek olarak Sekil 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2.2 Organofosforlu pestisitleri igeren standart ¢ozeltinin (25 pg/mL) analizinden elde
edilen HPLC-UV kromatogrami. 1: Fenitrotiyon, 2: Fosalon, 3: Profenofos, 4:
Klorpirifos.

2.6 KROMATOGRAFIK SISTEMIN KALIBRASYONU

Kromatografik sistemin kalibrasyonu i¢in organofosforlu pestisitleri i¢eren stok ¢ozeltinin (500
pg/mL) asetonitril ile seyreltilmesiyle hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki (1 — 50 pg/mL)
cozeltilerin HPLC-UV ile analizleri yapilmigtir. Kalibrasyon grafiklerinin hazirlanmasinda
bilesiklere ait pik alanlar1 ve konsantrasyon degerleri kullanilmistir. Organofosforlu pestisitler

icin elde edilen kalibrasyon grafikleri Sekil 2.3, Sekil 2.4, Sekil 2.5 ve Sekil 2.6 *da verilmistir.

2000000

1800000 | ¥ =34660x +1295.5 penitrotiyon
= 0,9995

1600000 |
1400000
£ 1200000
"< 1000000
= 800000
600000
400000
200000

0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 2.3 Fenitrotiyon i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi.
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Sekil 2.4 Fosalon i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi.
2000000
y=37241x +4933,2 Profenofos
1750000 - R2=10,9988
1500000
g 1250000
"< 1000000
E 750000
500000
250000
0 I I I I I
0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 2.5 Profenofos i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi.

2500000
y =47347x +4131,9 Klorpirifos
2000000 {  R2=0,9995
£ 1500000 |
<
= 1000000 -
500000 -
O 1 1 1 I
0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 2.6 Klorpirifos i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi.
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Organofosforlu pestisitler i¢in elde edilen kalibrasyon denklemleri ve belirleme katsayilari (r%)

Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2 Organofosforlu pestisitlerin kalibrasyona ait denklem ve belirleme katsayilar.

o Lineer aralik ) ) Belirleme katsayisi
Organofosforlu pestisitler Kalibrasyon denklemi R
(ng/mL) ()
Fenitrotiyon 1-50 y =34660x + 1295,5 0,9995
Fosalon 1-50 y=44111x + 34524 0,9998
Profenofos 1-50 y=37241x +4933,2 0,9988
Klorpirifos 1-50 y=47347x +4131,9 0,9995
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BOLUM 3

SONUCLAR VE DEGERLENDIRME

3.1 MIKROEKSTRAKSIYON KOSULLARININ OPTIMIZASYONU

Bu calismada, meyve regeli 6rneklerindeki organofosforlu pestisitlerin (fenitrotiyon, fosalon,
profenofos, klorpirifos) ekstraksiyonuna yonelik yeni bir seker destekli sivi-sivi
mikroekstraksiyon (SD-SSME) yontemi gelistirilmistir. Recel orneklerine su ve suyla
karigabilen bir organik ¢oziiciiden meydana gelen homojen karisim mikrolitre hacimlerde ilave
edilmistir. Karistirma ve santrifiij islemleri sonrasi iist kisimda ayrilan organik ¢oziicli fazi
toplanarak HPLC-UYV ile analiz edilmistir. Homojen karisimda faz ayriminin gergeklesmesi
recel Orneginin kendi seker igerigi sayesinde gergeklesmistir. S6z konusu mikroekstraksiyon
yontemiyle en yiiksek ekstraksiyon verimliligine ulagsmak i¢in degisik parametreler optimize
edilmistir. Suyla karisabilen ¢oziiciliniin tiirii, ¢oziicii karisiminin bilesimi ve hacmi, karistirma
stiresi ve pH gibi parametrelerin optimizasyonu yapilmistir. Optimizasyonda, “bir seferde tek
degisken” yaklasimi kullanilmis ve incelenen parametre degistirilirken, diger tiim parametreler
sabit tutulmustur. Bu islemler sirasinda ilgili pestisitleri igermeyen visne receli Ornegi
kullanilmis ve bu 6rnege her seferinde 2,5 pg/g konsantrasyonunda organofosforlu pestisitleri
icerecek sekilde standart ¢ozelti ilavesi yapilmistir. Bu amagla, Eppendorf tiip i¢inde 1 g olarak
tartilan recel 6rnegine organofosforlu pestisitleri iceren 50 pg/mL konsantrasyonlu standart
cozeltiden 50 pL ilave edilmistir. Standart madde ilavesi yapilan regel orneginin Onerilen
yontem ile ekstraksiyonu yapilmis ve sonrasinda da HPLC-UV ile analiz islemi
gerceklestirilmistir. Optimum kosullarin secilmesinde ekstraksiyon verimleri ve ydntemin
hassasiyeti esas alinmistir. Ekstraksiyon verimleri, standart madde ilavesi yapilan numunede
belirlenen pestisit miktarinin  baslangigta numuneye ilave edilen pestisit miktarina

oranlanmasiyla hesaplanmistir.

29



3.1.1 Suyla Karnisabilen Coziicii Secimi

Polar organik ¢oziiciileri iceren homojen sulu karigimlarda seker destekli faz ayriminin
gerceklestirilmesi ilk olarak 2008 yilinda Wang ve arkadagslar1 tarafindan gerceklestirilmistir.
Asetonitril-su karigimina monosakkarit (glikoz, ksiloz, arabinoz, fruktoz ) veya disakkaritlerin
(sakkaroz, maltoz) ilave edilmesiyle faz ayrimmin meydana geldigi gozlenmistir [58]. Bu
caligmay takiben ilerleyen yillarda ¢ok sayida seker destekli sivi-sivi ekstraksiyon yontemi
gelistirilmis ve bu ¢aligmalarda ¢ogunlukla suyla karisabilen ¢dziicii olarak asetonitril tercih

edilmistir [60,66,88].

Bu c¢alismada, en uygun suyla karisabilen coziiciiniin se¢ilmesi amaciyla organofosforlu
pestisitleri igeren 1 g regel 6rnegi iizerine 1 mL ¢oziicii-su (50:50, v/v) karisimi ilave edilmistir.
Suyla karisabilen ¢oziiciiler olarak metanol, etanol, asetonitril ve aseton kullanilmistir.
Ardindan karisim yiiksek hizli ¢alkalayici ile 2500 rpm’de 1 dakika boyunca karigtirildiktan
sonra 6000 rpm’de 4 dakika santrifiij edilmis ve faz ayriminin meydana gelip gelmedigi kontrol
edilmistir. Karigimlarin  santrifiij sonrasindaki fotograflar1 Sekil 3.1°de verilmistir.
Santrifiijleme sonrasinda sadece asetonitril-su karigimi kullanildiginda faz ayriminin meydana
geldigi gozlenmistir. Bu nedenle SD-SSME yonteminde suyla karisabilen ¢oziicli olarak

asetonitril se¢ilmigtir.

Metanol:Su Etanol:Su  Asetonitril:Su  Aseton:Su
(1:1, v/v) (1:1, v/v) (1:1, v/v) (1:1, viv)

Sekil 3.1 SD-SSME yonteminde farkli ¢oziicli-su karigimlariyla elde edilen faz ayrimlari.
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3.1.2 Asetonitril-Su Karisiminin Bilesiminin Se¢imi

Asetonitril-su karisimi i¢in en uygun bilesimin belirlenmesi amaciyla, organofosforlu
pestisitleri iceren 1 g recel 6rnegi tizerine farkli bilesimlerde asetonitril-su karisimindan 1 mL
ilave edilmistir. Asetonitril-su bilesimi hacimce yiizde esasina gore sirasiyla 40:60, 50:50,
60:40 ve 70:30 olacak sekilde hazirlanmis ve kullanilmistir. Farkli bilesimdeki asetonitril-su
karisimlarinin regel Ornegine ilavesi sonrasinda karisim yiiksek hizli calkalayici ile 2500
rpm’de 1 dk boyunca karistirilmis ve ardindan 6000 rpm’de 4 dk santrifiij edilmistir. Faz ayrimi
sonrasinda {ist kistmda toplanan asetonitril fazi mikroenjektor yardimiyla toplanarak HPLC-
UV ile analiz edilmistir. Farkli bilesimde asetonitril-su karisimlariyla elde edilen ekstraksiyon

verimleri Sekil 3.2°de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gbre, 1 mL sabit hacimde kullanilan asetonitril-su karisiminda asetonitril
yiizdesinin 40’tan 70’e ¢ikarilmasiyla organofosforlu pestisitlerin ekstraksiyon verimlerinde
artis meydana gelmistir. Bunun yaninda ¢oziicii karigiminda asetonitril yilizdesinin artirilmasi,
faz ayrimi sonrasinda iist kisimda toplanan asetonitril fazin hacminin de artmasina neden
olmustur. Asetonitril yiizdesinin 40, 50, 60 ve 70 olarak kullanildig1 kosullarda iist kisimda
toplanan asetonitril fazlarinin hacimleri sirastyla 13243, 320+5, 49743 ve 687+3 pL olarak
Ol¢iilmiistiir. Asetonitril-su karisiminda asetonitril ylizdesinin artirilmasi hidrofobik 6zellikteki
organofosforlu pestisitlerin daha fazla ¢6ziicii fazina transfer olmasina neden olmaktadir. Bu
sebeple ekstraksiyon verimlerinde artis meydana gelmektedir. Ancak asetonitril-su karigiminda
asetonitril yiizdesinin artirilmasi ayn1 zamanda faz ayrimi sonrasi toplanan asetonitril hacminin
de artmasina neden olmaktadir. Bu durum analitler i¢in seyrelme etkisi meydana getirdiginden
yontemin hassasiyetinde azalmaya neden olmaktadir. Ekstraksiyon islemlerinde ¢oziici
hacminin artirilmasi1 genellikle ekstraksiyon verimliligi bakimindan avantaj saglarken,
analitlerin tayin limitleri bakimindan dezavantaj olusturmaktadir. Bu nedenle, hem
ekstraksiyon verimlerini hem de hassasiyeti orta seviyelerde tutmak igin asetonitril-su bilesimi

olarak 50:50 sec¢ilmistir.
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100 1 DOFenitrotiyon DO Fosalon MProfenofos MKlorpirifos
90 - i t
80 - I -
70 1 T
60
50
40
30
20 o
10

Ekstraksiyon verimi (%)

40:60 50:50 60:40 70:30
Asetonitril-su bilesimi (%, v/v)

Sekil 3.2 Farkli bilesimlerde asetonitril-su karigimlariyla elde edilen ekstraksiyon verimleri.

3.1.3 Asetonitril-Su Karisiminin Hacminin Secimi

Asetonitril-su karigimi (50:50, v/v) i¢in en uygun hacmin belirlenmesi amaciyla, organofosforlu
pestisitleri iceren 1 g recel 6rnegi lizerine farkli hacimlerde (400 — 1200 pL) asetonitril-su
karigimindan ilave edilmistir. Farkli hacimlerdeki asetonitril-su karigimlarinin recel 6rnegine
ilavesi sonrasinda karigim yiiksek hizli ¢alkalayici ile 2500 rpm’de 1 dk boyunca karigtirilmig
ve ardindan 6000 rpm’de 4 dk santrifiij edilmistir. Faz ayrimi sonrasinda iist kisimda toplanan
asetonitril fazi1 mikroenjektor yardimiyla toplanarak HPLC-UV ile analiz edilmistir. Farkli
hacimlerde asetonitril-su karigimlariyla organofosforlu pestisitler icin elde edilen ekstraksiyon

verimleri Sekil 3.3’de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, 50:50 (v/v) oraninda sabit bilesimde kullanilan asetonitril-su
karisimmin  hacminin 400 pL’den 600 pL’ye cikarilmasiyla organofosforlu pestisitlerin
ekstraksiyon verimlerinde 6nemli bir artis meydana gelmis, 600 pL’nin iizerine ¢ikildiginda ise
ekstraksiyon verimleri bazi analitler i¢cin degismezken, bazi analitler i¢in hafifce artmaya devam
etmistir. Bunun yaninda asetonitril-su karigiminin hacminin artirilmasi, faz ayrimi sonrasinda tist
kisimda toplanan asetonitril fazin hacminin de artmasma neden olmustur. Asetonitril-su
karisiminin hacminin 400, 600, 800, 1000 ve 1200 pL kullanildig1 kosullarda iist kisimda
toplanan asetonitril fazlarmin hacimleri sirasiyla 127+£3, 18843, 272+6, 322+4 ve 400+5 puL
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olarak 6l¢tilmistiir. Ekstraksiyon verimliligi ve yontemin hassasiyeti géz 6niinde bulundurularak

asetonitril-su karigimi (50:50, v/v) i¢in en uygun hacim 600 pL olarak se¢ilmistir.

100 3 DOFenitrotiyon OFosalon @Profenofos MKlorpirifos
90 A

80 - + B3 ]
70 A

60 A a
50 A
40 A
30
20
10

Ekstraksiyon verimi (%)

400 600 800 1000 1200

Asetonitril-su karigiminin hacmi (nL)

Sekil 3.3 Farkli hacimlerde asetonitril-su karisimiyla elde edilen ekstraksiyon verimleri.

3.1.4 Karnistirma Siiresinin Se¢cimi

En uygun karistirma siiresinin belirlenmesi amaciyla, organofosforlu pestisitleri iceren 1 g recel
ornegi tizerine 600 puL asetonitril-su (50:50, v/v) karisimi ilave edilmis ve ardindan yiiksek hizl
calkalayict ile farkli siirelerde (0,5 — 8 dk) karistirma islemi uygulanmistir. Bu asamada
karigtirma hiz1 2500 rpm’de sabit tutulmustur. Santrifiij islemi sonrasinda asetonitril fazinin
HPLC-UV ile analizi yapilmistir. Farkli siirelerde karistirma islemi uygulandiginda

organofosforlu pestisitler icin elde edilen ekstraksiyon verimleri Sekil 3.4’de verilmistir.

Farkli siirelerde karistirma isleminin uygulanmasiyla organofosforlu pestisitlerin ekstraksiyon
verimlerinde 6nemli bir degisiklik meydana gelmemistir. Baslangi¢ kosullarinda recel 6rnegine
asetonitril-su karisiminin ilave edilmesi ve kisa siireli bir karistirma islemiyle homojen bir
karisim olusmaktadir. Bu asamada, numunedeki analitler ile ekstraksiyon ¢oziiciisii arasindaki
temas maksimum oranda ger¢eklesmektedir. Bu nedenle de ekstraksiyon dengesi ¢ok hizli
kuruldugundan uzun siiren karistirma islemlerine ihtiya¢ duyulmamaktadir. Farkli stirelerde
karistirma isleminin uygulanmasi, faz ayrimi sonrasinda tist kisimda toplanan asetonitril fazinin

hacminde de 6nemli bir degisiklik meydana getirmemistir. Karistirma siiresinin 0,5, 1, 3, 5 ve

33



8 dk kullanildig1 kosullarda {ist kistmda toplanan asetonitril fazinin hacimleri sirastyla 190+£5,
188+3, 185+5, 18343 ve 182+3 pL olarak Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore karistirma
stiresinin artirilmasi, ekstraksiyon verimliligi bakimindan énemli bir artis saglamamaktadir. Bu

nedenle karistirma siiresi olarak 0,5 dk secilmistir.

100 7 OFenitrotiyon DO Fosalon @Profenofos M Klorpirifos
90 -
80 - H ] i3
70 -
60 1
50 1
40
30 -
20 1
10 4

Ekstraksiyon verimi (%)

0,5 1 3 5 8
Karistirma stiresi (dakika)

Sekil 3.4 Farkli karigtirma siirelerinde elde edilen ekstraksiyon verimleri.

3.1.5 pH Secimi

En uygun pH’nin belirlenmesi amaciyla, fakli pH’lara sahip su kullanilarak asetonitril-su
(50:50, v/v) karigimlart hazirlanmig ve bu karisimlar recel 6rneklerindeki organofosforlu
pestisitlerin ekstraksiyonunda kullanilmistir. Farkli pH’lara sahip sularin hazirlanmasinda 0,1M
fosfat tamponu kullanilmis ve ardindan istenilen pH degerine ulagsmak i¢cin 1M HCI veya 1M
NaOH c¢ozeltileri damla damla ilave edilmistir. Ekstraksiyon sirasinda asetonitril-su (50:50,
v/v) karigiminin hacmi 600 pL. ve karistirma siiresi 0,5 dk olarak sabit tutulmustur. Farkli
pH’larda yapilan ekstraksiyon iglemi sonrasinda organofosforlu pestisitler i¢in elde edilen
ekstraksiyon verimleri Sekil 3.5°de verilmistir. Ayrica, farkli pH’larda yapilan ekstraksiyon ve

analiz sonrasinda elde edilen HPLC-UV kromatogramlari 6rnek olarak Sekil 3.6’da verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, pH’nin 2 ile 10 arasinda degistirilmesiyle organofosforlu
pestisitlerin ekstraksiyon verimlerinde 6nemli bir degisiklik meydana gelmemistir. Farkli

pH’larda ekstraksiyon isleminin uygulanmasi, faz ayrimi sonrasinda iist kisimda toplanan
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asetonitril fazinin hacminin hafif¢e artmasina neden olmustur. Ekstraksiyonda, pH’nin 2, 4, 6,
8 ve 10 olarak ayarlandig1 kosullarda tist kisimda toplanan asetonitril fazinin hacimleri sirasiyla
180£5, 193+3, 19743, 208+3 ve 21243 pL olarak ol¢iilmiistiir. Bu ¢alisma kapsaminda
kullanilan fenitrotiyon, fosalon, profenofos ve klorpirifos icin literatiirde pKa degeri rapor
edilmemigtir. Dolayisiyla bu bilesikler, sulu ortamda genis bir pH araliginda iyonlagmadan
kalabilmektedir. Bu sayede ekstraksiyon sirasinda ortamin pH’sindan etkilenmeden organik
¢Oziicii fazina transfer olduklar1 degerlendirilmektedir. Ekstraksiyon verimlerinde 6énemli bir
degisiklik meydana gelmediginden dolayr bu c¢aligma kapsaminda pH ayarlama islemi

yapilmamistir.

100 1 OFenitrotiyon ~ OFosalon  @Profenofos B Klorpirifos
90 1 - + Y T
80 1
70 1
60 -
50 1
40 1
30 A
20 1
10 1

Ekstraksiyon verimi (%)

10
pH

Sekil 3.5 Farkli pH’larda organofosforlu pestisitler i¢in elde edilen ekstraksiyon verimleri.
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Sekil 3.6 Farkli pH’larda yapilan ekstraksiyon ve analiz sonrasinda elde edilen HPLC-UV
kromatogramlari. 1: Fenitrotiyon, 2: Fosalon, 3: Profenofos, 4: Klorpirifos.

3.2 SD-SSME YONTEMININ ANALITiK PERFORMANSI

SD-SSME yonteminin analitik performansi optimize edilmis kosullar altinda incelenmistir. SD-
SSME yoéntemi i¢in belirlenen dogrusallik, belirleme katsayisi, algilama limiti (LOD), tayin
limiti (LOQ) ve kesinlik sonuglar1 Cizelge 3.1’de verilmistir. Organofosforlu pestisitler i¢in
dogrusallik, 0,05 ile 5 ng/g konsantrasyon araliginda incelemistir. Bu konsantrasyon araliginda
organofosforlu pestisitleri igeren vigne regeli 6rneklerinin SD-SSME yontemi ile ekstraksiyonu
ve ardindan HPLC-UV ile analizlerinden elde edilen sonuclarla kalibrasyon grafikleri
olusturulmustur. Organofosforlu pestisitler i¢in elde edilen kalibrasyon grafikleri Sekil 3.7’de

verilmistir. Kalibrasyon grafiklerinin belirleme katsayilar1 (r?), 0,9992 degerinin iizerindedir.

Metot algilama limitleri (LOD), organofosforlu pestisitler i¢in sinyal/giiriiltii (S/N) oranmi 3
alinarak, metot tayin limitleri (LOQ) ise S/N oran1 10 alinarak hesaplanmistir. Organofosforlu
pestisitler i¢in LOD degerleri 12-25 pg/kg, LOQ degerleri ise 41-83 ug/kg araliginda

bulunmustur.

SD-SSME yonteminin kesinligi giin-i¢i ve gilinler-arasi tekrarlanabilirlik olarak belirlenmistir.
Organofosforlu pestisitleri 1 ug/g konsantrasyonunda igeren visne regeli 6rnegi giin igerisinde
iic kez ve swrali ii¢ giin boyunca analiz edilmistir. Yontemin gilin-i¢ci ve glinler-arasi
tekrarlanabilirligi ylizde bagil standart sapma (% RSD) olarak hesaplanmistir. Organofosforlu

pestisitler i¢in glin-i¢i ve gilinler-arasi tekrarlanabilirlik sonuglart sirastyla % 3,2-5,1 ve % 2,5—
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7,9 arasinda degisiklik gostermistir. Optimum kosullardaki ortalama ekstraksiyon verimleri,

fenitrotiyon, fosalon, profenofos ve klorpirifos icin sirastyla % 89, 83, 81 ve 82 olarak

bulunmustur.

Cizelge 3.1 SD-SSME yo6nteminin analitik performans parametreleri.

Organofosfat ~ Lineer Kalibrasyon 2 LOD LOQ RSD* RSD® EV®
pestisitler aralik denklemi (ngkg) (ugkg) (%) (%) (%)
(neg/g)
Fenitrotiyon  0,05-5 y=216296x - 4048 0,9994 12 41 4,1 2,5 89
Fosalon 0,05-5 y=273262x - 6772 0,9997 15 51 4,3 5,6 83
Profenofos 0,05-5 y=1232331x — 2508 0,9992 25 83 5,1 4,2 81
Klorpirifos 0,05-5 y=294127x — 9050 0,9998 18 58 32 7.9 82
4Glin-i¢i tekrarlanabilirlik (1 pg/g, n = 3).
bGiinler-aras1 tekrarlanabilirlik (1 pg/g, n = 3)
°Ekstraksiyon verimi (2,5 pg/g, n =15)
1200000 1600000
1000000 - y =216296x - 4048,3 Fenitrotiyon 1400000 | ¥ =273262x - 6772,3 Fosalon
R2=0,9994 1200000 R2=0,9997
800000 | _ |
g g 1000000
< 600000 - < 800000 -
o 2400000 £ 600000 |
400000 -
200000 200000 |
0 r r : : - 0 T T r r
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 6
Konsantrasyon (ug/g) Konsantrasyon (ng/g)
1400000 1600000
1200000 | y =232331x - 2507,7 Profenofos 1400000 { Y = 29‘2‘12774 -9050,1 Klorpirifos
R*=0,9992 1200000 |~ RET0998
1000000 -
g 200000 1 g 1000000 -
< < 800000 -
= 600000 1 Z 600000 -
400000 - 400000 -
200000 - 200000
0 r : - . - 0 T T r r
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 6
Konsantrasyon (ug/g) Konsantrasyon (ng/g)

Sekil 3.7 SD-SSME yontemiyle organofosforlu pestisitler icin elde edilen kalibrasyon

grafikleri.
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3.3 SD-SSME YONTEMININ FARKLI RECEL ORNEKLERINE UYGULANMASI

SD-SSME yonteminin dogrulugu, organofosforlu pestisitlerin ilave edildigi farkli meyve regeli
orneklerinin analiz edilmesiyle test edilmistir. Bu amagla visne, cilek, bogiirtlen, kayisi ve mavi
yemis regelleri kullamlmistir. Incelenen recel orneklerinde organofosforlu pestisitler tespit
edilmemistir. Dolayisiyla ayni regel orneklerine 0,25 pg/g ve 2,5 pg/g konsantrasyonlarinda
olacak sekilde organofosforlu pestisitler ilave edilmis ve sonrasinda onerilen yontem ile analiz

islemi gergeklestirilmistir.

Organofosforlu pestisitlerin eklendigi regellerin SD-SSME-HPLC-UV yontemiyle analizleri
sonrasinda tespit edilen konsantrasyonlarin ekleme yapilarak olusturulan konsantrasyon
degerlerine oranlanmasiyla organofosforlu pestisitler i¢in ylizde bagil geri kazanim degerleri
hesaplanmistir. Analizler, diisiik ve yiiksek konsantrasyon degerleri icin ii¢ kez tekrarlanmis ve
tekrarl analiz sonuglarindan yontemin yilizde bagil standart sapmasi (% RSD) hesaplamistir.
Recel drneklerindeki organofosfat pestisitler i¢in bulunan bagil geri kazanim degerleri ve % RSD

degerleri Cizelge 3.2°de verilmistir.

Recel orneklerine uygulanan SD-SSME-HPLC-UV yontemiyle organofosforlu pestisitler igin
geri kazanim degerlerinin % 89 ile % 107, RSD degerlerinin ise % 1,2 ile % 6,1 arasinda degisim

gosterdigi bulunmustur.

Cizelge 3.2 Standart madde eklenen meyve regellerinin analizlerinden elde edilen yiizde geri
kazanim ve RSD degerleri.

Fenitrotiyon Fosalon Profenofos Klorpirifos
Regel Eklenen Geri RSD Geri RSD Geri RSD Geri RSD
Ornekleri (ug/g)  kazanim (%) kazanim (%) kazanim (%) kazanim (%)
(%) (%) (%) (%)
Visne 0,25 94 4,8 95 3,9 103 3,9 91 24
2,5 106 33 102 2,0 101 2,8 98 3,8
Cilek 0,25 95 6,1 103 1,6 91 5,6 102 44
2,5 107 5,2 104 3.9 104 3.8 102 3,1
Bogiirtlen 0,25 102 2,6 103 5,9 92 1,3 102 4,2
2,5 104 4,5 104 4,8 99 3,1 103 3,5
Kayis1 0,25 103 34 103 3,0 97 2,0 98 1,6
2,5 105 4.4 105 2,9 104 3,0 106 3,5
Mavi yemis 0,25 89 4,6 95 4,0 90 2,9 96 2,2
2,5 97 1,2 99 3,9 101 5,0 99 5,8
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Standart madde ilavesi yapilmayan ve yapilan farkli meyve recellerinin SD-SSME yontemi
sonrasinda HPLC-UV ile analizlerinden elde edilen 6rnek kromatogramlar Sekil 3.8-Sekil

3.12°de verilmistir.
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Sekil 3.8 a) Standart madde eklenmeyen ve b) 0,25 ng/g ve c) 2,5 ng/g olacak sekilde standart
madde eklenen visne regelinin SD-SSME sonrasi analizinden elde edilen HPLC-UV
kromatogramlari. 1: Fenitrotiyon, 2: Fosalon, 3: Profenofos, 4: Klorpirifos.

Miliabsorbans (mAU)

6
Zaman (dakika)

Sekil 3.9 a) Standart madde eklenmeyen ve b) 0,25 ng/g ve ¢) 2,5 ng/g olacak sekilde standart
madde eklenen cilek recelinin SD-SSME sonrasi analizinden elde edilen HPLC-UV
kromatogramlari. 1: Fenitrotiyon, 2: Fosalon, 3: Profenofos, 4: Klorpirifos.
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Zaman (dakika)

Sekil 3.10 a) Standart madde eklenmeyen ve b) 0,25 pg/g ve ¢) 2,5 pg/g olacak sekilde standart
madde eklenen bogiirtlen regelinin SD-SSME sonrasi analizinden elde edilen HPLC-
UV kromatogramlari. 1: Fenitrotiyon, 2: Fosalon, 3: Profenofos, 4: Klorpirifos.

Miliabsorbans (mAU)

. T e
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Sekil 3.11 a) Standart madde eklenmeyen ve b) 0,25 pg/g ve ¢) 2,5 pg/g olacak sekilde standart
madde eklenen kayisi regelinin SD-SSME sonrasi analizinden elde edilen HPLC-UV
kromatogramlari. 1: Fenitrotiyon, 2: Fosalon, 3: Profenofos, 4: Klorpirifos.
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Sekil 3.12 a) Standart madde eklenmeyen ve b) 0,25 pg/g ve ¢) 2,5 ng/g olacak sekilde standart
madde eklenen mavi yemis regelinin SD-SSME sonrasi analizinden elde edilen
HPLC-UV kromatogramlari. 1: Fenitrotiyon, 2: Fosalon, 3: Profenofos, 4:
Klorpirifos.

3.4 LITERATURDEKI YONTEMLERLE KARSILASTIRMA

Bu c¢alisma kapsaminda gelistirilen SD-SSME yontemi, literatiirdeki organofosforlu
pestisitlerin bazi kati numunelerde tayini i¢in kullanilan yontemlerle karsilagtirilmigtir.
Karsilagtirmada, numune hazirlama siiresi, LOD, RSD ve geri kazanim gibi bazi analitik
performans parametreleri dikkate alimmistir. Karsilastirma detaylar1 Cizelge 3.3°de
ozetlenmistir. SD-SSME yonteminin numune hazirlama basamaginda kullanilan temel iglemler
icin harcanan siire, diger yontemlerde harcanan siirelere kiyasla oldukca kisadir. SD-SSME
yonteminde temel islemler i¢in harcanan siire yaklasik 4,5 dakika iken, diger yontemlerin
cogunda bu siire 20 dakikadan daha fazladir. Diger yontemlerde ekstraksiyon dengesine
ulagsmak i¢in uzun siireli karistirma islemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. SD-SSME yo6nteminde
ise ekstraksiyon ¢Oziiciisii olarak suyla her oranda karigabilen asetonitril kullanilmaktadir.
Yontemin ilk asamasinda regel 6rnegine asetonitril:su karigiminin ilave edilmesi ve sonrasinda
kisa siiren bir karistirma islemiyle ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin numune i¢inde dagilmasi biiytik
oranda gerceklesmektedir. Bu sayede analit-¢oziicii etkilesimi ¢ok kisa bir siirede dengeye
ulagmaktadir. Kesinlik ile ilgili olarak, dnerilen SD-SSME yonteminin RSD degerleri, diger
yontemler i¢in bildirilenlerden daha iyi veya bunlarla karsilastirilabilir niteliktedir. Dogruluk
ile 1ilgili kiyaslama yapildiginda ise, organofosforlu pestisitlerin ilave edildigi recel
orneklerinden elde edilen geri kazanim degerlerinin, diger yontemlerde rapor edilenlerle

benzerlik gosterdigi ortaya ¢ikmaktadir. Genel olarak incelenen yontemlerde % 74’den daha
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yiiksek geri kazanim degerleri rapor edilmistir. SD-SSME yontemi, rapor edilen diger
yontemlere kiyasla tatmin edici bir hassasiyet saglamasa da, az miktarda numune kullanarak

dogru analiz, 1yi kesinlik ve yiiksek ekstraksiyon verimliligi saglamaktadir.

Cizelge 3.3 SD-SSME yonteminin literatiirdeki diger yontemlerle karsilagtirilmasi.

Metot Analit Ornek Tipi ve Temel islemler ve LOD RSD Geri Ref.
Miktar1 harcanan siire (ug’kg) (%)  kazanim
(%0)
UD- Fosalon Sonikasyon (30 dk)
DSSME- Klornirifos Sebze (1 g) Santrifiij (6 dk) 2-8 <9,0 91-109 [89]
HPLC-UV P Katilastirma (5 dk)
ub- Ezlsnatlr(())r?yon Meyve ve sebze  Somikasyon (25 dk)
DSSME- Profenofos (1 }; Santrifiij (7 dk) 1-4 <9,0 88-110 [90]
HPLC-UV . & Katilagtirma (5 dk)
Klorpirifos
Karistirma (4 dk)
KFE- Fosalon Kurutma (5 dk)
DSSME- . Meyve (7 g) . 1-6 <9 81-107 [91]
GC-FID Klorpirifos Sonikasyon (4 dk)
Santrifiij (5 dk)
Fenitrotiyon
SDSSE- .
Fosalon Sonikasyon (5 dk) 0,8—
DSSME- Profenofos Pekmez (0,5 ¢) Santrifiij (4 dk) 6,1 <6 75-100 [70]
GC-MS .
Klorpirifos
BNE- Fenitrotiyon Karigtirma (60 dk) B -
HPLC-PDA Klompirifos  MV¢ (108 qunwifij G0 dky >0 =8 7895 [92]
MMBP- Sonikasyon (10 dk)
Klorpirifos ~ Piring (2 g) Santrifiij (5 dk) 7,2 <4,6 81-92 [93]
HPLC-UV
Karistirma (10 dk)
Karistirma (15 dk)
IS-DSSME- . .
HPLC-DAD Klorpirifos ~ Tahil (2 g) Sonikasyon (3 dk) 4,5 <2.8  99-102 [94]

Santrifiij (15 dk)

QuEChERS  Fenitrotiyon Karistirma (3 dk)

.GC-MS  Fosalon Salatalk (10 8) g vrifiii (2 di) = =17 749 95
Fenitrotiyon

SD-SSME-  Fosalon Karistirma (0,5 dk) Bu

HPLC-UV  Profenofos Regel (1 ) Santrifiij (4 dk) 12225 <79 897107 calisma
Klorpirifos

UD-DSSME: Ultrasonik destekli-dagitict  sivi-sivi  mikroekstraksiyon; KFE-DSSME: Kati-faz  ekstraksiyon-dagitici = sivi-sivi
mikroekstraksiyon; SDSSE-DSSME: Seker destekli sivi-sivi ekstraksiyon-dagitici sivi-sivi mikroekstraksiyon; BNE: Bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu; MMBP: Manyetik molekiil baskili polimer; IS-DSSME: Iyonik sivi destekli dagitict stvi-sivi mikroekstraksiyon; QuEChERS:
Hizli, kolay, ucuz, etkili, dayanikli ve giivenilir ekstraksiyon yontemi; SD-SSME: Seker destekli sivi-sivi mikroekstraksiyon; HPLC: Yiiksek
performans sivi kromatografisi; GC: Gaz kromatografisi; UV: Ultraviyole dedektdr; FID: Alev iyonlagma dedektorii; MS: Kiitle
spektrometresi; PDA: Fotodiyot dizi dedektorii; DAD: Diyot dizi dedektor.
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3.5 GENEL DEGERLENDIRME VE ONERILER

Bu calismada, meyve recellerindeki bazi organofosforlu pestisitlerin ekstraksiyonu ve analizi
icin basit ve hizlica uygulanabilen seker destekli sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemi (SD-
SSME) gelistirilmistir. Yontemde, ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak suyla karisabilen bir ¢oziicii
olan asetonitril kullanilmaktadir. Ekstraksiyon sonrasina faz ayrimi, recel 6rneginin kendi seker
icerigi sayesinde gerceklesmektedir. Son asamada ise analitleri igeren asetonitril fazinin HPLC-

UV ile analizleri gergeklestirilmektedir.

Secilen dort organofosforlu pestisit i¢in yiiksek ekstraksiyon verimleri elde etmek i¢in g¢esitli
deneysel parametreler sistematik olarak incelenmis ve en uygun ekstraksiyon kosullari
belirlenmistir. Suyla karigabilen ¢6ziicii olarak asetonitril, asetonitril-su bilesimi olarak 50:50
(v/v), asetonitril-su karistminin hacmi olarak 600 pL ve karigtirma siiresi olarak 0,5 dakika
secilmistir. Ekstraksiyon performansinda dikkate deger bir farklilik meydana gelmediginden
dolay1 bu calisma kapsaminda pH ayarlama islemi yapilmamistir. Optimum kosullarda
fenitrotiyon, fosalon, profenofos ve klorpirifos i¢in ortalama ekstraksiyon verimleri sirastyla % 89,

83, 81 ve 82 olarak bulunmustur.

SD-SSME yonteminin analitik performansi optimize edilen deneysel kosullar altinda
incelenmistir. Organofosforlu pestisitler i¢in dogrusallik, 0,05 ile 5 pg/g konsantrasyon
araliginda incelemis ve 0,9992 degerinin iizerinde belirleme katsayilar1 (r?) elde edilmistir.
Organofosforlu pestisitler icin LOD degerleri 12-25 pg/g, LOQ degerleri ise 41-83 ng/g
araliginda bulunmustur. Giin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirlik sonuglari ise sirastyla % 3,2-5,1

ve % 2,5-7,9 arasinda degisiklik gdstermistir.

SD-SSME yonteminin dogrulugu, standart madde ilave edilmis (0,25 ng/g ve 2,5 ng/g) farkl
meyve regeli Orneklerinden organofosforlu pestisitlerin - geri kazanimmi hesaplanarak
incelenmistir. Bu amagla visne, ¢ilek, bogiirtlen, kayisi ve mavi yemis regelleri kullanilmastir.
Organofosforlu pestisitler i¢in geri kazanim degerleri % 89-107, RSD degerlerinin ise % 1,2—-6,1

oldugu bulunmustur.

43



Bu c¢alismada, meyve regellerinde organofosforlu pestisitlerin belirlenmesi i¢in SD-SSME ile
HPLC-UV’yi birlestiren hizli ve kolay bir numune hazirlama prosediirii sunulmaktadir.
Asetonitril ihtiya¢ duyulan tek kimyasal oldugundan ve homojen ¢6zeltiden faz ayrimi, numune
matrisinin yiiksek seker igeriginin destegi ile gerceklestiginden, yontem ucuzdur ve gevre
dostudur. Analitlerin ilave edildigi recel numuneleri ile elde edilen tatmin edici geri kazanimlar,
yontem i¢in yiiksek giivenilirlik ve uygulanabilirlik ortaya koymaktadir. SD-SSME
yonteminin, daha hassas kiitle spektrometrik dedektorlerle birlestirilmesi durumunda, seker
acisindan zengin bazi gidalarda ¢ok sayida kirleticinin taranmasi i¢in gelecekte uygulamalar

bulabilecegi ongoriilmektedir.
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