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OZET

KLORPIRIFOS TAYINI ICIN POLIMER ESASLI FLUORESANS
SENSOR GELIiSTiRILMESI

Calismamizda klorpirifos tayini ig¢in spektrofluorimetrik  bir  yontem
gelistirilmistir. Tayin i¢in polimer esasli bir membran hazirlanmis ve karakterizasyonu
yapildiktan sonra pH, kalibrasyon araligi, duyarlilik, secicilik, hassasiyet, cevap verme

stiresi, tekrarlanabilirlik gibi parametreler sistematik olarak incelenmistir.

Bir organofosforlu pestisit olan klorpirifos, sirasiyla 376 nm ve 422 nm'deki
maksimum uyarma ve emisyon dalga boylarini kullanarak, hazirladigimiz sensor ile tayin
edilebilmektedir. Olgiimler 20 saniye icinde tamamlanabilmekte olup ydntem aymi

zamanda 4,44x10mol L (0,156 pg L™) kadar ¢ok diisiik bir tespit smirina sahiptir.

Sensoriin  gergek Ornek uygulamasi igin polen ve musluk suyu numuneleri
kullanilmistir. Geri kazanim yiizdeleri sirasiyla % 102,6 - %104,2 ve % 103,2 — %104,1

olarak bulunmustur.

TEMMUZ, 2018 Aynur CALISKAN
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF POLYMER BASED FLUORESCENCE
SENSOR FOR ANALYSIS OF CHLORPYRPHOS

In our study, a spectrofluorimetric method for the determination of chlorpyriphos
was developed. A polymer based membrane was prepared for determination and
parameters such as pH, calibration range, sensitivity, selectivity, sensitivity, response

time, reproducibility were systematically investigated after characterization.

Chlorpyrifos, an organophosphorous pesticide, can be determined by the sensor
we have prepared using the maximum excitation and emission wave lengths at 376 nm
and 422 nm, respectively.The measurements can be completed in 20 seconds and the

method also has a very low detection limit of 4.44x10°mol L* (0.156 pg L™).

Pollen and tap water samples are used for real sample applications of the sensor.
The recovery was found to be between 102.6% - 104.2% and 103.2 %-— 104.1% |,
respectively.

JULY, 2018 Aynur CALISKAN
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SEMBOLLER

A : Absorbans
| : Isik Siddeti
pH : Cozeltideki hidroksonyum iyonu aktivitesinin eksi logaritmasi

A :Lamda



KISALTMALAR

AC : Akrioil kloriir
AChE . Asetilkolinesteraz
B-CD : B-siklodekstrin
CVv : Dontistimliic Voltametri (Cyclic Voltammetry)
DLLME : Dispersif S1vi-S1vi Mikroekstraksiyon
(Dispersive Liquid-Liquid Microextraction)
DMPA : 2,2-Dimetoksi-2-Fenilasetofenonon
DMF : Dimetil formamid
DPV : Diferansiyel Puls VVoltametri
ECD : Elektron Yakalama Detektorii
em. : Emisyon
EPA : Cevre Koruma Orgiitii (Environmental Protection Agency)
FAO : Gida ve Tarmm Orgiitii (Food and Agriculture Organization)
Fl : Fluoresans Siddeti
FIA : Akis Enjeksiyon Analizi (Flow Injection Analysis)
FTD : Alev Termiyonik Detektor
FTIR - Infrared (Kizil6tesi) Isinim Spektroskopisi
GC : Gaz Kromatografisi (Gas Chromatography)
GC-ECD : Gaz Kromatografisi - Elektron Yakalama Dedektorii
(Gas Chromatography - Electron Capture Detector)
GC-FID : Gaz Kromatografisi - Alev Iyonizasyon Dedektérii
(Gas Chromatography - Flame lonization Dedector)
GC-NPD : Gaz Kromatografisi - Azot Fosfor Dedektorii
(Gas Chromatography - Nitrogen Phosphorous Detector)
h/h : Hacim/ hacim
HDDA : Hekzendioldiakrilat
HEMA : 2-Hidroksietil Metakrilat
HPLC . Yiiksek Performansl Sivi Kromatografi

(High Performance Liquid Chromatography)
HS : Tepe Boslugu ( Headspace)



IL-DLLME : Iyonik S1v1 temelli Dispersif S1vi-S1vi Mikroekstraksiyon
IR . Infrared (Kizil6tesi) Isinim

LC : S1v1 Kromatografi (Liquid Chromatography)
LC-ESI-MS-MS : S1vi Kromatografi-Elektrosprey Iyonizasyon

Tandem Kiitle Spektrometresi

LOD : Tespit Sinir1 (Limit of Detection)

LPME : S1v1 Faz Mikroekstraksiyon (Liquid Phase Microextraction)
m/z : kiitle/ yuik

MS : Kiitle Spektrometresi (Mass Spectrometry)

nm : nanometre

PIF : Fotokimyasal Indiiklenmis Fluoresans

(Photochemically Induced Fluorescence)

PMT : Fotogogaltict Tiip

ppb : Milyarda Bir Kisim

ppm : Milyonda Bir Kisim

rpm : Dakikadaki devir sayis1 (revolutions per minute)

PVC : Polivinildikloriir

RPLC : Ters Faz S1vi Kromatografisi (Reverse Phase Liquid Chromatography)
SEM : Taramal1 Elektron Mikroskobu

TEA : Trietilamin

TLC : Ince Tabaka Kromatografisi (Thin Layer Chromatography)
uv : Ultraviyole

uy. : Uyarma

WHO : Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization)

Aem : Emisyon Dalga Boyu

Amax : Maksimum Dalga Boyu

Auy : Uyarma Dalga Boyu
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BOLUM 1
GIRIS VE AMAC
1. 1. PESTiSITLER HAKKINDA GENEL BIiLGi

Pestisitler 6zellikle tarimda istenmeyen zararli organizmalar1 yok etmek ve /veya
bu zararli organizmalar1 kontrol altina almak amaciyla kullanilan kimyasal madde ve
madde kombinasyonlaridir. Pestisitler havada, suda, toprakta, yagmurda, karda, buzda,

siste bulunabilmektedir. Bu ylizden diinyadaki biitiin canlilar pestisitlerden etkilenir [1].

Pestisit kullaniminda hedeflenen, ilgili pestisitin istenmeyen zararli canli
organizmalar1 yok etmesi ve hedef disinda olan canlilara ise zarar vermeden etki

etmesidir. Bu nedenle pesitisitin segici 6zellikte olmasi olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

Pestisitler hem insanlara hem diger canlilara zarar vermesi yani sira ¢evreye de
zarar verebilmektedir. Pestisitler hava, toprak, su, yagmur gibi neredeyse ¢evresel tiim

Ogelerde bulunabilmektedir. Dolayisiyla tiim canlilar pesitistlere bir sekilde maruz

kalabilmektedir [2].

Zehirlilikler1 ve c¢evrede yaygin olarak bulunabilmelerinden dolay1 pestisit
analizlerinin duyarl ve dogru yontemlerle yapilmasi olduk¢a dnemlidir. Pestisit kalinti
analizleri i¢in ¢ok sayida yontem kullanilmaktadir. Analiz yontemleri igerisinde bugiin
kromotografik yontemler se¢imlilik ve duyarlilik agisindan tercih edilmektedir. Ancak

kromotografik yontemlerin uygulanamadigi pestisistler bulunmaktadir.

Pestisitler, toksisitelerinin yiiksek olmasi nedeniyle kontrol altinda tutulmasi
gereken ¢ok onemli bir kimyasal bilesik grubunu olusturmaktadir. Ozellilkle tarimsal
uygulamalarda, tarla ve hasat sonrasi korumada da yaygin olarak kullanilmaktadirlar.
Pestisitlerin insan, hayvan ve dogaya olan zararl etkisine ragmen hastaliklara sebep olan
organizmalari, bocek, hasare gibi zararli canlilar1 6ldiirmesi nedeniyle kullanilmasi bir

zorunluluk haline gelmektedir [3-5].



Diinyada ve Tiirkiyede en ¢ok kullanilan pestisitler ve bunlarin kullanim ytizdeleri

Tablo 1.1°de verilmektedir.

Tablo 1.1. En ¢ok kullanilan pestisitler.

Pestisit Grubu Diinyada Kullanim Tiirkiyede Kullanim
Herbisitler % 47 %24
Insektisitler % 29 % 47
Fungusitler %19 %16
Diger %5 %13

Tablodan da goriilecegi tlizere en ¢ok kullanilan pesitisit gruplar1 diinyada % 47

ile herbisitler, Tiirkiyede % 47 ile insektisitlerdir [6].
1.2. PESTIiSITLERIN TARIHCESI

Pestisit kullanimi baslangict Roma ve Eski Yunan’a dayanmaktadir. M.O. 1500
yillarinda papiriis iizerinde haserelere karsi pestisitler hazirlanmistir. M.O. 1000’li
yillarda Homer kiikiirt fumigasyonundan bahsetmektedir. Democraticus bitkilerin
yapraklarin1 zeytin eksrakti ile yaglayarak kiifii engellemeye ¢alismustir. (Isa'dan Once
470). Daha sonraki yillarda Cato iiziim baglarinda kiikiirt dumanini kullanmustir. Cinliler
ise agaglar1 boceklerin zararlarindan korumak igin karincalar1 kullanmiglar ve 900°Ii

yillarda bahge bocekleri igin arsenik kullanmislardir [7-9].

Arsenik ve kiikiirt pestisit olarak kullanilan ilk maddelerdir. Daha sonraki

stireclerde bitkisel koken maddelerden olan nikotin kullanilmistir.

Krizantemden elde edilen piretrum,19. yiizy1l itibari ile kullanima ge¢mistir.
ABD’de 1860’1 yillara kadar colorado patates bocegine karsi bakir arsenik bilesikleri
kullanilmistir. Daha sonraki siireglerde civa ve kursun metal bilesikleri de kullanilmaya
baslamistir. II. Diinya savasina kadar kimyasal kontrolde daha ¢ok bakir ve civa tuzlari,

boceklere karsi arsenik, siyaniir gibi zehirler ve kiikiirt fungusit olarak kullanilmigtir [10].



Boceklere kars1 savagta pestisit kullaniminin yayginlagmaya baslamasi 1940’larin
ortalarindadir. 1939°da Paul Mueller (Isvigreli kimyager), DDT (diklorodifenil
trikoloroetan)’in pestisit etkisi gosteren Ozelliklerini belirlemistir ve 1942°de piyasaya
sunulan DDT yaygin olarak kullanilmaya baslanmustir. italya'daki askeri birliklerde tifiis
salgimi icin DDT kullanilarak hastalik kisa zamanda yok edilmistir. 1940 yilinda Ingiltere
ve Fransa'da benzen hekzakloriir insektisit olarak kullanilmistir. Il. Diinya Savasi
siralarinda alman bilim adamlar1 yeni bir sinir gazi {izerinde calismaktadir ve
organofosforlu insektisit grubunda yer alan parathionu bularak kullanmaya
baslamislardir. Fenoksi herbisitler (2,4-D, ve 2,4,5-T)’in kullanima baslanmasi
1940’larin baslangicindadir [10,11].

Ik pestisit yasas1 1947°de ABD’de cikarilmistir. ABD Cevre Koruma Orgiitii /
EPA (Environmental Protection Agency) 1970 yilinda kurulmustur [9,12].

1. 3. PESTIiSIT KULLANIMININ YARARLARI-ZARARLARI

Diinya niifusunun hizla artis gostermesinin sebep oldugu bagslica problemler
arasinda beslenme problemi yer almaktadir. Niifusun hizla artmasina ragmen tarim
alanlarinin yeterli olmamast bu problemi dogurmaktadir. Bu nedenle isletilen tarim

topraklarindan en yiiksek verimin alinmasi olduk¢a 6nemlidir.

FAO verileri esas alindiginda giiniimiizde mevcut diinya niifusunun %401
yasamini siirdiirebilmek igin yeterli diizeyde besin alamamakta, aglik ve yoksulluk

sebebiyle her gegen yil binlerce insan hayatin1 kaybetmektedir[9].

Tarim ilaglarin kullanilmamasi durumunda yetistirilen triinlerin yaklasik %
65’inin kayip olabilecegi tahmin edilmektedir. Hem iiriin hem de maddi kayiplar
indirgemek i¢in zirai miicadelede tarim ilaglarinin kullanilmasi gerekmektedir [9]. FAO
verilerine gore, tim diinyada oOzellikle gelismekte olan iilkelerde yetistirilen tarim
tirtinlerinin yaklagik %20-40 1min boceklere bagl olarak kaybedilmektedir. Bu kayiplar
tahil ve taneli tirtinler i¢in yaklasik %10; kokler, bitkiler ve sebzeler igin ise yaklasik %20
olarak belirlenmektedir. Yasanan verim kaybi yetistirilen {irinlerin hasati, kurutulmas,

depolanmasi, 6giitiilmes ve pisirilmesi dahil hemen her asamada ger¢eklesmektedir [11].

Pestisitlerin kullanim1 bir yandan tarimsal verimi artirirken diger taraftan uygun

olmayan hatali kullanimlar insan ve ¢evre sagligina oldukca zarar vermektedir.



Pestisitlerin kullaniminda belirlenen dozlarin iistiine ¢ikildiginda, gerekenden
fazla sayida uygulama yapildiginda, bir veya birden ¢ok pestisit karistirilmak suretiyle
uygulandiginda veya uygulanan son ila¢ ile hasat donemi arasindaki siireye
uyulmadiginda gida maddeleri fazla miktarda pestisit kalintis1i igerebilmektedir.
Iceriginde yiiksek miktarlarda pestisit kalintis1 ihtiva eden gidalar ile beslenme ihtiyacin
karsilayan insanlar ve dogada yasayan diger canlilar akut veya kronik zehirlenmelerle
karsilasabilmektedir. Ayrica yiiksek dozda pestisit kullanimi bazi iiriinlerin aroma ve

kalitesinde degisimlere sebep olabilmektedir [9].

Pestisitlerin bilingsiz kullaniminin sebep oldugu bir diger sorun ise zararli
organizmalarin gosterdigi duyarliligin azalmasi ve buna bagli olarak diren¢ olusmasi
problemidir. Pestisitlere karsi zararli organizmalarin gosterdigi duyarlilik azaldikga, ilgili
pestisitin etkisi de azalmaktadir. Kullanicilar uyguladiklar pestisitin dozunu arttirarak
ayni etkiyi elde etmeye c¢aligmaktadirlar. Bu durumda diren¢ sorununun ortaya
cikmasiyla, daha fazla miktarda pestisit kullanilmakta, bir taraftan ekonomik maliyet
artmakta, diger taraftan pestisitlerin etkisizligi nedeniyle zararli organizmalarin yol actig1
tirtin kayb1 ve kalite sorunlar1 olusmakta ve daha da dnemlisi ise insan saglig1 ve gevre

tizerindeki problem giderek biiyiimektedir.

Pestisitler hakkinda ilk 6nemli uyar1 Rachel Carson’un 1962 yilinda yayimlanan
“Silent Spring_Sessiz ilkbahar” kitabinda yer almaktadir. Bu kitapta DDT (dikloro difenil
trikloroetan) ve klor igeren hirokarbonlarin ¢evrede dayanikliligi, insanlar ve hayvanlarin
yag dokusunda birikme 6zelligi, hedeflenmeyen canlilar iizerinde toksik etki gostermesi,
cevre ve insan sagligi iizerinde ilgili yikici etkilerinden bahsedilmistir. Ayrica 6zellikle
DDT, dieldrin ve aldrinin olumsuz etkilerine deginilmistir [13].

Diinya Saghk Orgiiti(WHO) niin yiiriittiigii ve DDT kullanilarak sitma
hastaligin1 yok etme programi, 1965°ten bugiline kadar 15 milyon hayat kurtarmistir.
Fakat bu programda, DDT’nin uygulandigi bolgelerde zamanla DDT’nin etkisini
kaybettigi, buna karsilik hizli bir sekilde diren¢ olustugu goriisleri ortaya g¢ikmistir.
Ayrica DDT’nin sivrisinekleri yiyen bir ¢cok hayvanin 6liim sebebi oldugu belirtilmistir.
DDT’nin uygulandigi sivrisineklerle beslenen kertenkelelerin zehirlenmesine neden
olmus, bu kertenkeleleri yiyen kediler de zehirlenmistir. Kedi sayisinin azalmasiyla
birlikte sican sayisinda da artis meydana gelmistir. Bu nedenle ve bu kez rodentisit grubu

pesitistlerin kullanim1 gerekli hale gelmistir. Zehirlenen farelerin baykuslar tarafindan



yenilmesiyle problemin ciddiyeti giderek artmistir. 1960’11 yillara ait ¢alismalarda ise
DDT’nin farelerde karsinojenik etkisi oldugu tespit edilmistir. 1958’de hemotoloji
uzmani Dr. Malcolm, DDT kullaniminin 16semi, hodkings, anemi, kan hastaliklari,
karaciger ve dalakta bazi enzimleri ve vitaminleri tahrip etmesi sebebiyle karaciger
iltihab1 siroz ve kansere yol agtigini 6ne siirmiistiir. 1971°de DDT kullanimi ABD de
yasaklanmistir. Giiniimiizde ise DDT kullanimi1 tamamen yasaklanmigtir. Tiim bunlar
dogrultusunda pestisitlerin hem yararlar1 hem zararlar1 oldugu sdylenebilir. Pestisitlerin
zararlarini minimuma indirebilmek i¢in izin verilen belirli limitler icerisinde ve dogru
sekilde kullanim olduk¢a 6nem kazanmaktadir [9].

Son donemde yapilan ¢aligmalar pesitisitlerin insan sagligi tizerinde karsijonik

etki gosterdigi ve norotoksisiteyle direkt iliskili oldugunu gostermektedir [14-16].
1. 4. PESTISIT FORMULASYONLARI

Pestisitler bir ya da birka¢ yardimci madde ile karigtirilarak belirli preparat
formuna getirilir. Hazirlanan bu preparatlar ilag olarak uygulanmak suretiyle direk
kullanilabildigi gibi daha ¢ok seyreltilerek kullanilir. Bir pestisiti olusturan ana kisimlar

su sekildedir; etken madde (aktif madde) , dolgu maddesi ve diger maddeler.

e Etken madde ya da aktif madde: Pestisit icinde bulunan ve hedef etkiyi
gosteren ana bilegendir. Pestisit formiilasyonuna bagli olarak i¢inde bulundugu
oran degisebilmektedir.

e Dolgu maddesi: Ila¢ icerisinde bulunan etken ya da aktif kismi tasiyan ve
herhangi bir kimyasalla reaksiyona gostermeyen bilesendir.

e Diger maddeler: Ilag igerisinde bulunan pestisitin etkinlik ve dayaniklilik
seviyesini arttiran, canlilar ve ¢evre iizerinde olugsan olumsuz etkisini indirgeyen

ve ilaca uygulama kolayligi saglayan katki maddeleridir [17].

Bir pestisit formiilasyonu WHO standartlarina uygun sekilde imal edilmelidir. Bu

dogrultuda WHO’daki metotlara gore kimyasal ve fiziksel analizleri yapilir.

Pestisitler elmiilsiyon konsantre, islanabilir toz, Su-yag emiilsiyonu, suda
¢oziinebilir toz gibi ¢esitli fiziksel formiilasyonlarda hazirlanabilirler. Bir pestisitte

aranan ideal 6zellikler su sekildedir:



Hedeflenen canli i¢in spesifik olarak toksisite gostermelidir.

Insanlar i¢in zararli olmamalidir.

Ekonomik olmalidir.

Uygulama kolayligina sahip olmalidir.

Toksik etki gostermeyen diger maddelere doniisiimii kolay olmalidir.
Yanici etkiye sahip olmamalidir.

Korozif etksi olmamalidir.

DN N N N Y N N N

Boyayici etkisi olmamalidir.

v’ Patlayic1 olmamalidir [18].

1.5. PESTISITLERIN SINIFLANDIRILMASI

Pestisitler genel olarak asagida belirtildigi sekilde siniflandirilabilmektedir[5].

. Formiilasyon sekillerine
. Fiziki hallerine
o Kullanim teknigine

° Etki sekillerine

. Etki ettikleri canlinin gelisim evrelerine

. Kontrol ettigi zararlilarin bulundugu yer ve konukg¢unun durumuna
. Kaliciliklarina

. Kullanim alanlarina

o Toksik 6zelliklerine

. Kullanildiklar1 zararlhilara gore

Pestisitlerin siniflandirilmasinda, formiilasyonlarina gore siniflandirma ve etki
gosterdikleri zararli grubuna gore smiflandirma diger siiflandirma sekillerinden daha

yaygindir.

1. 5. 1. Formiilasyon Sekillerine Gore Siniflandirma

Formiilasyon sekilllerine gore pesitisitlerin siniflandirilmas: asagidaki gibi

olmaktadir.

e Toz ilaglar



e [slanabilir toz ilaclar
¢ Emiilsiyon konsantre ilaglar
e Soliisyon konsantre ilaglar
e Suda ¢6zlinebilen toz ilaglar
e Yazlik ve kislik yaglar
e Graniiller
o Peletler
e Tabletler
¢ Toz tohum ilaglari
e S1vi tohum ilaglart
e Acrosoller
e Zehirli yemler
e Kapsiil seklindeki formiilasyonlar
e Siispansiyon konsantre ilaglar
e Kuru akiskan ilaglar [19]
1.5.2. Kullanildiklar1 Zararh Grubuna Gore Siiflandirma

Pestisitlerin kullanildiklar1 zararli grubuna gore siniflandirilmas: asagidaki gibi

olmaktadir.
e Bocek oldiirenler (Insektisit)
¢ Fungus (mantar) 6ldiirenler (Fungusit)
¢ Funguslarin faaliyetini durduranlar (Fungustatik)
¢ Yabanci ot 6ldiirenler (Herbisit)
e Oriimcek 6ldiirenler (Akarisit)

e Bakteri 6ldiirenler (Bakterisit)



e Yaprak bitini 6ldiirenler (Afisit)

¢ Kemirgen 6ldiirenler (Rodentisit)

e Nematod oldiirenler (Nematosit)

e Yumusakga oldiirenler (Mollusisit)

e Alg 6ldiirenler (Algisit)

e Kus oldiirenler veya kagiricilar (Auensit)
e Kagciricilar (Repellent)

e Cekiciler (Atrakant) [18]

Bu pestisit gruplar1 da kimyasal yapilarina gore kendi iginde farkli gruplara
ayrilmaktadir.

1.5.3. Etki Sekillerine Gore Simiflandirma
Pestisitlerin etki sekillerine gore siniflandirilmasi asagidaki gibi olmaktadir.

e Bitkilerde

o Sistemikler

o Yari sistemikler

o0 Sistemik olmayanlar

e Zararlilarda

0 Mide zehiri; zararlilarin viicuduna agiz yolu ile verilerek sindirim
sistemine ulagmasi akabinde zehirlenmeye sebebiyet verir.

0 Temas zehiri; zararhinin ilagli olan yiizeylere temas etmeleri ile
kutikulalarindan (bitkilerin koruyucu ve su gegirmeyen mumsu yapidaki tabaka) niifuz
etmek suretiyle viicuda girerek zehirlenmeye neden olur.

0 Solunum zehiri; gaz formuna gegerek solunum organlari yolu ile viicuda

girerek zehirlenmeye sebebiyet verir [17].
1. 5. 4. Kimyasal Yapilarina Gore Simiflandirma

Pestisitlerin kimyasal yapilar1 esas alinarak yapilan siniflandirilma ¢ok gesitlidir.

Ancak yaygin olarak bilinen dort temel grup bulunmamaktadir.



1.5. 4. 1. Organoklorlu pestisitler

Organoklorlu pestisit gruplari; yapilarinda, karbon, hidrojen ve klor atomlari

igerirler.

DDT, aldrin, dieldrin, heptaklor, endosiilfan, lindan, endrin bu grupta yer alan
pestisitlere 6rnek olarak verilebilir. Cevre ve insanlar tizerindeki zararli etkileri nedeniyle
bu grubta bulunan pestisitlerin kullanim1 yasaklanmaktadir. Temas ve solunum yolu ile

etki etmektedirler.
1.5. 4. 2. Organofosforlu pestisitler

Organofosforlu insektisitler, genel olarak triester olup fosforik asit tiirevleridir.
Bu grupta Kklorpirifos ile birlikte diazinon, azinfos- metil, metidatyon, fosmet, primifos-
metil ve klorpirifos-metil de bulunmaktadir. Organofosforlu insektisitlerin gosterdigi
etki, secici 6zelligi ve ne kadar siire kalic1 olduklar1 gogunlukla fosfor atomuna baglanmis
olan kimyasal grubun o6zelligine gore degisir. Bu grup hidroliz ve oksidasyon gibi

kimyasal reaksiyonlar tarafindan 6nemli derecede etkilenir.

Etken maddelerinin yapisinda fosfor atomu igerirler. Klorpirifos, kumafos,
diazinon, diklorvos, malation, triklorfon, paration, mevinfos bu grupta yer alan
pestisitlere ornektir. Organofosforlu pestisit gruplarinda yiizden fazla etken madde
bulunmaktadir. Triester yapilart sebebiyle ester gruplarinin 6zelligine bagl olarak bu
grupta bulunan pestisitler kimyasal yapilari bakimindan farkliliklara sahiptir. Kimyasal
yaptya gore genel olarak gaz kromatografisi yontemleri veya sivi kromatografisi
yontemleri ile analiz edilmektedirler. Temas etme, sindirim ve solunum yoluyla etki
etmektedirler. Bu grupta yer alan insektisitler, ergin larva dénemi ve yumurta dénemini
kontrol etmektedirler. Asetilkolinesteraz inhibitorleridir [17-20].

Diinyada kullanilan pestisitlerin % 45'ini bu grupta yer alan pestisitler olusturur.
Sentez proseslerinin kolay olmasi organik fosforlu bilesiklerin ¢ok ¢esitli olmasini
saglamaktadir. Igerisinde ihtiva ettigi etken maddeler buharlasma, ¢oziiniirliik, kalicilik,
sicakkanlilara zehirli etkide bulunma gibi 6zellikleri diger gruplardan farklilik gdsterir.
Neredeyse tiim zararlilara uygun Ozellikte olan organofosforlu bir etken madde
bulunabilmektedir. Organofosforlu pestisitler temas, sindirim ve solunum yolu ile etki

etmektedir. Etkileri su sekildedir; Parasempatik sistemin ¢ok fazla galismasi, kalbin



uyarilmasi ile kan basincinin yiikselmesi, ¢izgili kaslarin kasilmasi, kaslarda hissizlesme

ve felg durumlar1 goriilebilir.

Organofosforlu insektisitler, c¢evresel kosullardan etkilenmeleri ve etken
maddelerinin hizl1 bozunmalar1 nedeniyle uzun siire etkinliklerini koruyamamaktadirlar

[17,19,20].
1.5. 4. 3. Karbamath pestisitler

Karbamatli pestisitler, karbamik asit ester yapilarindadirlar. Aldikarb, karbaril,
karbofuran, metiokarb, metomil, oksamil, pirimikarb bu grupta bulunan pestisitlere

ornektir. Kimyasal isimleri N,N-dimetil karbamat’tir.

Asetilkolinesteraz denilen enzime kimyasal olarak baglanirlar. Bu enzimi

organofosforlu insektisitlerden farkli sekilde engellemektedirler.

Karbamat grubu bilesikler temas yolu ya da sistematik olarak etki
edebilmektedirler. insan iizerindeki zehirleme etkileri organosforlularla benzer sekilde

olmakla birlikte, enzim diizeylerinin normale donmesi daha kisa siirededir.

Yapisal ozellikleri nedeniyle gaz kromatografisi yontemi ile analiz
edilebilmeleri zordur. Genellikle analiz yontemi olarak sivi kromatografisi yontemi

kullanilmaktadir. Asetilkolinesteraz inhibitorleridir.
1.5. 4. 4. Piretroit grubu pestisitler

Bu grupta yer alan pestisitler; Krizantem c¢igeginden elde edilen dogal
bilesikler olan piretrinlerin sentetik analoglaridir. Bu grupta bulunan pestisitler uzun
siiredir biliniyor olmasina ragmen son donemlerde olduk¢ca Onem kazanmistir.
Piretrinlerle kiyaslandiginda 1s18a olan duyarliligi daha az, dayaniklilig1 ise daha fazla
olan bilesiklerdir. Piretrin ve piretroit maddeleri, sinerjist etki saglamak amaciyla

genellikle birlikte kullanilmaktadar.

Alfa-sipermetrin, siflutrin, bifentrin, lamda sihalotrin, deltametrin, permetrin,
fenvalerat piretroit grubunda bulunan pestisitlere 6rnektir. Analiz yontemi olarak sivi ve
gaz kromatografisi kullanilmaktadir ancak genel olarak gaz kromatografisi yontemi tecih
edilir. Zehirli etkisini sinir hiicrelerini engelleyerek gosterir. Temas etkisi ve mide zehiri

etkisi vardir. Sicak kanli canlilara karsi olan toksik etki oldukga diisiiktiir. Memeli
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canlilarin  viicutlarinda  birikmez,  disar1  atilirlar.  Dogada  kolaylikla

pargalanabilmektedirler.

Kolaylikla bozulmalar1 ve iiretim maliyetinin yiiksek olmasi bu gruptaki
pestisitlerin dezavantajidir. Bazi piretroitlerin etkisi sicaklikla artmaktadir. Ancak diistik
sicaklikta  etkinlikleri daha yiiksektir. Sentetik yapidaki piretroitler, 1s18a
dayanikliklarinin fazla olmasi nedeniyle tarimda yaygin olarak kullanilmaktadir. Insanlar

tizerindeki sistemik ve akut toksisite dereceleri diistiktiir.
1. 6. PESTISIT TAYIN YONTEMLERI

Pestisitlerin ilk analizleri kolorimetrik yontemlerle 1940’1 yillarin baslarina
dayanmaktadir. Pestisit analizlerinin zor olmasi, farkli fizikokimyasal 6zellikleri olan
yiizlerce aktif maddenin farkli matrikslerde ve birlikte analiz edilmesi ihtiyacindandir.
1944°de sebzelerde DDT analizi bu yontemle gergeklestirilmistir. Bu yontem ile ayni

anda sadece bir pestisit analiz edilebilmektedir.

Coklu analizler ilk defa 1950’1lerde ince tabaka kromatografisi (TLC) yontemiyle
yapilmustir. O yillarda TLC metodu pestisit analizleri i¢in en yaygin olarak kullanilan
tekniktir. Daha sonraki donemlerde dolgulu kolonlarin yer aldigi gaz kromatografisi (GC)
yontemi kullanilmaya baslanmistir. GC ile analize uygun olmayan; polar yapidaki,
ucuculugu diisiik olan pestisit analizleri igin 1980°1i yillarda UV veya fluoresans dedektor
ile birlestirilen ters faz sivi kromatografisi (RPLC) yontemi pestisit analizleri igin
kullanilmis ve daha sonra sivi kromatografisi (LC) 6zellikle polar yapidaki pestisitlerin
analizinde olduk¢a yaygin olarak kullanilmistir. Kiitle spektrometresi (MS) cihazi ile
birlestirilen LC cihazlart (LC/MS) 1990 yillarinda pestisitlerin analizleri igin
yayginlagsmis ve 2000’li yillarda ise sirali MS sistemleri (MS/MS) gelistirilerek
kullanilmistir. MS teknigindeki gelismelerle sirali MS sistemlerinin tespit limitleri 1 ppb

seviyelerine kadar inmistir.

Giintimiizde gelistirilen yontemler ile farkli yapilarda olan pestisitlerin ayni anda
ve birlikte analiz edilebilmesi ve tespit limitlerinin oldukga diisiik olmas1 saglanmistir

[21].

Pestisit analizleri i¢in ¢esitli yontemler var olsa da ¢alismamizda kullandigimiz
yontem olan spektrofluorimetrik yontem zamandan tasarruf saglamasi, diisitk maliyete

sahip olmasi ve tespit edilebilme limitlerinin oldukca diisiik olmasi gibi nedenlerle
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pestisit analzileri i¢in son donemlerde olduk¢a yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir.
Bu calisma ile yiiksek hassasiyet kisa zamanda sonug, segicilik ve diisiik maliyet ile

pestisit analizlerine yon verici olacak ve dikkat ¢cekecektir.
1. 7. KLORPIRIFOS HAKKINDA GENEL BILGI
1. 7 .1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Klorpirifos  (0,0-dietil-0-3,5,6-triklor-2-piridil ~ tiofosfat)  organofosforlu
insektisitlerin heterohalkali tiirevleri alt grubunda yer alan genis spektrumlu bir
insektisittir [22].

Beyaz renkli kristal yapida ve kiikiirt kokulu bir maddedir. Molekiil agirlig
350,62 g/mol’diir. 25 °C sicaklikta suda ¢oziintirligii 2 mg/L’dir. Benzen, metanol,
aseton, kloroform, hekzan gibi organik ¢6ziiciiler i¢erisinde ¢ozlinebilirligi yiiksektir [8].
Hidrolizle yarilanma 6mrii 18,9 ile 80 giin arasinda, fotolizle yarilanma 6mrii 21 ile 28
giin arasinda, buharlagsmayla yarilanma 6mrii 3,5 ile 20 giin arasindadir. Suda dayaniklilik
0,2 ile 4 giin arasinda, bitkide dayaniklilik ise 1 ile 7 giin arasindadir. Kaynama noktasi
degeri ise 41,5-44 °C arasindadir [23].

Klorpirifos ilk defa 1965 yilinda Dursban ticari adi ile Dow Elanco firmasi
tarafindan piyasaya sunulmustur. Bilinen diger ticari isimleri Agrospan, Korban,
Lorsban, Priman, Terpan Pyrinex, Empire, Piridane, Dowco 179, Pagant, Scout
Stipend’dir. Formiilasyon sekli toz, graniil, 1slanabilir toz, sivi mikrokapsiillii olarak

bulunabilir. Ayrica kullanilan yem ya da tohumlara katilabilir.

Klorpirifosun kimyasal yapist Sekil 1.1°de verilmektedir.

Cl ~ 0 o
I

= P.
Cl N o >0

N

Sekil 1.1. Klorpirifosun kimyasal yapist.
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Hidrofobik ozellikte, suda c¢oziiniirliigli az, apolar yapida olan bilesiktir.
Klorpirifosun ilk kullanimi sivrisinek lavralarini ortadan kaldirmak amaciyladir. Daha
sonralart ise bu amag i¢in kullanimi tercih edilmemistir. Giinlimiizde ise hem tarim
alaninda hem de tarim alani1 disinda (ev, biiro gibi) kullanilmaktadir. Diptera,
Lepidoptera, ve Coleoptera tiirleri, yaprak bitkileri, kirmizi1 6riimcekler, karincalar, toprak

ve ev zararlilarina asetilkolinesterazi inhibe ederek etki gosterir.

Cesitli iiriinlerde uygulama dozu da ¢esitlilik gdstermektedir. Ornek verecek
olursak musir igin belirlenen standart uygulama dozu 0,56 ile 2,24 kg arasinda aktif
madde/hektar, bugday i¢in 0,28 ile 0,56 kg arasinda aktif madde/hektar, tiitiin i¢in 1,18
ile 1,168 kg arasinda aktif madde/hektar, sekerpancari igin 1,12 ile 2,24 kg arasinda aktif
madde/hektar’dir. Termisit olarak uygulanmak istendiginde oldukga yiiksek doz 6rnegin
392 kg aktif madde/hektar kullanilmaktadir.

Organofosforlu bilesikler i¢cinde klorpirifos orta derecede toksisiteye sahip olan
insektisittir. Klorpirifos tarimsal kullanimin yani sira ¢imlerde, siis bitkileri , ev, biiro,

ciftlik hayvan zararlilar1 gibi alanlarda da yaygin bir sekilde tercih edilmektedir [24].

Klorprifosun baliklarda, diger su canlilarinda ve bunlara ait besin aginda
birikebilmesi nedeniyle sulu ortamlarda kullanimi genel olarak sorun yaratmaktadir.
Klorpirifosun yaprak ya da topraga uygulanmasi esnasinda havaya karismasi ya da
erezyonla uzak mesafelere taginabilmesi, yiizey akisiyla yilizey sularina ulasabilmesi,
toprakta hareket edebilmesi ile yer alti sularina bulagabilmesi nedeniyle klorpirifosun
baliklar ve diger su canlilari i¢in yiiksek derecede toksik etki yarattigi bilinmektedir.

Klorpirifos ¢ocuklarda gelisme geriligi, davranis bozukluklari, hiperaktivite gibi
hastaliklarla iligkili oldugu belirtilmektedir. EPA Klorpirifos kullaniminin yasaklanmasi
ve yerine zararsiz alternatiflerin kullanilmast ile ilgili ¢alismalar yapmaktadir [25].

Klorpirifos, ¢esitli bitki tlirlerinde bulunan bocekleri ve ¢esitli toprak boceklerini
kontrol etmek i¢in diinya ¢apinda kullanilan bir organofosforlu pestisittir [20].

Klorpirifos, Tiirkiye'de turunggiller, pamuk, misir, badem ve elma agaclarinda

genis bir uygulama alanina sahiptir [3].
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1.7.2. Klorpirifosun Bozunmasi

Cogu organofosforlu pestisit gibi klorpirifos da genellikle temel toksik metabolit
olarak kabul edilen ve kolinesterazlarin inhibisyonundan sorumlu okson tiirevi olan
klorpirifos okson'a yiikseltgenir. Klorpirifos okson, enzimatik olarak veya kendiliginden
dietilfosfat ve 3,5,6-trikloro-2-piridinol (TCP) olusturmak ftizere  hidrolizlenir.
Klorpirifosun temel ara hidroliz {iirtinleri TCP ve dietiltiofosforik asittir (DETP).
Bunlardan TCP, klorpirifostan daha fazla suda ¢oziiniirliige sahiptir ve topraka ve su
ortaminda genis c¢apta kirlenmeye neden olmaktadir [26]. Ayrica klorpirifosun farkli
pH’larda sulu ortamdaki davranigini inceleyen ¢alismalar, pH ve sicakliktan ¢ok biiyiik
Olgiide etkilendigini, zayif asidik pH’larda (pH:4) hidrolizinin bagladigin1 ve daha
yukaridaki pH’larda hidrolizin arttigini, diisiik sicakliklarda ve diisiik pH degerlerinde
hidrolizin olduk¢a yavas oldugunu ortaya koymaktadir [27-29]. Sekil 1.2 klorpirifosun

muhtemel par¢alanma iirtinlerini géstermektedir.
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1. 8. SENSORLER HAKKINDA GENEL BIiLGi

Sensorler, sicaklik, miktar, akim, dalga boyu, reaksiyon hizi, pH,
yogunlasma,basing gibi fiziksel ve kimyasal biiyiikliikleri elektrik sinyaline ceviren

cihazlardir.

Bir sensordeki algilayici kisim gelen bilgiyi doniistiiriicii kisima iletir. Doniistiiri

kisim da gelen bu veriyi analitik sinyale ¢evirir.

Bir sensoriin performansi segicilik, dogruluk, tekrarlanabilirlik, duyarlik, stabilite,

tayin sinir1, genis 0l¢iim araligi, hizli cevap verme, maliyet gibi parametrelere baglidir.

Tim bu o6zelliklerin yaninda igerdigi materyal ile analite kisa siirede cevap
olusturmasinin yani sira ideal bir sensoriin tekrar kullanilip hem zamandan hem de

maliyetten tasarruf edilebilme 6zelliklerine de sahip olmasi gerekir [31,32].

Kimya, biyoloji ve miihendislik gibi alanlarinda gelistirilen sensorlerden
genellikle hassas analizler gergeklestirme, gilivenlik, endiistriyel hijyen, kalite kontrol,

emisyon kontrolii, otomotiv, klinik tan1 alanlarinda faydalanilmaktadir.

Sensorler, gida alaninda bakteri, biyolojik madde, kimyasal maddeler, pH, nem
gibi parametrelerin tayininde kullanilir. Tarimda amonyak, amin ve pestisit tayininde
kullanilirken su ve aritma isleminde ise pH, klor, karbondioksit, hidrojen siilfiir tayininde
kullanilmaktadir. Cevrede c¢esitli kimyasal gazlar ve agir metal iyonlariin 6lgiimleri,

endiistiride toksik ve yanici gazlarin 6lgiimlerinde kullanilmaktadir [33,34].

Sensorler ¢aligma prensiplerine gore fiziksel ve kimyasal olmak {izere iki ana
gruba ayrilarak siniflandirilmaktadir. Kimyasal sensorler de kendi arasinda su sekilde

siniflandirilmaktadir;

> Biyolojik Sensorler

> Elektrokimyasal Sensorler
> Optik Sensorler
>

Gaz Sensorler
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Fiziksel sensorler grubunda bulunan sensor siniflari ise su sekildedir;

> Termal Sensorler
> Basing Sensorleri

> Manyetik Sensorler
1. 8 .1. Kimyasal Sensorler

Kimyasal sensorler kimyasal bir reaksiyon sonucu sec¢imli olarak ve analite cevap

veren, bir analitin kalitatif veya kantitatif analizlerinde kullanilan sensorlerdir.

Sensorlerin her birinde fiziksel donistiirlicli ve ara yilizey tabakasi olarak
adlandirilan iki tabaka mevcut olup ara ylizeyde analit kimyasal ile etkilesim halindeyken

fiziksel doniistiirticii ile de Olgiilebilir degisiklikler elektrik sinyali seklinde kaydedilir

Kimyasal sensorler secicilik, duyarlilik tekrarlanabilirlik ve kararlilik, genis

Olctim araligi, hizli cevap verme, uzun Omiirlii olmalar1 gibi 6zellikleri nedeniyle daha

cok tercih edilmektedir [35].
1. 8. 1. 1. Biyolojik sensorler

Biyolojik sensorler, biyomolekiiller arasindaki etkilesim sonucu karakteristik
ozellikleri ve yiiksek duyarliliklariyla biyolojik tepkimelerde hedef kimyasal tiirlerin
konsantrasyonundaki degisimi hizli ve dogru bir sekilde 6lgmek i¢in kullanilan
sensorlerdir [36,37]. Biyosensorler renkli ve bulanik ¢ozeltilerde genis 6l¢iim araliginda
Ol¢tim yapabilmektedir. Fakat reseptorler pH, sicaklik ve iyon siddeti gibi ortam
sartlarindan etkilenebildiginden biyosensoriin kullanim Omriiniin kisalmasina sebep

olabilir [38].

Biyosensorler, ilag analizlerinde, biyomedikal sektorde, biyoreaktoér kontrol ve
analitiginde, gida tretimi ve analizinde, endiistri atiklarinin kontroli, ¢evre koruma ve
kirliligin kontrolii, tarim, veterinerlik, madenlerdeki toksik gaz analizleri ve savunma

sanayi alanlarinda kullanilmaktadir [39,40].
1. 8. 1. 2. Elektrokimyasal sensorler

Analit ve elektrot arasinda olusan etkilesimi elektirik sinyaline doniistiiren
sensorlerdir. Elektrokimyasal sensér smiflarinda amperometrik, potansiyometrik,

kondiiktometrik, voltametrik sensorler yer alir.
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1. 8. 1. 3. Optik sensorler

Optik sensorlerin Olgme sistemi, maddenin konsantrasyonuna bagli olarak
absorbans veya liiminesans siddetinde degisim gosterir.

Ortama verilen 151k yardimiyla bir cisme dokunmadan gerceklesen algilama
olaymin elektrik sinyaline ¢evrilmesi prensibine dayanir. Fluoresans, infrared,
hiperspektral, lazer sensorler bu grupta yer alir .

Son donemlerde kullanimi oldukg¢a yayginlasan optik sensorlerin maliyetlerinin
diisiik olmasi, minyatiirize edilebilmeleri ve esnek yapilar1 sebebiyle tercih edilmektedir.
Biyomedikal ¢aligmalardan ¢evresel goriintiilleme ¢aligmalarina kadar pek ¢ok alanda
kullanima uygundur. Optik sensorlerin bu istlinliikleri nedeniyle yapilan caligmalar

giderek artis gostermektedir [41].
1. 8. 1. 4. Gaz sensorleri

Gaz sensorleri sulu ¢ozeltide ¢Oziinen gazlarin konsantrasyonlarina cevap
verirler. Gaz, membran i¢inden gectiginde ¢ozeltinin ince tabakasinda meydana gelen

degisim, elektrot tarafindan algilanirak ol¢tliir
1. 8 .2. Fiziksel Sensorler
1. 8. 2. 1. Basing sensorleri
Basing degisimlerini algilayarak elektriksel sinyale ¢eviren sensorlerdir.
1. 8. 2. 2. Termal sensorler

Termal sensorlerin calisma prensibi, ortamdaki 1s1 degisimini algilayarak
sicakliga kars1 hassas olan maddelerin elektriksel diren¢lerindeki degisimi 6l¢gme esasina

dayanir [42].
1. 8. 2. 3. Manyetik sensorler

Manyetik sensorler, tel bobin igerisinden akim gegirilerek olusan manyetik alan
ile bobin igerisinde meydana gelen hareket ve gevresine yaklastirilan metallerin bobinin

indiiktansinda meydana gelen degisimi 6lgen sensorlerdir.
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1.9. LITERATURLER ISIGINDA YONTEMIMIZiN YERi

Zehirlilikleri ve ¢evrede yaygin olarak bulunabilmelerinden dolayr pestisit

analizlerinin duyarli ve dogru yontemlerle yapilmasi 6nem tasimaktadir.

Pestisit kalint1 analizleri i¢in ¢ok sayida yontem bilinmektedir. Analiz yontemleri
icinde bugilin kromatografik yontemler se¢imlilik ve duyarlilik acisindan tercih
edilmektedir. Ancak kromatografik yollarin uygulanamadigi pestisitler de vardir [8].
Uguculugu az olan ve termal olarak kararli olmayan pestisitler de bu yontemle tayin

edilememektedir.

Spektrofluorimetrik yontem ise ancak fluoresans ozelligi olan pestisitlere
uygulanabilmektedir. Bununla birlikte bir pestisitin fluoresans 6zelligi yoksa ya da yok
denecek kadar az ise, tiirevlendirme yoluyla fluoresans 6zellige sahip olan bir bilesige

doniistirilebilir [43].

Pestisitlerin fluorimetrik yontemle kalitatif tayini son yillarda {lizerinde calisilan
bir konudur. Fluorimetrik yontemle pestisitler oldukea hizli, se¢ici ve hassas olarak analiz
edilebilmektedir [44,45]. Gliniimiize kadar fluorimetrik yontemle pek ¢ok pestisit tayini
yapilmistir. Ancak yapilan literatiir arastirmasi sonucunda klorpirifosun fluorimetrik

yontemle tayinine iligskin ¢ok fazla ¢alismaya rastlanmamastir.

Klorpirifos analizlerinde segicilik ve duyarlik acisindan kromatografik teknikler
giniimiizde en yaygin bi¢imde kullanilan metodlar arasindadir. Bu kromatografik
teknikler arasinda en yaygin olarak kullanilanlar1 ise GC ve HPLC’dir. GC-MS, iyi
ayirma ve tayin potansiyeline sahip olmasindan dolay: giiniimiizde pestisit analizlerinde
en ¢ok tercih edilen yontemlerin basinda gelmektedir. HPLC, GC’den sonra en yaygin
kullanilan ikinci tayin yontemidir. [22]. Ancak bazi literatiir sonuglar1 gostermistir ki,
fluorimetrik tayin yontemi diger tayin yontemlerinden ¢ok daha segici ve duyarlidir.
Gilinlimiize kadar bir¢ok pestisit farkli matrikslerde fluorimetrik yontemle analiz edilmis

ve edilmeye devam etmektedir.

Literatiirler incelendiginde en hassas, ekonomik ve hizli yontem olarak
fluorimetrik metot O6ne c¢ikmaktadir. Bunun nedeni de klorpirifosun dogal olarak
fluoresans verme 6zelligidir. B-siklodekstrin kullanarak bu 6zellik arttirilmig ve bundan

yararlanilarak fluorimetrik metot ile kisa siirede giivenilir sonuglar elde edilmistir.
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Yapilan arastirmalar klorpirifosun organik ¢oziiclilerde giiglii sinyal verdigini

gostermektedir [46].

Coly ve arkadaslar1 1998 yilinda yaptiklar1 “Cyclodextrin-enhanced fuorescence
and photochemically-induced fluorescence determination of five aromatic pesticides in
water” adli caligmada f3-siklodekstrin ve hidroksipropil--siklodekstrin sulu ¢ozeltilerinin
aralarinda Klorpirifos da bulunan bes pestisitin fluoresans 6zellikleri {izerindeki etkisini
arastirmiglardir. Klorpirifosun B-CD varliginda fluoresans siddetinin 6nemli olgiide
arttirdigini -~ gézlemlemislerdir.  Klorpirifosun organik ¢oziiciilerde giiglii  PIF
(Photochemically-Induced Fluorescence) sinyalleri gosterdigi ortaya konmustur.
Klorpirifos konsantrasyonundaki artisin PIF siddetini arttirdign gézlemlenmistir. Ayrica
Klorpirifosun uyarma dalga boyu 378 nm, emisyon dalga boyu ise 428 nm olarak
Olciilmiistlir. Bu yontemin ¢evresel su analizleri i¢in uygun oldugunu belirtmislerdir. Bu
calisma sonucunda klorpirifosun LOD degeri 0,2 ile 54 ng/mL arasinda belirlenmistir
[43].

Morales ve arkadaglar1 2010 yilinda yaptiklar1 “Luminescence methods for study
and determination of pollutants in the enviorenment” adli caligmada ¢esitli liiminesans
spektrometrik yontemlerin performansi ve analitik uygulamalari yani sira son yirmi yilda
cevredeki kirleticilerin diisiik miktarlarinin tayini tizerinde bir aragtirma yapmislardir. Bu
yontemlerin HPLC, FIA gibi diger bagka yontemlerle karsilagtirilmasi yapilmistir. Bunun
sonucu olarak, spektofluorimetrik yontemlerin daha hassas, se¢imli ve ucuz oldugu
belirtilmistir. Ayrica pestisitlerinin ¢ogunun zayif da olsa dogal fluoresans verdigi bu
nedenle bu fluoresans siddetini arttirmak i¢in ise miselli ortam, CDs ve ya kalikserenler
kullanilmasiin uygun oldugu belirtilmistir Bu ¢alismada klorpirifosun LOD degeri 4,3
ng/mL olarak belirlenmistir [47].

Klorpirifos tayini i¢in kullanilan giincel yontemlerin zaman alict olmasi ve ayni
zamanda cevreye zararli kimyasal kullaniminin fazla olmasi gibi problemler géz 6niine
alindiginda bunlarin yerine alternatif baska yontemlere ihtiyag duyulmaktadir ve

fluoresans yontemlerinin klorpirifosun belirlenmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Organofosfor bilesikleri temelde insektisit olarak kullanilirlar ve diinya ¢apinda
kimyasal silah olarak bilinen sarin ve soman gibi sinir gazlar1 olarak gelistirilmislerdir.

Organofosfor pestisit kalintilarinin hava, toprak, su ve gida gibi ¢evrelerde yiiksek
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miktarlarda olmasi ve sinir gazlartyla terorist saldirilarin yapilmas: hakkinda temel halk
sagligi ve ulusal gilivenlik endiseleri mevcuttur. Bunlarin zehirliligi ve yerlesim
alanlarinda kazara veya kasten yayilmasi ile meydana gelen tehlike sebebiyle ¢evresel ve
biyolojik olarak izlenmesi i¢in hizli, hassas, ucuz belirleme araglar siirekli biiyiik ilgi
duyulan bir alan olmustur [48].

Gliniimiizde pestisit tayini icin olan yontemler genellikle giivenilirlilik ve
hassasiyetleri sebebiyle kiitle spektrometresi detektorlii sivi veya gaz kromatograf
(HPLC-MS, GC-MS) igerir, ama bu yontemler oldukga tecriibeli ve bilgili personel ile
cok titiz 6rnek hazirlama siireci igermektedir. Bu metodlar genis dogrusal aralik ve iyi
tespit limitleri saglayabilmekte, ama laboratuvarda kullanmak i¢in olduk¢a pahali
gelismis cihazlara ihtiyag duymaktadirlar. Ayrica 6rnegin analize hazirlanmasi da
potansiyel hata kaynagi olarak goze ¢arpmaktadir. [49].

Kullanilan numune hazirlama yontemleri genellikle, ekstraksiyon, izolasyon ve
gerektiginde analiz yapilacak matristen hedef pestisitin fraksiyonlanmasi igin ek analitik
adimlar igerir. Bu amagla farkli ekstraksiyon teknikleri gelistirilmistir.Bu yontemler ait
detayl bilgiler asagida yer almaktadir [50].

S1vi-s1v1 ekstraksiyon zaman alic1 olmakla beraber yorucudur ve analizden 6nce
ekstraktin on derisiklendirilmesini gerektirir. Ayn1 zamanda c¢evreye zararl olan yiiksek
miktarda pahali, zehirli ¢6ziicli ihtiyact bu yontemin en biiyiik handikaplarindan biri
olmaktadir.

Kat1 faz ekstraksiyonu daha az ¢6ziiye ihtiyag duyma, daha az zaman alma gibi
ozellikleri ile bu dezavantajlarin iistesinden gelebildigi i¢in popiiler hale gelmistir. Fakat
kullanilan kartuglarin tikanmasi1 ve tekrar kullamilabilir olmamas1 gibi O6nemli
dezavantajlar icermektedir.

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SFE), ekstraksiyonun gergeklestirilmesi i¢in
daha az zaman gerektirdigi ve SPE ve LLE tarafindan kullanilan ¢6ziiciilerin daha az bir
miktarini kullandig1 i¢cin 6nemli bir analitik numune hazirlama teknigi haline gelmistir.
Bununla birlikte, SFE yontemleri, yliksek saflikta CO2 veya ¢ok pahali olabilecek diger
gazlar1 gerektirir ve ¢ok fazla tagiabilir olmayan bir yontemdir.

Alternatif olarak, son zamanlarda gelistirilen mikroekstraksiyon metotlari,
geleneksel yontemlerden daha az organik ¢oziicii ve daha kii¢iik 6rnek boyutuna ihtiyag

duymaktadir ve yiiksek verimlerine ragmen, uzun ekstraksiyon stireleri gerektirmektedir.
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Bu durum teknigin ana dezavantaj1 olup otomasyonu ¢ok zor goriinmektedir ve heniiz bu
konuda bir ilerleme kaydedilememistir.

Yine son zamanlarda test gubuklar1 veya kitlerin farkli tiirlerini igeren, enzim bagh
immunosorbent assays (ELISA), enzim inhibisyon veya molekiiler baskilanmis polimer
iceren, nispeten hizli, ucuz ve uygun pestisit tayin yontemleri gelistirilmistir. Ancak bu
yontemlerin beraberinde getirdigi hala gesitli smirlandirmalar mevcuttur. Ornegin; bir
antibody ve bir antijen arasindaki reaksiyonu i¢eren immunoassay yontemler hizli ve
spesifik olmalarina ragmen, antikorlarimin hazirlanmasi zordur, antibodyler sicakliga
duyarlidir, biyolojik etkinlikleri ¢evre tarafindan etkilenmektedir ve yanlis pozitif
sonuglar yontemin dogrulugunu etkileyebilmektedir. Ayrica yontemde organik ¢oziicii
veya matris bilesenlerinin varlig1 nedeniyle girisimler mevcuttur.

Enzim inhibisyonu iizerine olan yontemlerde cogunlukla asetilkolinesteraz
(AChE) kullanilmaktadir. Bu yontemde, AChE ornek ¢6zeltisine katilabilir veya bir
elektrot lizerine immobilize edilebilir. Yontemin diisiik maliyeti ve yiiksek hassasiyeti
olmasina ragmen, en biiylik handikap1 sadece bazi pestisit tiirleri i¢in uygun olmasidir.

Elektrokimyasal yontemler genellikle enzimatik reaksiyonlarla birlestirilmis
sekilde kullanilmaktadir. Asetiltiyokolin kloriiriin enzimatik hidrolizi yoluyla olusan
tiyokolinin elektrokimyasal olarak yiikseltgenmesini igceren bu yontemde elde edilen
sinyaller, Ozellikle gida oOrneklerindeki askorbik asit gibi elektroaktif tiirlerin
girisimlerinden oldukga fazla etkilenmektedir. Ayrica tiyokolin elektrotlarin pasiflesmesi
neden olmaktadir. Bu dezavantajlarin iistesinden gelinebilmesi i¢in elektrotlar modifiye
edilmis, fakat bu islem elektrotlarin iiretiminin karmasik olmasinin yanisira elektrot
tizerinde enzim stabilizasyonu i¢in zorluklar, zaman alic1 reaktivasyon siireci ve uygun
elektron transfer aracilarini eksikligi gibi bircok dezavantaji beraberinde getirmistir.
Molekiiler baskilanmis polimerlerin kullanildig1r yontemler her ne kadar 6n islem i¢in
kullanilan ¢o6ziiciilerden ve zamandan tasarruf edilmesini saglasa da tayin edilmesi
istenen pestisitin GC ile analizi igin polimerik matristen ¢oziicii kullanarak eliie edilerek
derisiklendirmeye tabi tutulmasi gerekmektedir. Bununla birlikte tanecik yapidaki
polimerler numunede esit olmayan bir sekilde dagildigindan dolay1 sonuglar arasinda
bliylik farklar ortaya ¢ikmakta ve sonuclar numunedeki molekiiler baskilanmis

polimerlerin siispansiyon olusturmasindan etkilenmektedir [48-51].
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM

2. 1. MATERYAL
2.1 .1. Kullamilan Kimyasallar

Polimer esasli fluoresans sensoriin hazirlanmasi asamalarinda ve deneysel

calismalarda Sigma marka asagidaki kimyasal maddeler kullanilmistir.
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Calismamizda yabanci tiir etkisini incelemek i¢in Dr. Ehrenstorfer GmbH

firmasindan temin edilen kimyasal maddeler kullanilmistir.
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Ayrica gergek Ornek numunesinin  UPLC-MS/MS cihazi ile analize
hazirlanmasinda ve analizinde Merck’ten temin edilen asetonitril, metanol, magnezyum
siilfat, sodyum siilfat, amonyum formiyat, formik asit ve Agilent’tan temin edilen
dispersif kat1 faz ekstraksiyon kiti (Quechers Bond Elut EMR Lipid Removal Kit)
kullanilmustir.

Deneysel calismalarda ortam pH degeri ayarlamasinda tampon ¢o6zelti olarak
Merck firmasindan temin edilen asetik asit (CH3COOH), sodyum asetat trihidrat
(NaCH3C0OO0.3H20), sodyum dihidrojenfosfat monohidrat (NaH2PO4.H20), potasyum
kloriir (KC1), Kloriir asidi (HCI) kullanilmistir. Bu ¢6zeltiler Britton Robinson sistemine
gore hazirlanmistir.

2.1 .2. Kullanilan cihazlar

Spektrofluorimetre: Calismamizda gergeklestirilen spektrofluorimetrik dlgtimler Xenon
lambaya sahip Varian Carry Eclipse marka Spektrofluorimetre cihazi ile yapilmistir.
UPLC-MS/MS: Gergek 6rnek analizi i¢in Waters marka BEH C18 (50 mmx2,1 mm; 1,7
um) UPLC kolonu ve Waters Xevo TQ MS ultrabasingli likit kromatografi tandem kiitle
spektrometresi (UPLC-MS/MS) kullanilmustir.

Ultra saf su cihazi: Calismamizda kullanilan saf su temini Millipore Direct-Q®- 3 Ultra
Saf Su Cihazi’ndan saglanmuistir.

Hassas Terazi: Calismamizda yapilan tim tartimlar Mettler-Toledo marka 0,0001 gram
hassasiyetli terazi ile yapilmistir.

pH-metre: Calismamiz i¢in hazirlanmis olan ¢ozeltilerin ve orneklerin pH Olgiimleri

Hanna pH-213 masaiistii pH metre kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Magnetik Karistirici: Calismamiz i¢in ¢ozeltilerin hazirlanma asamasinda karistirma
islemi i¢in Heidolph MR Hei-Standard marka ve model isiticili manyetik karigtirict
kullanilmustir.

Ultrasonik Banyo: Zor ¢oziinen maddelerin ¢6ziinmesini kolaylastirmak amaciyla
Bandelin Sonorex Super RK 100 ultrasonik banyo kullanilmistir.

Vorteks (Girdaph Karistirici): Polen numunelerinin ¢oziilmesi amaciyla Velp marka
7X3 Advanced model vorteks kullanilmistir.

Santrifiij Cihazi: Polen numunesinin analize hazirlanma asamasinda Hettich EBA20
santrifiij cihazi kullanilmistir.

UV lamba: : Calismamizda kullanilan polimer karisimin sertlestirilerek polimerik film
haline getirilmesi igin OSRAM marka (300 W Amax=365 nm) UV lamba kullanilmistir.
Vakum etiivii: Hazirlanan polimerik membranin kurutma islemini gergeklestirmek icin
vakum etiivii kullanilmstir.

ATR-FTIR Spektrofotometre: Calismamiz igin hazirlanan polimerik esasli filmlerin
fonksiyonel gruplarinin karakterizasyon ¢alismasi igin Perkin- ElImer marka ATR- FTIR
Spektrofotometre kullanilmistir.

SEM: Calismamiz i¢in hazirlanan polimerik filmlerin morfolojik 6zelliklerinin
belirlemek i¢in Philips XL30 ESEM-FEG/EDAX cihazi kullanilmastir.

2.2. YONTEM

2. 2 .1. Cozeltilerin Hazirlanmasi
2.2.1. 1. Tampon cozeltilerin hazirh@

Calismamizda pH degerlerinin ayarlanmasi i¢in pH 1 ile 9 arasindaki
degerleri saglayacak tampon ¢ozelti sistemleri Britton Robinson tampon sistemine gore
hazirlanarak kullanilmistir. pH: 1-2 i¢in KC1/ HCI ¢6zelti sistemi, pH: 3-6 i¢in asetik asit/

sodyum asetat ve pH: 7-9 igin ise fosfat tampon ¢ozelti sistemleri kullanilmistir
2.2. 1. 2. Klorpirifos stok, calisma ve standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

0,0010 g klorpirifos bir beher igerisinde tartildiktan sonra bir miktar saf su ilave
edilerek ultrasonik banyo yardimiyla tamamen ¢dziinmesi saglanmig ve son hacme saf su
ile 100 mL olacak sekilde tamamlanmistir. Hazirlanmis olan 2,85x10° mol L™ (10 mg L

1) konsantrasyonundaki stok ¢ozeltiden uygun hacimlerde alinarak saf su ile son hacme
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tamamlanmak suretiyle de calisma ve standart klorpirifos cozeltileri hazirlanmistir.
Hazirlanmis olan ¢6zeltiler buzdolabinda +4°C’de saklanmis olup ¢alisma sirasinda oda
sicakligina getirilen ¢ozeltilerin i¢inde bulundugu cam malzemeler aliiminyum folyo ile

kaplanarak ¢ozeltiler 1g1iktan korunmuslardir.
2. 2. 1. 3. Yabana tiir etkisinin arastirilmasi icin hazirlanan ¢ozeltiler

Klorpirifos tayini iizerine yabanci tiir etkisini belirleyebilmek i¢in malation,
mevinfos, azinfos metil, cadusafos, fenamifos, jodfenfos, fenklorfos, heptenfos ve
siyanofenfos pestisitleri kullanilarak 1 mg L konsantrasyonlarinda stok ¢dzeltiler
hazirlanmistir. Bu ¢6zeltilerden alinan uygun hacimler pH:2 tamponu ile seyreltilerek her
bir pestisitin 2x10° mg L™ konsantrasyonunda ara ¢ozeltileri ve Klorpirifos tayinine
yabanci tiirlerin etkisinin incelenmesi amaciyla da ortamda bulunan klorpirifos mol
miktarinin en fazla 250 kati olacak sekilde seyreltilerek calisma ¢ozeltileri hazirlanmustir.
Cozeltilerin saklanmasi ve 1siktan korunmasi i¢in, analiz 6ncesinde ve devam ederken

klorpirifos ¢ozeltisine uygulanan islemler yapilmistir.
2.2 .2. Polimer Esash Senséor Membranin Hazirlanmasi
2.2.2.1. Akriloil g-siklodekstrin monomerinin hazirlanmasi

Akriloil B-siklodekstrin’ in hazirlanmasinda “Poly (NIPAAm-co-f-cyclodextrin)
microgels with drug hosting and temperature-dependent delivery propertie” isimli
makalede belirtilen yontem kullanilmigtir [52].

11,38 g B- siklodekstrinin ii¢ boyunlu reaksiyon balonuna tartilip tizerine 30 mL
DMF eklendikten sonra 50° C sicaklikta magnetik karistiricida ¢6ziindiikten sonra bu
¢ozelti izerine 12 g TEA eklenmistir. Daha sonra 10,8 g AC’nin 50 mL DMF igersinde
¢cozlinmesiyle elde edilen ¢ozelti reaksiyon balonundaki ¢ozeltiye damla damla eklenerek
B- siklodekstrinin akrillemesi saglanmigtir.  Yaklasik 2 saat sonunda reaksiyon
durdurulmus ve adi siizge¢ kagidindan siiziilerek olusan tuzun ayrilmasi saglanmistir.
Sonrasinda tiim siiziintii aseton {izerine damla damla ilave edilerek beyaz bir ¢okelti elde
edilmistir. Ardindan, elde edilen ¢okelti vakum etiiviinde kurutulmak tizere bir gece
bekletilmistir. Kurutulan maddenin FTIR spektrumu alinmig ve olusan piklerden

akrilleme isleminin gerceklesmis oldugunu goriilmiistiir.
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2. 2 .3. Polimerik Fluoresans Sensoriin Hazirlanmasi

Sensoriiniin hazirlanmasi i¢in ;

(% 1) akrillenmis B-siklodekstrin, (% 49) 2-Hidroksietil metakrilat (HEMA),
(%50) Hekzandioldiakrilat (HDDA) her biri hassas terazide bir beher igine tartildiktan
sonra karigtiritlarak homojen hale gelene kadar karistirma islemine devam edilmistir. Bu
karisima karanlik ortamda fotobaslatici olarak (% 3) 2-hidroksi-2-metil propiyofenon
ilave edilmistir. Beher igerigi genisligi 1,2 cm, uzunlugu 4,0 cm ve kalinligi 0,2 cm olan
teflon bir kaliba dokiilmiistiir. Daha sonra UV (OSRAM 300 W, Amax = 365 nm) 15181
altinda 3 dakika bekletilerek sertlesmesi saglanmistir ve bdylece polimerik membran elde
edilmistir. Bu membranlar baslangi¢ maddelerinin uzaklastiriimasi amaciyla bir gece saf
su i¢cinde bekletildikten sonra vakum etiiviinde kurultulmustur. Elde edilen membranlarin

seffaf, homojen, kiriksiz, catlaksiz ve gézeneksiz bir yapida oldugu gozlemlenmistir.
2. 2 4. Polimerik Senséor Membranin Karakterizasyonu

2.2.4.1. FTIR analizi
Hazirlanmis olan polimerik membrana ait FTIR spektrumu, ATR-FTIR
spektrofotometre cihazinda 4000 cm™ — 400 cm™! araliginda tarama yapilarak elde
edilmistir. Tlgili FTIR spektrumu Sekil 3.1°de verilmektedir.

2.2.4.2. Yiizey morfolojisi
Klorpirifos tayininde kullanilacak olan polimerik sensoriin yiizey morfolojisi
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak belirlenmistir. Sensore ait SEM
goriintiileri, Sekil 3.2’de verilmektedir.
2.2.5. Polimer Esash Sensoriin Klorpirifos Tayininde Kullanima
Uygunlugunun Arastirilmasi
2.2.5.1. Spektral karakterizasyon ¢calismalari
Hazirlanan  polimerik membrana ait fluoresans  siddeti  Ol¢timleri
spektrofluorimetre cihaz1 (Varian Cary Eclipse) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Hazirlanan polimerik membranin Klorpirifosa karsi verecegi cevap spektrofluorimetrik
olarak Ol¢iilmiis olup bir uyarma dalga boyuna karsilik gelen emisyon dalga boyunda
fluoresans siddetinde meydana gelen degisimin (artma ya da azalma) belirlenmesiyle

yapilmistir. En uygun sartlara karar vermek amaciyla yapilan fluoresans dlgtimleri farkl
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slit araliklar1 ve farkli fotogogaltici tiip (PMT) voltajlarinda gergeklestirilmistir. Yapilmis
olan-6l¢tim sonuglarina gore belirlenen en uygun dalga boylarin1 gosteren grafik Sekil
3.4' te yer almaktadir.

2.2.5.2. pH etkisinin arastirilmasi

Fluoresans siddeti iizerine pH etkisini incelemek amaciyla pH 1,0- 9,0
araliginda tampon c¢ozeltiler kullamlarak 5,70x10° mol L' (2 pg LY
konsantrasyonundaki klorpirifos ¢ozeltisilerinin belirlenmis olan uyarma ve emisyon
dalgaboylari, slit ve fotocogaltict tiip voltajlarinda hazirlamis oldugumuz membran
kullanilarak yapilan 6l¢timleri sonucunda en uygun pH degeri belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda pH’in fluoresans tizerindeki etkisini gosteren grafik Sekil 3.5°te
verilmistir.

2.2.5.3. Sensoriin cevap verme siiresi

Membranin 5,70x10° mol L (2 ug L) klorpirifos varliginda vermis oldugu

fluoresans siddetindeki degisim 10 saniye araliklar ile 5 dakika boyunca 6l¢iim yapilarak
gbzlenmistir. Bu Olgiimler dogrultusunda fluoresans siddeti / siire grafigi ¢izilmis ve

sensor i¢in en uygun analiz siiresi belirlenmistir. Ilgili grafik Sekil 3.6’da goriilmektedir.

2.2.5.4. Sensoriin Rejenerasyonu ve Yeniden Kullamlabilirligi
Yaptigimiz ¢aligmalar dogrultusunda belirlenen en uygun sartlar kullanilarak
sensoOriin - rejeneresyonu i¢in gerekli olan c¢oziiciiye karar verilmis ve tekrar

kullanilabilirligi incelenmistir.

2.2.5.5. Kalibrasyon arahg, tespit ve tayin sinir1
Belirlenen en uygun pH’ta hazirlanmis olan 2,85x10° mol L* (10 mg L™?)
Klorpirifos stok ¢ozeltisinden 1,43x10° mol Lt —7,13x10° mol L (0,5 ug L1—25 ug
L) arasindaki konsantrasyonlarda 5 adet standart ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢dzeltilerin
daha Once belirlenmis olan ¢alisma sartlarinda fluoresans siddetleri Olgtilmiistiir. Elde

edilen kalibrasyon grafigi Sekil 3.6°da yer almaktadir.

2.2.5.6. Sensériin Omrii, Kararhhg, Tekrarlanabilirligi
Sensoriin kararligini belirlemek amaciyla karanlik bir ortamda 6 ay boyunca
desikator icerisinde bekletilen sensdér membranin belirli zaman araliklariyla Klorpirifos
¢oOzeltisi varliginda fluoresans siddetlerindeki degisiklikler incelenenerek sensoriin dmrii

tespit edilmistir. Ayrica ayni formiilasyona sahip olan bes adet polimerik membran
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kullanilarak 5,70x10° mol L (2 pg L) klorpirifos varhginda fluoresans siddetleri

oOlgiilerek de sensoriin tekrarlanabilirligi belirlenmistir.
2.2.5.7. Yabanea tiir etkisinin incelenmesi

Sensoriin  fluoresans siddeti {izerine girisim yapabilecek olan farkli
organofosforlu pestisitlerin etkisini incelemek amaciyla hazirlanmis olan organofosforlu
pestisitler (malation, mevinfos, azinfos metil, cadusafos, fenamifos, jodfenfos,
fenklorfos, heptenfos ve siyanofenfos) kullamilmistir. 5,70x10° mol Lt (2 pg LD
konsantrasyonundaki Kklorpirifos varliginda mol kati olarak her bir yabanci tiirii
klorpirifosun 250 katindan baslanarak bu degerden daha az mol katina dogru olacak
sekilde farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis olan ¢ozeltilerin fluoresans siddetleri
dliilmiistiir. Olgiim sonuglar1 degerlendirilmesi sirasinda miisaade edilen maksimum
yabanci tiir konsantrasyonuna karar verilirken; ortamda sadece Klorpirifos varken
sensoOriin  vermis oldugu fluoresans siddetinde yabanci tiir ilavesiyle +%5°lik bir
degisimin olmamasi kriteri g6z Oniinde bulundurulmustur[53]. Bu kritere gore
klorpirifosun 250 kat1 olacak sekilde yabanci tiir ilavesiyle baglanan dl¢iimlerde, %5’°lik
bir degisim gorildiiglinde ilgili tiiriin miktar1 azaltilarak ol¢limlere devam edilmis ve
tolere edilebilir miktarlara karar verilmistir. Yabanc tiir etkisinin incelenmesi amaciyla

yapilan ¢alismaya ait 6l¢iim sonuglar1 Tablo 3.1°de verilmektedir.

2.2.5.8. Sensoriin analitik uygulamalar:

Calismamizda hazirlamis oldugumuz polimer esasli fluoresans sensore ait
gercek Ornek uygulamasi kapsaminda polen numunesi ve musluk suyu numunesi
kullanilmig olup polen numunesinin igerdigi klorpirifos miktari hem UPLC-MS/MS
sistemi ile hem de gelistirdigimiz yontem ile tayin edilmistir.

Polen numunesinin analize hazirlanmasi asagidaki sekilde yapilmistir:

e Yaklasik 5 gram homojenize edilmis polen numunesi santrifiij tliptine tartilir
ve 10 mL saf su ilavesinden sonra girdapl karisitirict kullanilarak tamamen
¢cOzulir.

e Uzerine asetonitril-su (99:1) igeren ¢ozeltiden 15 mL katilir ve yaklasik 2
dakika calkalanir, ardindan elde edilen ¢ozeltiye 6 gram magnezyum siilfat
ve 1,5 gram sodyum asetat eklendikten sonra 60 saniye calkalanir ve ¢6zelti 5

dakika dakikada 6000 devir hizinda (rpm) santrifiij edilir.

30



e Santrifiij sonunda elde edilen ¢ozeltiden alinan 5 mL’lik hacim, dispersif kat1
faz ekstraksiyon karisimina ilave edilir.

e 60 saniye girdapl karisitiricida tutulduktan sonra 5 dakika siireyle dakikada
6000 devir hizinda santrifiijlenir.

e Elde edilen ¢ozeltinin iist fazindan aliman 5 mL’lik hacim 1,5 gram
magnezyum siilfat ve 0,5 gram sodyum kloriir karisimi tizerine aktarilir ve 60
saniye girdapl karisitiricida karistirilir ve yine 5 dakika siireyle dakikada 6000
devir hizinda santrifiijlenerek fazlarin ayrilmasi saglanir.

e Ust fazdan alinan uygun hacmin saf su ile iki katina seyreltilmesiyle numune

analize hazir hale getirilir.

Bu sekilde ¢ozeltiye alinmis olan polen numunesi i¢indeki klorpirifos miktari
UPLC-MS/MS sistemi kullanilarak ve gelistirdigimiz spektrofluorimetrik yonteme gore
analiz edilmistir. Ayrica aynt numune i¢ine ii¢ farkli son konsantrasyonda olacak sekilde
klorpirifos ¢ozeltisi ilave edilerek zenginlestirme (spike) islemi yapilarak geri kazanim
calismasi yapilmistir.

Gelistirdigimiz yontemle yapilan analiz i¢in daha Once belirlenmis olan en
uygun analiz sartlar1 kullanilmistir. UPLC/MS/MS ile yapilan analiz igin ise enjeksiyon
hacmi 10 pL olup akis hiz1 dakikada 0,35 mL olarak ayarlanmistir. Analiz siiresi 10
dakika olup pompa programi olarak gradient sistemle analiz yapilmistir. Bu amacla
%0,05 (h/h) formik asit igeren saf su iginde hazirlanmig 2mM amonyum formiyat
¢ozeltisinden olusan mobil faz A ve %0,05 (h/h) Formik Asit igeren %100’liik metanol
icinde hazirlanmis 2mM amonyum formiyat ¢o6zeltisinden olusan mobil faz B
kullanilmistir. Akis hiz1 dakikada 0,35 mL olacak sekilde mobil faz A: mobil faz B
oranlart1 0-30 saniye sliresince 95:5; sonrasinda 8 dakika boyunca 0:100; 10 saniye
sonrasindan itibaren 10.dakikaya kadar tekrar 95:5 olarak ayarlanmistir. Elektrospray
iyonlagsma iyon kaynagi olarak, pozitif mod iyon modu olarak ve kapiler voltaji 1000 volt
olarak secilmistir. Kolon ve otomatik ornekleyici sicakliklari, yeniden buharlagtirma
(desolvatasyon) sicakligi ve akisi hizi sirasiyla 40 °C, 20 °C, 450 °C ve dakikada 0,15
mL olarak belirlenmistir. Klorpirfisa ait ana iyon (m/z) 350,0; ana iyonun pargalanma
tirtinleri (m/z) 97,0 ve 198,0 olup ana iyonun ve pargalanan iyonun belirlenmesi i¢in 20

voltluk bir voltaj kullanmistir.
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BOLUM 3

BULGULAR VE TARTISMA

3. 1. POLIMERIK SENSOR MEMBRANIN KARAKTERIZASYONU
3. 1. 1. FTIR Analiz Sonuc¢lar1

400-4000 cm™ dalga boyu araliklarinca yapilmis olan taramalar sonucu elde
edilen polimerik membranin ATR-FTIR spektrumu Sekil 3.1'de gosterilmektedir. f-CD
ve HEMA vyapilarinda bulunan O-H titresimleri spektrumda 3384 cm™de
gdzlenmektedir. C-O gerilme titresimine karsilik gelen pikler, sirasiyla 1023 cm™, 1072
cm?,1151 cm?, 1245 cm™ 'de gériiliir. 2918 cm™'de goriilen pik asimetrik -CHp-titresimi

gostermektedir. C = O baglarinin titresimi 1719 cm™ 'de gozlenmektedir. [54].

T

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
-l

Sekil 3.1.Polimerik membranin ATR- FTIR spektrumu.
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3.1.2. SEM Goriintiileri Sonuc¢lari
Polimerik membrana ait yilizey morfolojisinin belirlenmesi amaciyla yapilan
SEM o6l¢timiine ait goriintiiniin 5000 kat biiyttiildiigii durum Sekil 3.2°de yer almaktadir.
Olgiim sonucunda membranin herhangi bir faz ayrilmaksizin, piiriissiiz, homojen,

catlaksiz, kiriksiz ve gézeneksiz bir yapida oldugu goriilmiistiir.

AccV SpotMagn Det WD —| 10 um
500kv 30 5000x SE 122 ]

Sekil 3.2. Klorpirifos tayini i¢in hazirlanan sensér membrana ait 5000 kat biiyiitiilmiis SEM gorintiisii.

3. 2. POLIMER ESASLI SENSORUN KLORPIiRiFOS ANALIZINDE

KULLANIMINA UYGUNLUGUNUN ARASTIRILMASI
3.2 .1. Spektral Karakterizasyon Calismalari

Polimerik membranin 5,70x10° mol L? Klorpirifos varliginda uyarma ve
emisyon dalgaboylarina karar vermek icin spekrum taramasi yapilmis ve Sekil 3.3’te
verilen spektrum elde edilmistir. Spektrum taramasi yapilirken ayn1 zamanda farkli slit
araliklar1 ve farkli fotogogaltici tiip voltajlar1 da denenmis olup, 6lglim sonucunda uyarma
ve emisyon dalgaboylari sirastyla 376 nm ve 422 nm, slit aralig1 5 nm ve fotogogaltici
tiip voltaj1 da 600 V olarak tespit edilmis ve klorpirifos varliginda fluoresans siddetinin

arttig1 gérilmiistir.
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Sekil 3.3. 5,70x10° mol L klorpirifos varliginda (a) ve yoklugunda (b) sensériin uyarma ve emisyon
siddetlerini gdsteren spektrumlart ; (Auy = 376 nm, Aem = 422 nm, slit araliklari: 5 nm,
fotogogaltici tiip voltaji: 600V )

3.2 .2. Hazirlanan Sensor I¢in En Uygun pH Degerinin Tespiti

Elde edilen polimerik sensére pH etkisini incelemek amaciyla pH 1,0- 9,0
arahiginda tampon ¢zeltiler kullanilarak ve 5,70x10° mol L klorpirifos ¢ozeltisi yapilan
olgtimler sonucunda 1,0 - 2,0 araliklarindaki pH degerlerinde fluoresans siddetinin artma
gosterdigi ve maksimum siddete Sekil 3.4°te goriildiigi gibi pH 2,0 degerinde ulasildigi
ve bu degerden sonra ise azaldigi belirlenmistir. Bu nedenle en uygun pH degerinin pH

2,0 olduguna karar verilmis ve daha sonraki ¢aligsmalarda bu pH degeri esas alinmistir.

pH calismas: ile karar verilen pH:2 degeri, ayn1 zamanda Kklorpirifosun
hidrolizinin ¢ok yavas, neredeyse hi¢ gerceklesmedigi bir pH olmasi sebebiyle de tayinin
herhangi bir hidrolize mahal vermeyecek sekilde basarili bir sekilde yapilmasina imkan

saglamaktadir.
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Sekil 3.4. Fluoresans siddeti tizerine pH etkisi.

3. 2 .3. Sensoriin Cevap Verme Siiresinin Tespit Edilmesi

Polimerik memranin Klorpirifosa karsi gosterdigi fluoresans siddetindeki
zamana kars1 degisim 10 saniyelik zaman araliklariyla toplam 300 saniye siiresince
Ol¢iilmiis olup; Sekil.3.5’teki grafikten de goriilebilecegi gibi fluoresans siddetinin
baglangictan 20. saniyeye kadar bir miktar arttig1, 20.saniyeden itibaren yaklasik 280.
saniyeye kadar fluoresans siddetinde belirgin bir degisim olmadig1 ve bu siire sonunda
azalmaya basladig1 goriilmiistiir. Fluoresans siddetinin 5,70x10° mol L? klorpirifos
varliginda sabit kaldig1 zaman aralig1 olan 20-280 saniye aralig1 analiz i¢in en uygun siire
olup bu araligin baglangici olan 20.saniyeye yontemimizde analiz i¢in en az beklenilmesi

gereken stire olarak karar verilmistir.
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Sekil 3.5. Sensoriin fluoresans siddetindeki zamana bagh degisim grafigi (pH:2, 5,70x10° mol L*

klorpirifos varliginda )

3.2.4. Sensoriin Rejenerasyonu ve Yeniden Kullanilabilirligi
Sensoriin rejenerasyonu i¢in sadece saf su ile 2 dakikalik bir yitkama yapilarak
baslangictaki fluoresans siddetinin elde edilebilir oldugu goriilmiistiir. Bu rejenerasyon
islemi sonucunda sensoriin en az 100 defa kullanilabilir oldugu tespit edilmistir. Elde
edilen rejenerasyon sonuglarina ait sadece 30 rejenerasyon sonucunu gosteren grafik
Sekil 3.6’da verilmistir. Birinci ve 100. okunan degerler arasinda membrana ait fluoresans

siddetlerinin standart sapmasi1 +1,57 olarak hesap edilmistir.
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SekKil 3.6. Sensériin fluoresans siddetinin 5,70x107° mol L klorpirifosa maruz birakildiktan sonra

saf su ile rejenerasyonu sonrasi degigimi.

3.2.5. Kalibrasyon Arahgi , Tespit — Tayin Sinirlar

Bu agamaya kadar yiiriitiilmiis olan ¢alismalar sonucunda belirlenmis olan uyarma
ve emisyon dalgaboylar1 (376 nm/422 nm), en uygun pH ve siire degerleri (pH:2 ve 20
saniye) kullanilarak olusturulan kalibrasyon grafigi ve kalibrasyon grafigi olusturmak
icin kullanilan standart ¢ozeltilere ait fluoresans spektrumlart Sekil 3.7°de yer almaktadir.

llgili grafikteki fluoresans spektrumlari Ip ve I, sirasiyla ortamda klorpirifos
bulunmadigr ve farkli miktarlarda klorpirifos iceren (a — e) standart cozeltilerin
bulundugu durumlardaki fluoresans siddetleri olmak tizere, 376 nm uyarma dalgaboyu
kullanilarak elde edilen ait fluoresans spektrumlari olmakla birlikte; kiiclik olarak
gosterilen grafik bu standart ¢ozeltiler kullanilarak hazirlanmis olan kalibrasyon grafigini
gostermektedir. Fluoresans spektrumlarindan da goriilebilecegi gibi ortamdaki klorpirifos
konsantrasyonu arttiginda fluoresans siddeti de artmaktadir. Kullanilan standart
¢ozeltilerin harf kodlamalarina gore icerdigi klorpirifos konsantrasyonlart: (a) 1,43x107°
mol L™ (0,50 ug L) (b) 2,14x10° mol L™ (0,75 ug L) (c) 2,85%10° mol L (1,00 ug
L) (d) 5,70x10° mol L (2,00 ug L) (e) 7,13x 10° mol L (2,50 ug L) seklindedir.
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Kalibrasyon grafigi 1,43x10° mol L? - 7,13x 10° mol L?* (0,5 pg L - 2,5 ug L?)

konsantrasyon araliginda dogrusal olmakla birlikte R? degeri 0,99678 olarak

hesaplanmustir. 7,13x 10° mol L? degerinin iizerindeki konsantrasyonlar grafik

dogrusalliktan saptig1 icin gosterilmemistir.

Gelistirilen yonteme ait tespit ve tayin sir1 degerlerinin belirlenmesi igin

1,43x10° mol L™ (0,5 pg L) klorpirifos igeren ve pH:2 KCI/HCI ¢ézelti sistemi ile son

hacme tamamlanan 7 farkli ¢ozeltiyle Ol¢timler yapilmistir. Tespit sinir1 bu lglim

sonuglarindan elde edilen standart sapma degerinin 3 kat1 (3ss), tayin sinir1 ise 10 kati

(10ss) olarak hesaplanmis olup degerler sirasiyla 4,44x10°2° mol Lt (0,156 ug Lt)ve
1,48 x 10° mol L (0,519 pg L) olarak elde edilmistir.
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Sekil 3.7. Ana grafik: 376 nm uyarma dalgaboyu kullanilarak elde edilen klorpirifos standart ¢ozeltilerine

ait fluoresans spektrumlar1 ( I ve I, sirastyla ortamda klorpirifos bulunmadigi ve bulundugu
durumlardaki fluoresans siddetleri); I¢ kisumda yer alan grafik: Standart ¢dzeltiler kullanilarak

hazirlanmig kalibrasyon grafigi (Auy/Aem: 376 nm/ 422 nm; pH:2;t:20s).
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3.2.6. Sensériin Omrii, Kararhhg, Tekrarlanabilirligi
Klorpirifos tayini i¢in hazirlanan sensoriin 6mrii ve kararliligini belirleyebilmek
amaciyla, hazirlanan fluoresans sensor 151k gérmeyen bir ortamda bekletilerek belirli
zaman araliklarinda fluoresans siddeti Olgiimleri gergeklestirilmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda klorpirifos tayininde kullanilan sensoriin fluoresans siddetinin 6 ay
boyunca ilk 6lglim sonuglarinin +% 5'ini gegen bir degisim gostermedigi goriilmistiir.
Ayrica sensoOriin kisa siireli kararliliginin belirlenmesi amaciyla karar verilmis
olan sartlar kullanilarak 5,70x10° mol L™ klorpirifos ¢ozeltisi varliginda 10 saat
stiresince 15 dakikada bir fluoresans siddeti 6l¢tilmiis ve +1,43 kadar diisiik bir standart
sapma degeri bulunmustur.
Sonuglarin tekrarlanabilirligini ortaya koymak amaciyla yapilan ¢alismada; ayni
sartlar ve aynm1 formiilasyon kullanilarak hazirlanmis olan 5 adet polimerik membran
kullanilmistir. Yine karar verilmis sartlar altinda yapilan 6l¢iim sonuglarina ait standart

sapma degeri £3,14 olarak hesap edilmistir.

3.2.7. Yabanau tiir etkisinin incelenmesi

Sensoriin fluoresans siddeti lizerine girisim yapabilecek olan farkli organofosforlu
pestisitlerin etkisi arastirilmistir. Sensoriin segiciligi kanitlamak amaciyla klorpirifos ile
ayni pestisit grubunda yer alan, kimyasal yapilar1 benzer diger organofosforlu pestisitler
(malation, mevinfos, azinfos metil, cadusafos, fenamifos, jodfenfos, fenklorfos,
heptenfos ve siyanofenfos) segilmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin uyarma ve emisyon
dalgaboylar1  dOlgiildiiglinde  gelistirdigimiz yonteme ait uyarma ve emisyon
dalgaboylarryla herhangi bir ¢akisma olmadig1 goriilmiistiir. 5,70x10° mol L klorpirifos
varhiginda ve yoklugunda, Klorpirifosun 250 mol katindan baslamak tizere, herhangi bir
girisimin olmadig1 kabul edilen baslangigtaki fluoresans siddetinin en fazla %5 kadar
degistigi konsantrasyon katina kadar her bir yabanci tiir i¢in yontemimizde karar vermis
oldugumuz sartlarda fluoresans 6l¢iimleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar incelenirken
5,70x10° mol L! konsantrasyonundaki klorpirifos ¢dzeltisinin tek basina vermis oldugu
fluoresans siddetini en fazla £%5 kadar degistiren yabanci tiir konsantrasyonu miisaade
edilen {iist smir olarak belirlenmistir. Bu degisime sebebiyet veren yabanci tiir
konsantrasyonu ve dolayisiyla bu yabanci tiirlere ait miisaade edilen st limit

konsantrasyonlar1 (mol L) Tablo 3.1°de verilmektedir. Sonuglardan da gériilebilecegi
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gibi bir ¢ok organofosforlu pestisitin klorpirifos ile birlikte bulunmasi durumunda bile,
ornegin malationun 106, fenklorfosun 25, Fenamifos ve cadufosun yaklasik 30, azinfos-
metilin ise Klorpirifosun mol olarak yaklasik 15 katt olmasi durumunda bile
gelistirdigimiz yontem ile se¢imli bir sekilde analiz yapilabilmektedir.

Tablo 3.1. Gelistirilen yontemde dl¢iimler i¢in belirlenen optimum sartlarda girisim yapabilecek muhtemel

tiirlerin miisaade edilen konsantrasyon simirlari (Cuiorpirifos: 5,70%107° mol L%).

Yabanc Tiir Miisaade edilen iist limit® (mol L)
Malation 6,05x1077
Mevinfos 4,46x10®
Fenklorfos 1,55%1077
Azinfos metil 7,88x10°8
Cadufos 1,85x1077
Fenamifos 1,65x1077
Jodfenfos 6,25x10®
Heptenfos 2,00x10°8
Siyanofenfos 1,65x1078

3.2.8. Sensoriin Analitik Uygulamalari

Polen numunesinin ve ii¢ farkli konsantrasyonda klorpirifos standart ¢ozeltisi
ilavesiyle zenginlestirme (spike) yapilan numunelerin gelistirdigimiz yontem ile yapilan
analiz sonuglarmin  UPLC/MS/MS ile yapilan analiz sonuglariyla karsilagtirildiginda;
bagil hatalarinin %5 in altinda bir sonugla birbirlerine yakin ¢iktig1 goriilmiistiir. Ayrica
geri kazanim degerleri incelendiginde, Kklorpirifos konsantrasyonlarinin  polen
numunlerine klorpirifos ilave edildikten sonra elde edilen toplam miktarin %100+5’ini
gecmeyecek sekilde basarili olarak 6l¢iilebildigi goriilmiistiir. Biitiin bu sonuglar 15181nda
yontemimizin hizli ve pratik olmasinin yani sira bu bakimdan da bagta UPLC/MS/MS
cthazini kullananlar olmak iizere mevcut klorpirifos tayin yontemlerine iyi bir alternatif

olabilecegi beklenmektedir.
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Tablo 3.2. Gelistirilen yontem ve UPLC/MS/MS cihaz ile yapilan gergek numune analiz

sonuglart (n=6).

ilave edilen

Numune  Klorpirifos

Bu calisma

UPLC-MS/MS  Bagil Hata
(mol L?) (mol L) (mol L) (%)
- (5,92+0,17) x10° (5,81%+0,02) x107° 1,80
1,43x10°  (7,50+0,36) x107° (7,26+0,14) x107° 3,35
Polen
2,85x10°  (8,87+0,26) x10° (8,72+0,07) x10° 1,76
4,28x10°  (1,05+0,06) x108  (1,03+003) x107® 2,43

Tablo 3.3. Geri kazanim ¢alismasi sonuglar1 (n=6).

Ornek ilave edilen klorpirifos Bu calisma Geri Kazanim
e (mol L) (mol LY (%)
1 1,43x107° (7,50+0,36) x107° 103,8
2 2,85%10° (8,87+0,26) x107° 102,6
3 4,28x107° (1,05+0,06) x107® 104,2

Tablo 3.4. Musluk suyu ile yapilan geri kazanim ¢aligmasi sonuglari (n=6).

. Qlave edilen klorpirifos Bu calisma Geri Kazamim
Ornek
(mol L) (mol LY (%)
1 1,43x107° (1,48+0,07) x107® 103,2
2 2,85%107° (2,97+0,08) x107° 104,1
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BOLUM 4

SONUCLAR

Organofosfor bilesiklerine duyarliliklart nedeniyle siklodekstrinler, bu son derece
zehirli olan maddelerin tayini veya uzaklastirilmasi gibi uygulamalar i¢in dikkat ¢ekmis
ve ¢ekmeye devam etmektedir. Siklodekstrinler polar hidrofilik 6zellikte bir dis yiizeye
ve hidrofilik ortamlarda hidrofob bilesikler i¢in ev sahipligi yapmalarini saglayan
hidrofobik bir i¢ yiizeye sahiptir. Siklodekstrinlerin iginde bulunan boslugun bir baska
molekiil tarafindan doldurulmasiyla olusan kompleks yapiya inklizyon kompleksi
denilmektedir. Makrohalka seklindeki yapilarindan dolay: siklodekstrinler, organofosfor
bilesikleriyle kovalent olmayan etkilesimler yoluyla etkilesebilmektedir. Birgok sentetik
pestisit, siklodekstrinler ile cogunlukla kimyasal ve fiziksel yapilarinda

modifikasyonlarla sonuglanan inkluzyon kompleksleri olusturabilmektedir.

Organofosforlu pestisitlerin tayini i¢in siklodekstrin ile arasinda gergeklesen
etkilesimi inceleyen birgok ¢alisma mevcuttur. Hedef pestisit ve siklodekstrin yapisindaki
oligosakarit arasindaki kompleksin kararliligi, hidrofobik etkilesimler, hidrojen bag1 ve
Van der Waals kuvvetleri gibi zayif etkilesimlere dayanmaktadir [55-59].

Coly ve arkadasglarmin yapmis oldugu c¢alismada [43] 378 nm uyarma
dalgaboyuna karsilik 428 nm emisyon dalgaboyunda, 20 dakika 1s1nlanma siiresi sonunda
B-siklodekstrin ile klorpirifos arasinda bir inkliizyon kompleksinin meydana geldigi ve
pH: 4’te maksimum fluoresans siddetine ulastigi, bu pH degerinden sonra ise fluoresans
siddetinin diistiigli ortaya konulmustur. Siklodekstrinin i¢ bosluguna giren klorpirifos,
cevresindeki su molekiillerinden izole edilmekte ve boylece uyarilmis hali soniimlenme
islemlerine kars1 korunmaktadir. Ancak klorpirifosun yapisindaki 3 adet klor atomundan
dolay1 gergeklesen sterik etki sebebiyle siklodekstrin ile komplekslesme az da olsa

engellenebilmektedir [55-59].

Calismamizin ilk agamasinda bir organofosforlu pestisit olan klorpirifos tayini
icin sensor olarak kullanacagimiz polimerik membranin hazirlanmasi yapilmistir. Bu
amagla, dncelikle klorprifos ile kompleks verdigi bilinen 3-siklodekstrin tiirevlendirilerek
polimerlestirilebilen farkli bir bilesigi olan [B-siklodekstrin akrilat monomeri haline
doniistiiriilmiistiir. Elde edilen bu monomer reaktif monomer olmak {izere, 2-Hidroksietil

metakrilat (HEMA) ve Hekzandioldiakrilat (HDDA) ¢apraz baglayicilari kullanilarak 2-
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hidroksi-2-metil propiyofenon fotobaslaticist varliginda UV-iginlanarak klorpirifos
tayininde kullanilmak tizere polimerik bir film elde edilmistir. Ancak membran filmlerde
tam kurumama, seklen diizglin durmayip kivrilma, asir1 hidrofilik olup sulu ortamda ¢ok
hizli sisme ya da sulu ¢ozeltiyle geg etkilesme, suda veya farkli pH’ larda dagilma gibi
bir takim istenmeyen durumlar ortaya ¢ikabildigi i¢in, bu islem farkli oranlarda monomer
iceren formiilasyonlar ile yapilmis ve istenmeyen durumlarin gergeklesmedigi en uygun
formiilasyona karar verilmistir. Buna gore en uygun formiilasyon %1 [-siklodekstin
akrilat, %49 HEMA, %50 HDDA monomerleri ve %3 fotobaslatic1 icermekte olup en

uygun 1sinlanma siiresi ise 3 dakika olarak tespit edilmistir.

Hazirlanan membranin yapist ATR-FTIR, yiizey morfolojisi ise SEM ile
aydimlatilmistir. Ardindan membranin klorpirifosa karsi davranisi incelenmis ve literatiire
de uygun sekilde B-siklodekstrinin akrilat tiirevini igeren membran ile klorpirifosun bir
inkliizyon kompleksi verdigi ve ayni1 zamanda yine literatiirdeki degerlere benzer sekilde
uyarma ve emisyon dalgaboylarinin sirasiyla 376 nm ve 422 nm oldugu tespit edilmis,
artan klorpirifos miktari ile de fluoresans siddetinin artt11 gdzlenmistir [43, 55-59]. 1lgili
grafikler Sekil 3.3 ve Sekil 3.7°de verilmektedir.

Daha once klorpirifosun sulu ortamda pH’ya bagli hidrolizi ile ilgili yapilan
caligmalar pH:4 ve daha biiyiik pH degerlerinde hidrolizin oldugunu bildirmektedir [26-
31]. Yaptigimiz pH’ya bagli ¢alismada elde ettigimiz sonug da literatiir ile uyumlu olarak
pH:2’nin iizerindeki pH’larda fluoresans siddetinin azaldigin1 géstermektedir. Ancak bu
pH degerinin tlizerinde fluoresans siddetinde azalma disinda klorpirifosa ait fluoresans
spektrumunda herhangi bir degisim gozlenmemistir. Bu elde ettigimiz sonug,
Klorpirifosun yapisindaki 3 adet klor atomundan dolay1 gergeklesen sterik etkiden dolay:
B-siklodekstrin ile komplekslesmenin az da olsa engellenebilmesi sebebiyle hidrolizin
baslamis oldugunu ve elde edilen hidroliz {irlin veya lirlinlerinin pH:2’nin {izerindeki
pH’larda fluoresansta azalmaya sebep oldugu seklinde yorumlanmistir. Ayrica,
literatiirde 1s1nlanma siiresi 20 dakikadan daha fazla oldugunda fluoresans siddetinde
oldukg¢a fazla bir azalma goézlenmis ve bu durum klorpirifosun fotoparcalanmasiyla
olusan yeni tiirlerin, klorpirifos ile yarismali bir sekilde siklodekstrine karsi gostermis

oldugu komplekslesme kabiliyetleriyle agiklanmigtir [55-59].
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Zamana bagl yaptigimiz ¢alismada ise pH:2’de Klorpirifos ile polimerik membran
etkilestirildikten sonra 5 dakika siiresince fluoresans siddetindeki degisim incelenmistir.
20.saniyeden sonra floresans siddetinde neredeyse hi¢ degisim gézlenmemesi, literatiire
de uygun sekilde, kompleks olusumu neticesinde siklodekstrin yapisindaki halkali yap1
icerisine giren klorprifosun nispeten korunmasi sebebiyle 1sinlanmaya ragmen

fotobozunmaya ¢ok az ugramasi olarak diisiiniilmiistiir [55-59].

Sensoriin ¢alisma araligi olarak 1,43x10°° mol Lt - 7,13x10° mol L klorpirifos
konsantrasyonu bulunmus olup tespit smir1 4,44x10° mol L™ ve (0,156 pg L™) olarak,

tayin str1 ise 1,48 x 10° mol L (0,519 pg L) olarak hesap edilmistir.

Sensoriin sadece saf su ile 2 dakikalik bir yikama yapilarak rejenere edilebildigi

ve tek bir polimerik membranin en az 100 defa kullanilabildigi gézlenmistir.

Sensdriin 6 ay siiresince belirli zamanlarda klorpirifos varliginda yapilan
fluoresans siddeti 6l¢timlerinde baslangigtaki fluoresans siddetinin +% 5'ini gegen bir
degisim gostermedigi goriilmiistiir. Boylelikle hazirlanmis olan polimerik membranin

sensor Ozelliklerini kaybetmeksizin 6 ay boyunca kullanilabildigine karar verilmistir.

Sensoriin segiciligi belirlemek amaciyla girisim yapabilecek tiirlerin kabul
edilebilir {ist limitleri belirlenmistir. Bu limitler; malation igin 6,05x107" mol L%,
mevinfos icin 4,46x10® mol L, fenklorfos i¢in 1,55%1077 mol L, azinfos metil i¢in
7,88x10® mol L2, cadufos i¢in 1,85x107 mol L*, fenamifos icin 1,65x107 mol L7,
jodfenfos i¢in 6,25%108 mol L, heptenfos i¢in 7,98x10° mol L ve siyanofenfos igin
6,59x10° mol L? olup, hazirlanan polimerik sensoriin benzer yapiya sahip
organofosforlu pestisitlerin varliginda bile segici bir sekilde klorpirifos tayinine imkan

sagladig tespit edilmistir.

Gelistirilen sensoriin  gercek Orneklere uygulanabilirliginin  arastirilmasi
kapsaminda polen ve musluk suyu numuneleri kullanilmistir. Ayrica bu numuneler ii¢
farkli konsantrasyonda klorpirifos standart ¢6zeltisi ilavesiyle kirletilmistir. Elde edilen
numunelerin gelistirdigimiz yontem ve UPLC/MS/MS ile yapilan analizi sonuglari
karsilastirildiginda polen numunesi i¢in bagil hata degeri %1,80 olarak hesaplanmuistir.
Ayrica klorpirifos ¢ozeltisi ile kirletilmis numunelere ait geri kazanim degerleri polen
numunesi i¢in %103,8-%104,2 ; musluk suyu numunesi i¢in % 103,2-%104,1 arasinda

bulunmustur.
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Tablo 4.1 klorpirifos tayininde kullanilan bazi tayin yoOntemlerine ait analiz

parametrelerini gostermektedir.

Her ne kadar tabloda verilen yontemlere ait caligma araliklar1 yeterli ve tespit sinirlari
diisiik bir seviyede goriilse de pahali cihazlarin kullanilmasi, yetismis personele ihtiyag
duyulmasi, yontemlerin uzun zahmetli 6n islem gerektirmesi, reaksiyon sartlarinin
dikkatle kontroliiniin saglanmasi gibi olumsuzluklar bu yontemleri dezavantajli bir
konuma getirmektedir. Ayrica bal ve bal tiriinlerinde Avrupa Birligi mevzuatina gore
kabul edilen maksimum klorpirifos kalint1 limiti 0,05 ppm, Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
ve Kanada Saglik Bakanlig1 Su ve Hava Kalitesi Biirosu tarafindan kabul edilen igme
sularinda en fazla bulunabilecek klorpirifos konsantrasyonu sirastyla 30 ppb ve 90
ppb’dir. Hazirladigimiz polimerik sensorii kullanilarak gelistirmis oldugumuz yontem ile
bu degerlerdeki klorpirifos igeren su ve polen Ornekleri segici bir sekilde analiz
edilebilmektedir [60-62]. Dolayisiyla yontemimiz hem saglamis oldugu tespit sinir1 ve
hem de ¢alisma aralig1 olarak su ve polen 6rneklerindeki klorpirifos tayini i¢in yeterli
olabilmektedir. Yontemimizin avantajlari arasinda hazirlamis oldugumuz polimerik
sensoriin kisa siirede hazirlanmasi, 20 saniye kadar kisa bir stirede Klorpirifosun tayinine
imkan tanimasi ve nispeten daha ucuz bir cihazlanma gerektirmesi {istiin yonler olarak

gbze carpmakta ve yontemimizi mevcut yontemlere nazaran tercih edilebilir yapmaktadir.

Bu avantajlarina ilave olarak tek bir polimerik sensoriin en az 100 defa kullanilmas1 ve
sadece saf su ile kisa siirede rejenere edilebilmesi yontemimizin mevcut yontemlere karsi
istlinliigii olarak gbze ¢arpmaktadir.

Tablo 4.1 incelendiginde Jiao ve arkadaslari tarafindan gelistirilen doniisiimsel
voltametri/aptasensor kullanilanilan yontemde sensor 30 defa [71]; Kumaravel ve
arkadaglarinin gelistirdigi doniisiimsel voltametri kullanilan nano-TiO2/ seliiloz asetat
kompozit ile modifiye edimis camsi karbon elektrot 40 defa [72]; Tang ve arkadaslar
tarafindan hazirlanmis perde baskili glimiis elektrot 10 defa kullanilabilmesine ragmen
[74]; bu yontemler gerek analiz siiresi, gerekse tespit sinir1 olarak yontemimizin gerisinde
kalmaktadir. Tablo 4.1’te verilen yontemler arasinda Wang ve arkadaglar tarafindan
gelistirilmis olan [81] altin nanopartikiil ve molekiiler baskilanmis polimerik sensor
kullanilan yontem her ne kadar tespit sinir1 degeri bakimindan yontemimize yaklagsmis

olsa da hem Ol¢lim siiresinin uzun olmasi hem de daha Once bahsedilen molekiiler

45



baskilanmig polimerlerden kaynaklanan sorunlar sebebiyle de yontemimizin gerisinde
kalmaktadir.

Sonug olarak gelistirmis oldugumuz yontem oldukca hizli, tekrar kullanilabilen
sensOr materyaline sahip, kolay hazirlanabilir ve ayn1 zamanda mevcut cihazlanmalar
diistintildiigiinde nispeten ekonomik olmasi, diisiik tespit sinirina sahip olmasi ve segici
bir sekilde klorpirifos tayininin yapilabilmesi bakimindan mevcut yontemler iyi bir
alternatif yontem olarak goze ¢arpmaktadir. Ayrica ¢alismamiz gelecekte yapilacak olan
caligmalara katki saglayarak bu alandaki eksikligi de giderecektir. Yapilan tiim bu
degerlendirmeler neticesinde polimerik fluoresans sensoriin gercek numunelerde de

klorpirifos analizi i¢in uygun oldugu anlasilmaktadir.
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Tablo 4.1. Gelistirdigimiz yontem ile se¢ilmis bazi klorpirifos tayin yontemlerinin karsilagtiriimast.

Referans  Yontem Ornek LOD Siire Dogrusal arahik Geri Kazanim
63 GC/NPD Bal 2uglL?t 26,3 dak. - % 90,3
64 HPLC Lahana, Karnabahar, Beyaz 0,44 mg L 3,5 dak. 0-25mg L1 %96-103
hardal
65 QUEChERS-HPLC-FD Elma, Greyfurt, Ispanak, 0,062 mg L1 7 dak. 0,1-10mg L* % 85,7- 90,3
Maydanoz, Mandalina
66 Efervesan-LPME/ Kabak 1,39gL? 5,4 dk. 10-50 g L? %97,80-101,97
HPLC-UV-Vis.
67 Akis sitometrisi/ Musluk suyu 0,01 mg L? 120 dk. 0,02-0,2 mg L* %92,8
molekiiler baskilanmig
polimer
68 Amperometrik/ AChE Su kaynagi, Siit 5,010 mol L1 30 dk. 1,0x1078-5,0x1072 mol L %79,72-82,82
69 Fluoroimmunoassay Igme suyu 8,4 ug L1 30 dk. 15,2-205,5 pug L? %90,9-108,2
70 QUEChERS-DLLME/ Sebze 0,003 mg kgt 60 dk. 0,01-5,0 mg L %88-123
GC-MS
71 Aptasensor / CV Cin lahanasi, Pirasa, Kabak 0,33 ug L? 40 dk. 1-10%ug L? %98,5-107,2
72 DPV Su 3,5x 10 mol L - 20,0x 108 -110 x 1078 mol L 996,28
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Tablo 4.1. Gelistirdigimiz yontem ile secilmis bazi klorpirifos tayin yontemlerinin karsilastirilmasi. (Devam)

73
74
75

76

77

78

79

80

81

82

Bu
calisma

Fotoelektrokimyasal
cVv
CV/ AChE

Spektrofluorimetrik

DPV

IL-DLLME-HPLC

GC-MS

Spektrofluorimetrik

Fotoelektrokimyasal/
Molekiiler baskilanmig

polimer
GC-ECD

Spektrofluorimetrik

Yesil sebzeler

Elma, hiyar

Musluk suyu, Maden suyu,
Atik su

I¢me suyu, Nehir suyu

Musluk, Kuyu, Yagmur ve
Nehir Suyu

Patlican, Domates,
Karnabahar, Lahana,
Salatalik, Patates, Havug,
Sogan

Kabak
Yesil sebzeler

Karnabahar, Patlican

Polen

1,0x10®€ mol L
2,5ug L
3x10° mol L

4,7x107" mol L*

2,6x10°% mol L

5ugL?

1,6 pgkg*

3,5ug Lt

9,6x101°

0,02-1,00 mg kg*

4,40x10° mol L
(0,156 ug L)

10s.
15 dk.

20 dk.

10s.

5 dk.

13,3 dk.

40 s.

15 dk.

12,97 dk.

20s.

0,2-16 umol L*
0-25 g L
5%109-1x10"% mol L*

1,65-22 x10°® mol L?

2x107° mol L1-1x10™ mol L1

27,2-1089,0 ug Lt

2,5-500 pg L1

102-1,0mg L*

5x10%- 1x10° mol L

0,005 mg kg*

1,43%10° - 7,13x10° mol L
(0,5-2,5 ug LY

%101,81-107,42

%100,16-105

%87,3-117,6

%83-95

%89-112

%96-101,2

%90,8-91,5

% 102,6 - %104,2
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