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Yiksek Lisans Tezi

Glyphosate  Bilesiginin ~ Sulu  Cozeltide  Alkilasyonu  Sonrast  Sivi  Faz
Mikroekstraksiyonu ve GC-MS Analizi ile Tayini

T.U.Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

OZET

Herbisitler, tarimsal tretimde bitkileri hastaliklardan ve verimi azaltan
yabanci otlardan korumak i¢in kullanilan kimyasal ajanlardir. Segici olmayan bir
herbisit olan Glyphosate (N-Phosphonomethyl glycine) yaygin kullanimi olan bir
herbisittir. Glyphosate bazli herbisit formiilasyonlar1 ile ilgili ¢alismalar bu
formiilasyona maruz kalmis kisilerde bazi kanser tiirlerinin gelisme riskinin oldugunu
bildirmistir. Bu bilesigin ¢evresel numunelerde varliginin belirlenmesi, asir1 polar
yapisi, kromofor gruplarin eksikligi nedeniyle olduk¢a zordur. Glyphosate bilesiginin
analizi yaygin olarak kullanilan GC, LC, IC kromatografik ayrimlari takip eden
enstriimental yontemlere dayanir ve bilesik genel olarak analiz edilmeden 6nce uygun

tiirevlerine doniistiiriilmektedir.

Bu calismada, sulu ¢6zeltide bulunan Glyphosate bilesiginin su-organik faz
mikroemiilsiyon sisteminde alkil halojeniir alkilasyonu ile eszamanli sivi faz
mikroekstraksiyonu  dogrudan  uygulanmistir.  Emiilsiyon  uygun  ¢0ziiciiyle
bozundurulduktan sonra Glyphosate alkil esteri olusumu tamamlanmis ve GC-MS
cihazinda kalitatif ve kantitatif olarak analiz edilmistir. Optimum tiirevlendirme

resksiyonu i¢in diizoprpilamin ve 1-bromopropan rekatiflerinin kullanimiyla 4 saat,



70°C’de gergeklestirilen reaksiyon icin geri kazanim degerleri 100:10 (v/v) oraninda
kullanilan sulu ¢ozelti:diklorometan sistemi i¢in %350,5 (+5,0) verimle elde edildi.

Kalitatif tayin sinir1 (LOD) 0,004 ppm ve kantitatif tayin sinir1 (LOQ) 0,014 ppm olarak

belirlendi.
Yil : 2022
Sayfa Sayisi .67

Anahtar Kelimeler: Glyphosate, Pestisit, Tiirevlendirme, Sivi faz mikroekstraksiyon,
GC-MS analizi, Alkilasyon



Master Thesis

Determination Of Glyphosate Compound By Liquid Phase Microextraction And GC-
MS Analysis AfterAlkylation In Aqueous Solution

Trakya University Institute of Natural Sciences

Chemistry Department

ABSTRACT

Herbicides are chemical agents used in agricultural production to protect plants
from diseases and weeds that reduce yields. Glyphosate (N-Phosphonomethyl glycine),
a non-selective herbicide, is a herbicide with widespread use. Studies on Glyphosate-
based herbicide formulations have reported a risk of developing certain types of cancer
in people exposed to this formulation. Determining the presence of this compound in
environmental samples is quite difficult due to its extreme polar structure and lack of
chromophore groups. Analysis of the Glyphosate compound is based on instrumental
methods that follow commonly used GC, LC, IC chromatographic separations and the

compound is generally converted into appropriate derivatives before being analyzed.

In this study, simultaneous liquid phase microextraction and alkyl halide
derivatization in the water-organic phase microemulsion system where glyphosate
compound take place was applied directly. After the emulsion was degraded with the
appropriate solvent, the formation of Glyphosate alkyl ester was completed then
qualitatively and quantitatively analyzed in the GC-MS instrument. With the use of
diisopropylamin and 1-bromopropan reactants, recovery values for the reaction
performed at 70° C, 4h were obtained with a yield of 50.5% (+5.0%) for the aqueous

Vi



solution: dichloromethane used in a ratio of 100:10 (v/v). The limit of detection (LOD)
was defined as 0.004 ppm and the limit of quantification (LOQ) was 0.014 ppm for

performed study.
Year : 2022
Number of Pages . 67

Keywords :Glyphosate,  Pesticide,  Derivatization,  Liquid  phase

microextraction, GC-MS analysis, Alkylation
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BOLUM 1

GIRIS

Diinya niifusunun hizla artmasi nedeniyle canli yasaminda 6nemli yere sahip
olan gida {irtinlerinin tiiketimi de artmaktadir (De, Bose, Kumar&Mozumdar, 2014).
Diinyada ekilebilir alanlarin az olmasi ve tarim alanlarim1 genisletme imkani smirh
olmasindan dolayr tarimsal ftretimdeki artis, diinya niifus artisinin gerisinde
kalmaktadir. Artan gida talebini karsilayabilmek i¢in tarimsal iretimi arttirmak
gerekmektedir (Kitis, Yazir&Ozgonen Ozkaya, 2016). Bu sebeple iiretimde en biiyiik
hedef verimi artirmaktir (Kaymak vd., 2015). Tarimsal {iretimde karsilasilabilecek en
biiyiik sorun verim kayiplaridir (Kurtoglu, Ceylan, Comertpay&Akyol, 2020). Tarimda
verimi olumsuz yonde etkileyen en 6nemli etmenler zararli ve yabanci otlar ile bitki
hastaliklandir (Altundag, 2019). Ulkemizde yetistirilen tarim iiriinlerinde ekonomik
acidan zarara yol acan, yaklasitk 500 hastalik etmeni, zararli ve yabanci ot
bulunmaktadir (Kurtoglu, 2020). Bu yabanci otlar, kiiltiir bitkileriyle rekabete girmekte
ve verim kayiplarina neden olmaktadir (Demirkan, 2009). Olusan verim kayiplarini en
aza indirebilmek i¢in yaygin olarak kullanilan zirai miicadele yontemlerinden biri tarim
ilaglarinin yani pestisitlerin kullanimidir (Kurtoglu vd., 2020). Pestisitler, zararlilarla

miicadele ederek mahsul kayiplarini en aza indirmede basit, hizli ve etkili bir yontem



olmasindan dolay1 tercih edilmektedir (Arroya vd., 2021). Pestisit kullanimi sayesinde
tarimsal tiretimle beraber triinlerin kalitesi de artmustir (Atabey, 2016). Ticari triinler
arasinda en ¢ok tercih edilen tarim ilaci, 1970’li yillarda Monsanto firmasi tarafindan
iiretilen Roundup® olmustur (Ozden, 2018). Bu tarim ilacinin etken maddesi herbisit
smifina ait olan Glyphosate’tir (Aparicio vd., 2013). Glyphosate, yillik ve ¢ok yillik
otlari, genis yapraklilar1 secici olmayan bir sekilde d6ldiiren, genis spektrumlu, bir ¢ikis
sonrasi herbisittir (Brake ve Evenson, 2004). Ayrica diinya ¢apinda en ¢ok kullanilan

pestisit olarak bilinmektedir (Carretta, Cardinali, Marotta, Zanin&Masin, 2019).

Pestisitlerin kullaniminin artmasi ve yararlarimin yani sira uzun siireli ve
bilingsizce kullanimlar1 sonucunda ekosisteme ve insan saglifina zarar verdigi
saptanmugtir. Pestisit kalintilarina gida tilketimiyle maruz kalinmaktadir. Bu nedenle
1960 yilinda Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan
“Pestisit Kalintilar1 Kodeks Komitesi” kurulmus ve bu komitenin ¢esitli arastirmalari
sonucunda gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum kalint1 degerleri saptanmigtir
(Altikat, Turan, Torun & Bingiil, 2009). Pestisitlerin insan sagligi, ¢cevre ve dogal denge
tizerindeki olumsuz etkilerinin goriilmesinden sonra, halk sagligim1 korumak igin
Glyphosate toksisitesi EPA (Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi)
tarafindan diizenlenmis ve toksitite seviyesi “Seviye III”” olarak belirlenmistir (Mallet,

2014).

Glyphosate’in, 2020 yilina kadar iiretim ve kullaniminin artmasiyla birlikte, bu
herbisitlerin davraniglarini incelemeyi konu edinen arastirmalar artmistir (Arkan,
Csampai&Molnar-Perl, 2016). Glyphosate’in tespiti i¢in birgok yontem gelistirilmistir.
Iyonik yapisi, zayif ucuculugu, amfoterik karekter, diisiik molekiil kiitlesi, suda iyi
¢ozlinirliik ve yiiksek polarite gibi fiziko-kimyasal 6zelliklerinden dolay1, Glyphosate
analizinin diisiik seviyelerde tayini ¢ok zordur (Carretta vd., 2019). Ayrica kimyasal
yapisi, dogrudan tespit edilebilmesine yardimer olabilecek gerekli fonksiyonel gruplari
icermemektedir (Sun vd., 2017). Genel olarak, Glyphosate tespit etmek amaciyla
gelistirilen yontemler 4 ana kategoriye ayrilmaktadir: Bu yontemler Gaz Kromatografisi
(GC), Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC), enzime bagli immiinosorbent
analizi (ELISA) ve kapiler elektroforez (CE)’dir (Annett, Habibi &Hontela, 2014).



GC veya HPLC gibi cihazlarla tespiti i¢in tiirevlendirme islemleri gerekmektedir
(Ibanez, Pozo, Sancho, Lopez, Hernandez, 2005). Ornegin, GC-MS analizlerinde
tirevlendirme tekniklerinden biri olan alkilsilil ile tirevlendirme, N-methyl-N-
(trimethylsilyDtrifluoroacetamide(MSTFA)  reaktifi  ile  gergeklestirilmekte  ve
trimetilsilil (TMS) tiirevleri elde edilerek Glyphosate tayini gergeklestirilebilmektedir
(Arkan vd., 2016).

Bu tez caligmasinin amaci, sulu ¢ozeltide bulunan Glyphosate bilesiginin Su-
organik ¢6ziicli mikroemiilsiyon sistemi olusturarak tiirevlendirme reaksiyonu ile alkil

esterine doniistiirerek organik faza gecirmek ve GC-MS ile tayini etmektir.



BOLUM 2

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1.Pestisit Tanim

Pestisitler, mahsule zarar veren herhangi bir organizmay1 O6ldiirebilen,
engelleyebilen veya biiyiimesini durdurabilen kimyasal bilesiklerdir (Arroya vd., 2021).
Pestisit yabanci kaynakli bir kelime olup pest=zararli,cide = 6ldiiriicii anlamina gelir

(Klaassen, 2021).

EPA tanimina gore pestisit, herhangi bir hasereyi (bocekler, fareler ve diger
hayvanlar) istenmeyen bitkileri (yabani otlar) veya mikroorganizmalar1 dnlemeye, yok
etmeye, kovmaya veya hafifletmeye yonelik gelistirilen madde veya madde
karisimlaridir (Morillo&Villaverde, 2017).

FAO ve TGK ise pestisiti; herhangi bir zararliy1 6nlemek, kontrol etmek, tahrip
etmek, pliskiirtmek veya azaltmak i¢in tasarlanmis madde veya madde karisimi olarak

tanimlamaktadir (Kulaksiz, 2019).



2.2. Pestisitlerin Tarihcesi

Pestisitlerin kullanimi1 ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. M.O. 1500’lere ait bir
papirtis iizerinde bit, pire ve esek arilarina karsi insektisitlerin hazirlanigina dair kayitlar
bulunmustur (Altikat vd., 2009). Antik ¢aglardan beri insanlarin, besin kaynaklarinda
kaliteyi ve verimi artirabilmek icin en etkili ve daha az zaman alan yaklagimlari
uygulamaya calistiklar1 goériilmektedir. Bu yonde zararlilari(hasereler, bocekler vb.,
yabanct otlar gibi) yok etmek amaciyla kullandiklari ilk yontem elemental kiikiirt

kullanimi1 olmustur (Abubakar vd., 2020).

M.O 1000 yilinda kiikiirdiin insektisit(bdcek ilac1) ve fungisit(mantar ilacr)
ozelligi kesfedilmistir (Kaymak vd., 2015). Yiizyillardir bocek ilaci veya mantar ilaci
(bakir veya civa bilesikleri) olarak cesitli dogal bilesikler kullanilmigtir
(Costa&Aschner, 2014). Cinlilerin, M.S 900’lii yillarda arsenigi bahge boceklerine karst
kullandiklar1 bilinmektedir. 1970'i yillarda yabanci otlarla miicadelede kullanilan bir

herbisit olan Glyphosate kesfedilmistir(Kaymak vd., 2015).
2.3. Pestisitlerin Kullanim

Diinya niifusunun artmasiyla, yeterli besin iiretiminde tarimsal iirlinlerde ki
verim kaybinin dnlenmesi i¢in tarim alani olarak kullanilan alanlarda birim alandan elde
edilecek tirlin miktarini arttirmak gerekmektedir (Kurtoglu vd., 2020). Kaliteli ve fazla
miktarda {iriin alabilmek i¢in yabanci otlar ve bitkilerde ki hastaliklar ile miicadele
edilmesi gerekmektedir (Kulaksiz, 2019). Bu sorunlarin ¢oziimiinde kullanilan zirai
miicadele yontemlerinden biri tarim ilaci kullanimidir (Kurtoglu vd., 2020). Pestisitler,
tiretim performansini artirmak ve gidalarin kalitesini artirmak i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Mir vd., 2021). Cogunlukla mahsullere ekim sirasinda veya hasat

sonras1 uygulanmaktadir (Tiirkoz Bakirci, Cinar &Karakaya, 2019).

Pestisitler, kisa siirede etkili olmalar1 ve kolay uygulanabilir olmalarindan dolay1
cok fazla tercih edilmektedir (Kitis vd., 2016). Diinya genelinde her yi1l tahmini 3 milyar
ton pestisit uygulandig1 tespit edilmistir. Pestisit kullaniminin ¢ok yaygin olmasindan
dolay1 yapilan bazi arastirmalarda yasal limitlerin iistiinde pestisit konsantrasyonlari
tespit edilmistir. Ornegin; Hindistan'da igme suyundaki organoklorlu(OCP) pestisitlerin

tespit edilmesine yonelik bir arastirma gergeklestirmis ve bu arastirmada numunelerin %



37'sinin, igme suyu i¢in Avrupa Ekonomik Toplulugu(EEC)tarafindan belirlenen 500
ng/L'lik yasal pestisit siirmi astigi tespit edilmistir (Hearon, Wang, McDonald,
Phillips, 2020)

2.4. Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Pestisitler yapilarina, kullanim amaclarina, formiilasyonlarina, kaynaklarina, etki
bi¢imlerine, hedef organizmaya girislerine, toksisitelerine, islevlerine veya yonetilmesi

amagclanan zararlilara gore siniflandirilabilmektedir. Sekil 2.1.’de pestisitlerin ayrintili

olarak siniflandirilmast gosterilmigtir.
» Herbisitler Yonettikleri - Formiilasyonlarma »  Ultra diisiik hacimli sivi
> Insektisitler organizmaya Pestisitlerin gore > Swilar
.. gore
> Nematisitler Siniflandinimast | p—) > Yemler
» Fungusitler _ » Graniiller
» Mitisitler » Tozlar
> Algisitler Kokenlerine
> Rodentisitler gore
[ Dogal Pestisitler ] [ Sentetik Pestisitler ]

Kimyasal

7 \ myasil Ny
(o ) (ogx ) olmse

[ Organoklorinler ] | Triazinler |

[ Organofosfatlar ] [ Karbamatlar ]

Sekil 2. 1. Pestisitlerin ayrintili siniflandirilmasinin gosterimi (Parra-Arroyo vd., 2021).
2.4.1.Yonettikleri organizmaya gore siniflandirma

Cizelge 2.1.’de pestisitlerin etkiledikleri canli tiirlerine gére siiflandirilmasi verilmistir.



Cizelge 2. 1. Etkiledikleri canli tiirlerine gore siniflandirilmas1 (Arroya vd., 2021).

Pestisit Simifi Etkiledikleri Canh Tiirleri
Insektisitler Bocekler

Herbisitler Yabanci Otlar

Fungusitler Mantarlar

Nematisitler Bocekler ve Mantarlar
Algisitler Algler

Rodentisitler Kemirgenler

Mitisitler Keneler

2.4.2. Kimyasal bilesimlerine gore siniflandirma

Pestisitler kimyasal yapilarmma goére organik ve inorganik pestisitler olarak

siniflandirilmaktadir.

Organik pestisitler: Karbon, hidrojen, flor, kloriir, kiikiirt ve genellikle oksijen,

nitrojen, fosfor veya siilfiir igerirler ( Bilal, Ighal&Barcel6, 2019).

Inorganik pestisitler: Kiikiirt ve bakir gibi elementleri igermektedir. Inorganik
pestisitler, mevcut fonksiyonel gruplarina gore organofosfatlar, organoklorlar,
karbamatlar, triazinler, neonikotinoidler, diamidler ve fenoksiller olarak
smiflandirilmaktadir (Bilal vd., 2019). Cogu pestisit benzer bir kimyasal yapiya ve etki
sekline sahip olsa da, hepsi farkli spesifik bolgeleri hedeflemektedir (Arroya vd., 2021)

Diinya capinda en yaygin olarak uygulanan pestisitler, organofosforlu pestisitler
ve karbamatlardir. Pestisitleri de igeren g¢evresel kirleticilerin ¢ogu, ¢evre ve canli
ekosistemi i¢in tehdit olusturmaktadir. Cok sik kullanilmayan organoklorlu pestisitlerin
ise g¢evrede uzun siire kalict oldugu bilinmektedir (Gongalves, Rocha,

Marques&Gongalves, 2021).
2.4.2.1 Organoklorlu pestisitler

Cesitli organizmalara kars1 kullanilmaktadir. Bu pestisitler bocekleri, bakterileri,
mantarlar1 ve yabani otlar1 uzaklastirmak i¢in kullanilmaktadir (Bilal vd., 2019).

Organoklorlu pestisitler, diger kimyasal siniflardaki pestisitlerden daha toksik ve



kalicidir. Cevreye verdikleri zararlar nedeniyle bu grubun iiyelerinin kullanimi
yasaklanmistir (Atabay, 2016). Temas ve solunum yolu ile etkilidirler. Organoklorlu
pestisitlerin baz1 6rnekleriDDT, klordan, heptaklor, endosulfan ve aldrin'dir (Bilal vd.,
2019).

2.4.2.2 Organofosforlu pestisitler

Fosforik veya fosfonik asit esterleridir. Yapisal olarak fosfatlar, fosfonatlar,
fosforotioatlar ve fosforamidatlar gibi 13 farkl tiirevi bulunmaktadir (Gupta&Milatovic,
2014). Organofosforlu pestisitler en yaygin kullanilan pestisitlerdir. Yaygin
kullanimlari, bilinen toksisiteleri ve kaliciliklar1 nedeniyle organoklorinlerin
yasaklanmasindan sonra baslamistir. Bu pestisitler diinyadaki pestisit satiglarinin
%34'linli olusturmaktadir. Temas, sindirim ve solunum yolu ile etkilerini gosterirler
(Atabay, 2016). En yaygin olarak kullanilanlari; klorpirifos, diazinon, malathion,
parathion ve phorate’dir(Arroya vd., 2021). Asagidaki Cizelge 2.2. Yiiksek toksiteye

sahip pestisitler ve ait olduklari siniflar1 verilmistir.
2.4.2.3. Karbamatlar

Karbamatlar, istenmeyen bitkilerin filizlenmesini onledikleri anlamina gelen,
cikis Oncesi kullanilan bir herbisit grubudur. Karbamik asitten elde edilirler ve
genellikle sprey formda veya yem olarak uygulanmaktadirlar. Bazi 6rnekleri karbaril,

oksamil, karbofuran, aldikarb, etienokarb ve metomil’dir(Parra-Arroyo vd., 2021).
2.4.2.4. Triazin pestisitler

Triazinler, yabanci otlarin yonetiminde siklikla kullanilmaktadir. Cogu triazin
pestisitler, fotosentezde elektron tasinmasini engellemekte ve herbisit olarak
kullanilmaktadir (Parra-Arroyo vd., 2021).

2.4.2.5. Diger simflar

Bu grupta yer alan pestisitlerin istenmeyen olumsuz etkilere yol ac¢tigi kabul
edilmistir. Bu grupta neonikotinoidler ve diamidler yer almaktadir. Neonikotinoid

insektisitler; genellikle tarim ve veterinerlikte kullanilmaktadir (Gupta&Milatovic,



2014). Bu pestisitler organizmanin merkezi sinir sistemini geri doniisiimsiiz olarak
etkilemektedir. Hedef organizmalari1 arasinda toprak, ¢im ve emici bocekler, termitler,
beyazsinekler ve Colorado patates bdcegi bulunmaktadir. Ancak son yillarda bu
organizmalarin direngli hale geldikleri tespit edilmistir. Ek olarak, arilar, kuslar,
memeliler ve baliklar gibi hedef olmayan organizmalar iizerinde istenmeyen etkiler

gosterdikleri gézlemlenmistir.Piyasada bulunan ilk neonikotinoid, imidakloprid’dir

Cizelge 2. 2. Yiiksek toksiteye sahip pestisitler ve ait olduklar1 smiflar1 (Parra-Arroyo
vd., 2021).

PESTISIT SINIFI
Klordan Insektisit
Dieldrin Insektisit

Bromofos Insektisit
Glyphosate Herbisit
Pentaklorofenol Herbisit
Hekzaklorobenzen Fungusit
Edifenfos Fungusit
Pirazofos Fungusit

Fenamifos Nematisit
Terbufos Nematisit

Klofentezin Muitisit

Lindan Rodentisit

2.4.3. Kullanilma tekniklerine gore siniflandirma

Bu siniflandirmada pestisitin kullanma sekli g6z o6niinde tutulur.
a. Dogrudan kullanilanlar .

b. Su veya bir bagka ¢oziicii ile seyreltilerek kullanilanlar.
2.4.4. Formiilasyonlarina gore siniflandirma

Pestisitlerin formiilasyon sekilleri esas alinarak yapilan siniflandirmalari

Sekil.2.2.”de gosterilmistir (Tungdemir, 2016).




Pestisitlerin Formiilasyonlaria Gore Simiflandirilmasi

Su ile seyreltilerek Dogrudan Tohum Ilaglars
kullanilanlar kullanilanlar

+ Suda eriyen konsantre (SL) “Toz (DP) % Kuru tohum ilaci

% Akic1 konsantre (SC) “»Piiskiirtiilebilen toz (GP) (DS)

“»Emiilsiyon konsantre (EC) % Graniil (GR) *»Emiilsiyon tohum

“wKapsiil siispansiyonu (CS) % Elektrostatik sivi (ED) ilact (ES)

% Suda ¢oziinen jel (GW) “»Serpme toz (TP) % Akici tohum ilaci
(FS)
< Suda eriyebilen toz
tohum ilac1(SS)
% Suda 1slanabilen
tohum ilact (WS)

Sekil 2. 2. Pestisitlerin formiilasyonlarina gore siniflandirilmas: (Parra-Arroyo vd.,
2021).

2.5. Pestisitlerin Insan Saghg Uzerinde Etkileri

Pestisitlerin 6nemi ilk kez 1948’de insan viicudunda organik klorlu pestisit
kalintilarma rastlanmasiyla anlasilmistir (Altikat vd.,2009). Insanlar pestisite gida
tirtinleri tiketimi ile maruz kalmaktadir (Mir vd., 2021). Toksik bilesikler et tirtinleri,
deniz tirtinleri, balik¢ilik ve su tirtinleri tiiketimiyle insan viicuduna girmektedir (Arroya
vd., 2021). insan dokulari, sivi ve disk1 ornekleri gibi biyobelirtecler, pestisit
maruziyetine iligkin kalitatif ve kantitatif kanit sunmaktadir (Gupta ve Milatovic, 2014).
Insan viicudunda pestisitlerin tespit edilmesi ve bunlarin gida yoluyla alindiklarinmn
saptanmastyla 1960 yilinda FAO ve WHO tarafindan “Pestisit Kalintilar1 Kodeks
Komitesi” kurulmustur. Bu komitenin kurulmasiyla gidalarda bulunmasina izin verilen

maksimum kalint1 degerleri saptanmistir (Kulaksiz, 2019).
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Kimyasal bilesimlerine gore simiflandirilan pestisitlerden organoklorinler ve
organofosfatlar gibi bazi smniflar toksisitesi nedeniyle, bir¢cok iilkede yasaklanmistir
(Arroya vd., 2021). Yapilan arastirmalarla pestisitlerin insan sagligini olumsuz yonde
etkiledigi hatta insanlarda kanserojen, sinir sistemi bozukluklar1 ve mutasyon olusturucu
etkilere sahip oldugu saptanmistir (Altikat vd., 2009). Ayn1 zamanda pestisitlerin tireme
sistemine olumsuz etki ettigi ve hamilelikte sorunlarin yasanmasina neden oldugu tespit
edilmistir (Gasnier vd., 2009).

Cizelge 2. 3. Baz pestisitlerin saglik iizerine etkilerinin siiflandiriimast (Kulaksiz,
2019).

Saglik Uzerine Karsinojenik Teratojen Mutajen Allerjen
Etki
Aldrin Aldrin Aldrin Benomil
Benomil Benomil Aldicarb Captafol
Captafol Captafol Benomil Captan
Carbofuran Captan Captafol Klorotalonil
Pestisitler Captan 2,4-D Carbofuran Lindan
2,4-D Diquat Klorfenvinfos Maneb
Klorotalonil Lindan Dimethoate Paraquat
Lindan Maneb Disulfaton Propaklor
Tiram Propaklor Paraquat Tiram
Trifluralin Tiram Simazine Zinep
Zinep Zinep Tiram

2.6. Pestisitlerin Cevre Uzerinde EtKisi

Tarimsal caligmalar sirasinda uygulanan pestisitler; hava, su ve toprak ile
tasinmakta ve bu ortamlarda bulunmakta olan canlilara ge¢mektedir. Pestisitlerin
yayillimini o pestisitin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, formiilasyonu, uygulama sekli,
iklim ve tarimsal faaliyetler etkilemektedir. Tarim {irlinlerini zararli ve hastalik yapici
otlardan korumak igin pestisitler kullanilmakta ve bu kullanimlar sonucunda insanlar,

canlilar ve gevre tizerinde olumsuz etkilere neden olan problemler ile karsilagilmaktadir.

Pestisit uygulamalar1 sirasinda havaya karisan pestisitler riizgarla tasinmakta ve

uzun mesafelere kadar gidebilmektedir. Bu yolla tasman pestisitler kontrol
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edilemedikleri i¢in suya, ¢evreye, insanlara ve canlilara ulasarak zarar vermektedir. Bu
tiir zararlarin Oniine gecilebilmesi i¢in pestisitler uygulanirken dikkatli olunmali,

egitimli kisiler tarafindan uygulamalar yapilmalidir (Altikat vd., 2009)
2.7. Pestisit Bilesigi Glyphosate’in Tanim

Glyphosate, agag, ¢ali, ot, uzun 6miirlii bitki, misir ve soya gibi bitki tiirlerini
etkili bir sekilde kontrol eder (Ozden, 2018). Tarimsal Ve tarim dis1 alanlarda ¢ok gesitli
yabani otlar1 kontrol etmek amaciyla ¢ikis sonrasi kullanilan, se¢ici olmayan, sistemik
bir herbisittir (Travlos, Cheimona&aBilalis, 2017). Herbisitler, tarimsal iiretimde verim
kaybina yol agan yabanci otlar ve ¢alilar gibi bitkilerin biiytimesini kontrol altina almak

i¢in kullanilmaktadir (Ulu, 2019).

Yabanct ot kontrolii ile miicadeler ge¢misten beri sorun olmustur. 2. Diinya
Savasi'ndan sonra yabanci ot kontrolii 2,4-D ile baglamis ve bu dénemin en 6nemli
herbisitlerinden biri olan Glyphosate ile devam etmistir (Duke &Powles, 2008).
Glyphosate molekiilii ilk olarak 1950y1linda Isvigre’de kiigiik bir ilag sirketinde calisan
Henri Martin tarafindan sentezlenmis ancak 1970 yilinda herbisidal aktivitesi
kesfedildikten sonra Monsanto Co firmasindan John E.Franz tarafindan tekrar
sentezlenerek, herbisit kullanimi igin patenti alinmistir (Duke &Powles, 2008). ilk
Glyphosate igeren tarim ilaci, Monsanto firmasi tarafindan ticari amagl {retilen
Roundup® olmustur (Aparicio vd., 2013). Ayrica Glyphosate, diinya ¢apinda en ¢ok
kullanilan pestisit olarak bilinmektedir (Carretta vd., 2019).

2.8.Glyphosate’n Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

N-(fosfonometil)glisin yapisinda olan Glyphosate, beyaz renkli, toz veya kristal
seklinde bulunmaktadir (Sentiirk, 2017). Amin, karboksilat ve fosfonat gibi fonksiyonel
gruba sahip bir molekiildiir (Kergaravat, Fabiano, Soutullo & Hernandez, 2021). Ksilen,
etanol ve aseton gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziinmez (Sentiirk, 2017). Suda ¢oziiniirligii
¢ok iyidir (25°Cde 1.2¢g/100ml) (Carrettavd, 2019). Polar ve amfoteriktir (Ghanem,
Bados, Kerhoas, Dubroca&Einhorn, 2007). Zwitter iyon yapisindadir (Singh vd., 2020).
Bilesik, hem hidrojen katyonu (H +) verici (asidik) hem de alic1 (bazik) fonksiyonel
gruplar1 igerir ve molekiil i¢inde katyonik ve anyonik alanlar olusturabilir. Bu

ozelligiyle, aminoasitlere benzemekte olup, aminoasit bilesigi glisinin fosfonometil
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tirevidir (Székacs ve Darvas, 2012). Glyphosate, fizikokimyasal etkilere kars1 direngli,
(C-P)

(Shushkova,Ermakova&L eontievsky,

karbon-fosfor bagina sahip olan simifina  aittir

2010). bir

kimyasaldir. Havada kararlidirlar ve fotokimyasal olarak bozunmazlar (Kanissery,

organofosfatlar

Glyphosate ugucu olmayan
Gairhe, Kadyampakeni, Batuman ve Alferez, 2019). Glyphosate’in bozunmas: abiyotik
ve biyotik yollarla (absorpsiyon, fotoliz, termoliz ve katabolik enzimler) biyolojik
bozunmayla gergeklestirilebilir. Fotokatalitik bozunma, Glyphosate’s CO2, su ve

inorganik iyonlar gibi toksik olmayan bilesiklere indirgeyebilir (Singh vd., 2020).

Asagida Sekil 2.3. Glyphosate bilesiginin kimyasal yapist verilmis olup, Cizelge

O

0

2.4.’de Glyphosate’a ait fiziksel ve kimyasal 6zellikleri gosterilmistir.
oH
H

0]
)J\/ N
HO ~
@]
Sekil 2. 3. Glyphosate’in kimyasal yapist (Zhan, Feng, Fan &Chen, 2018).

Cizelge 2. 4. Glyphosate’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Zhan vd., 2018).

Glyphosate
Molekiiler formiili C3HsNOsP
IUPAC adi N-(fosfonometil)glisin
CAS numarasi 1071-83-6
Molekiiler agirligi 169.07 g/mol
Fiziksel durum ve renk Kristal toz, beyaz
Kaynama noktasi 200-230°C
Buhar basinci 1.31x102mPa (25°C'de)
Yogunlugu 1,705 g/cm3 (20°C)
Su Coztnirligi 1.2g/100ml (25°Cde)
Iyonlasma sabiti pKa 2.0,2.6,5.8ve 10.8
pH 5-9(25°0)
Yarilanma Omrii 7 — 142 giin (suda)
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2.9. Glyphosate formiilasyonlari

Roundup tarafindan iiretilen Glyphosate bazli herbisitler, diinya ¢apinda en ¢ok
tercih edilen ticari pestisit formiilasyonlaridir (Mesnage, Defarge, Vendomois&Seralini,
2015). Glyphosate bazli herbisitlerde yaygin olarak bulunan yilizey aktif maddeler
arasinda polioksietilenamin(POEA), polioksietilen alkil eter fosfatlar ve alkil

poliglukosit yer alir (Matozzo, Fabrello&Marin, 2020).

Formiilasyonda bulunan Glyphosate’in yiizey aktif maddeye orani, {iriiniin
pazarlandig iilkeye gore degismektedir. Brezilya'da, Roundup® %36 (a/a) Glyphosate
ve %18 (a/a) polioksietilenamin olarak mevcuttur (Dallegrave vd., 2007).

Glyphosate, formiilasyonlarinda yardimci maddeler olmadan tek basina
kullanilmamaktadir. Formiilasyonlar1 genellikle aktif bilesen olarak %36-48
Glyphosate, su, tuz ve yiizey aktif madde olarak POEA gibi yardimci1 maddelerden
olusmaktadir. Bu yardimec1 maddeler Glyphosate’in herbisidal aktivitesini degistirmekte

ve Glyphosate’in toksisitesini artirmaktadir (Mesnage vd., 2015).

Formiilasyon igerisinde yer alan tuzlar, yapraga daha etkili niifuz ederek
Glyphosate’in daha fazla emilmesini saglamaktadir. Glyphosate bazli herbisit,
izopropilamin, diamonyum, monoamonyum, potasyum, trimetilsiilfonyum ve

seskisodyum gibi ¢esitli tuz formlarinda temin edilebilir (Travlos vd., 2017).
Suda ¢oziiniirliik sirasi;

Glyphosate << amonyum tuzu < sodyum tuzu < potasyum tuzu < izopropil amonyum
tuzu < trimezyum tuzu seklindedir. Trimezyum tuzunun ¢oziiniirliigii Glyphosate’dan
iki kat daha yiiksektir (Székacs ve Darvas, 2012). Asagida Sekil 2.4.’de Glyphosate

tiirevlerinin kimyasal yapilar1 verilmistir.
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Glifosat Metil Ester Glifosat Potasyum Tuzu
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Glifosat trimetilsiilfonyum tuzu Glifosat izopropilamin tuzu

Sekil 2. 4. Glyphosate tiirevlerinin kimyasal yapilar1 (Xu vd., 2019).

2.10. Glyphosate Kullanimi ve Cevrede ki Varhg ile Canllar, Bitkiler ve insan
Saghg Uzerindeki Etkisi

Diinya iizerinde ¢esitli tarla bitkilerinde yillik genis yaprakli yabani otlari, otlar
ve sazlar1 kontrol altina alabilmek i¢in kullanilir. Kentsel ve dogal alanlar, meralar,
ormancilik ve su iirlinlerinde de kullanilmaktadir (Kanissery vd., 2019). Maliyetinin
diisiik olmasi ve kolay uygulanabilmesinden dolayr kullanimi artmistir (Dentzman,
2018). Asagidaki Cizelge 2.5.°de, 1974-2014 yillar1 arasinda tarimsal ve tarim disi

uygulamalarda Glyphosate kullaniminin artis1 gosterilmistir.
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Cizelge 2. 5. 1974-2014 wyillar1 arasinda tarimsal ve tarim dis1 uygulamalarda
Glyphosate kullanim1 (Benbrook, 2016)

1974 | 1982 | 1990 1995 2000 2005 2010 2012 2014

Glyphosate 635 | 3538 | 5761 | 18,144 | 44,679 | 81,506 | 118,298 | 118,753 | 125,384
kullanimi1(1000kg)
Tarim 363 | 2268 | 3357 | 12,474 | 35,720 | 71,441 | 106,963 | 107,192 | 113,356
272 | 1270 | 2404 5670 8958 10,065 | 11,335 11,562 12,029
Tarim Dis1
1400 | 7800 | 12,700 | 40,000 | 98,500 | 179,690 | 260,804 | 261,807 | 276,425
Glyphosate
kullanim1(1000
Ib)
Tarim 800 | 5000 [ 7400 | 27,500 | 78,750 | 157,500 | 235,814 | 236,318 | 249,906
600 | 2800 [ 5300 | 12,500 | 19,750 | 22,190 | 24,989 25,489 26,519
Tarim Dis1
.. 57,1 | 64,1 58,3 68,8 79,9 87,7 90,4 90,3 90,4
Tarim yiizde %
429 | 359 | 417 31,3 20,1 12,3 9,6 9,7 9,6

Tarmm Dis1 Yiizde
%

Glyphosate kullanimin artmasiyla birlikte insanlarda sindirim sorunlari, obezite,
otizm, depresyon, parkinson, alzheimer, karaciger hastaliklari ve kanser gibi
hastaliklarda artis gozlemlenmistir (Samsel&Seneff, 2013). Glyphosate iiriinlerinin
insanlara akut toksisitesi incelenmis ve Japonya'da 56 intihar girisiminin gozlendigi ve
dokuz insanin Oliimiiyle sonuclanan vakalari arastiran doktorlar tarafindan
yaymlanmistir. Belirtiler arasinda bagirsak agrisi, kusma, akcigerlerde asir1 sivi,
zatiirree, biling bulanikligi yer almaktadir (Cox, 2018). Buna Roundup bileseni
POEA’nin toksisitesinin yol a¢tig1 belirtilmistir (Jarrell, Ahammad&Benson, 2020).

Insanlarin Glyphosate’a maruz kaldiklarmin bir kaniti ise almnan idrar 6rneklerinde
Glyphosate kalintisinin saptanmasi olmustur (Niemann, Sieke, Pfeil&Solecki, (2015).
Yapilan bir arastirmada ¢iftgilerde gozlenen kronik bobrek ve karaciger rahatsizliklar
incelenmis, karaciger ve bobreklerin Glyphosate maruziyetinden en ¢ok etkilenen
organlardan oldugu sonucuna varmislardir (Sarialtin&Coban, 2016). Diinya Saglik

Orgiitii tarafindan Glyphosate’in kanserojenik etki gosterdigi ve “2A kanserojen”
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(insanlar i¢in muhtemelen kanserojen) kategorisinde bulunan bir kimyasal oldugu
belirtilmistir (Xu vd., 2019). Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC), hem saf
Glyphosate hem de Glyphosate formiilasyonlari igin gii¢lii genotoksisite kanitt oldugu

sonucuna varmistir (Kergaravat vd., 2021).

Pestisitlerin gida triinlerinde tespiti i¢in bazi arastirmalar gerceklestirilmis. Bu
calismalardan birinde sebze, meyve ve bebek mamasinda Stir bar sorptive extraction
(SBSE) yontemi kullanilarak pestisit analizi gergeklestirilmis. Bu yontemde, metanol
¢ozlictisii kullanilmis ve 60 dakikalik SBSE yontemi uygulanmis. Pestisit kalintisinin
tespiti igcin GC-MS analizi gerceklestirilmistir. Bu cihazla 300 pestisit analiz edilmis ve
marul, armut, lizim ve bebek mamalar1 gibi gida triinlerinde pestisit kalintilarina

rastlanmistir (Sandra ve ark., 2003).

Glyphosate’in bilingsiz kullanimi sonucu toprakta ve suda birikmelerin meydana
geldigi belirtilmektedir. Glyphosate giiclii bir sekilde toprakta absorplanmakta ve
mikrobiyal bozulmaya ugramaktadir (Hanke, Wittmer, Bischofberger, Stamm&Singer,
2010). Toprakta bulunan mikroorganizmalarin (algler, mantarlar, bakteriler) bazi
herbisitleri besin kaynagi olarak kullandiklart ve bu herbisitleri parcaladiklari
bilinmektedir (Kurtoglu vd., 2020). Glyphosate, topraktaki mikroorganizmalar
tarafindan  pargalanir, daha toksik ve daha kalict ana metaboliti olan
Aminometilfosfonik asit (AMPA) olusturmak iizere bitki dokusunda metabolize edilir.
AMPA, bir aminofosfonattir, kimyasal olarak Glyphosate’a benzer, davranis ve
toksisite agisindan benzer 6zellikler gostermektedir. Polar ve suda iyi ¢6ziiniir (20°C'de
146,6 g/L). Glyphosate ve AMPA, bitkinin kokiinden govdelere ve yapraklara
tasinmaktadir (Kanissery vd., 2019). Topraktaki Glyphosate’in yari émrii, mineral ve
organik bilesim, iklim kosullar1 ve mikrobiyal aktiviteden etkilenmektedir (Matozzoetal
vd., 2020). Tarimsal topraklarda, yar1 omiir 1,7-197,3 giin arasinda degismektedir
(Giesy vd., 2000). Tathisu ekosistemlerinde yarilanma omrii ise 7-142 giin olarak
bildirilmistir (Matozzoetal vd., 2020). AMPA’nin ise Yyarilanma omrii (DTso), 121
giindiir (Grandcoin, Piel ve Baures, (2017).

Calismalar, Glyphosate’in %48-70'inin, 6ncelikle C-N baginin kirilmasi yoluyla
toprakta AMPA'ya parcalandiginm1 gostermektedir (Hearon vd., 2020). Glyphosate

17



uygulamasindan sonra AMPA siklikla yilizey sularinda ve yeralti sularinda tespit

edilmektedir (Grandcoin vd., (2017).

C-P yapis1 liyaz veya oksidorediiktazlar iceren enzimatik reaksiyonlara dahil
olur ve sirasiyla C—P veya C-N bagmin yok olmasina ve sarkozin veya AMPA
olusumuna yol agar. Sarkozin yolu ile bozunma sirasinda olusan metabolitler toksik
degildir ve toprak mikro florasi tarafindan hizla kullanilir. Fosfor kaynagi olarak
fosfatlar kullanilirken, sarkozin, amonyak (NHs) ve karbondioksite (COz) ayrisan glisin,
amino asit ve niikleik asit metabolizmasinin bir koenzimi olan tetrahidrofolat ile bir
kompleks olusturan formaldehite yiikseltgenir (Kulikova, Zhelezova, Filippova,
Plyushchenko&Rodin, 2020). Sekil 2.5.te Glyphosate’in toprakta mikrobiyal

parcalanmasi gosterilmistir.
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Sekil 2. 5. Toprak bakterileri tarafindan Glyphosate’in birincil ve alternatif par¢alanma

yolu (Annett vd., 2014).

Glyphosate bitkilere girdikten sonra, hizli bir sekilde bitkinin aktif biiyiime

bolgesine tasmir (Kanissery vd., 2019). Glyphosate’in etkisi, sikimik asit sentezinin

enzimi olan, fosfoenolpiruvat ve sikimat-3-fosfat’tan (EPSP) tiretilmesinde gerekli olan

5-enol piruvil sikimat-3-fosfat sentaz (EPSPS) enzimini (sikimat yolunun EPSPS'sini)

inhibe etmede olduk¢a etkili olan tek molekiill olmasi bakimindan Onemlidir

(Shushkovavd, 2009). EPSPS enzimi, ot ve aga¢ olmak {izere tiim bitkilerde

mantarlarda ve bazi mikroorganizmalarda bulunan bir enzimdir (Matozzoetal vd.,
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2020). Bilesik sikimik asit yolundaki altinc1 adimi katalize eder, enzimi bloke ederek
sikimat yolu ile {iretilen aromatik aminoasitlerin (fenilalan, tirozin ve triptofan)
biyosentezini onler (Kanissery vd., 2019). Bu aminoasitler, bitkinin biiylimesi ve
hayatta kalmasi igin gereklidir (COX, 1998). Asagidaki Sekil 2.6.’da bitkilerde

Glyphosate bilesigi icin etkin ¢alisan pargalanma mekanizmasi gosterilmistir.
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2.11. Pestisitlerin ve Pestisit Bilesigi Glyphosate’in Tayin Edilme Yontemleri

Cevredeki zararli bilesiklerin dogru ve hizli bir sekilde belirlenmesini
saglayabilecek analitik yontemlere olan talep son yillarda artmaktadir (Hashemi vd.,
2017). Pestisitlerin tespiti i¢in kullanilan analitik yontemler, diisiik konsantrasyonlara
pestisit kalintilarin1 hizli, basit, secici, kesin ve yliksek dogruluk ile tespit edilip
Ol¢iilebilmesini kapsamaktadir. Bu yontemlerde sulu ¢6zelti numuneleri genellikle kati
faz ekstraksiyonu (SPE) ve gida numuneleri QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe) ile ekstrakte edilmektedir. Pestisitlerin tespiti ig¢in analitik
yontemler temel olarak GC, LC ve HPLC gibi kromatografik tekniklere dayanmaktadir.
Ayrica pestisitlerin tespiti i¢in biyosensorler, enzime dayali sensorler, antikor sensorleri,
aptamer sensorleri ve molekiiler baskilanmis polimerlerin kullanimini iceren yontemler

kullanilmaktadir (Parra-Arroyo vd., 2021).

Kromatografi ile eslenik tayin yonetimlerinde Glyphosate bilesiginin dogrudan
kantitatif tayini bilesigin kimyasal yapisindan dolay1 olduk¢a problemlidir. Bu nedenle
polar bir herbisit olan Glyphosate’in tespitinde, kromotografik analizlerinden 6nce
tirevlendirme prosediirleri veya zenginlestirme adimlari gibi 6n islemler
uygulanmalidir (Csampai&Molnar-Perl, 2016). Tiirevlendirmede genel hedef, analitin
tayine daha elverisli kimyasal bir 6zellik katacak bir forma doniistiiriilmesidir. Kiitle
spektrometri (MS) ozelinde tiirevlendirme molekiiler iyon pik siddetini arttirabilir,
parcalanmay1r dogrudan etkileyebilir ya da iyonizasyon verimini gelistirebilir.
Asetilleme, alkilleme ve sililleme en sik kullanilan tiirevlendirme teknikleridir (Ozkan,

2017).

En yaygin olarak kullanilan 6n zenginlestirme teknikleri, Sivi  Sivi

Ekstraksiyonu (LLE) ve Kati1 Faz Ekstraksiyonu (SPE) tekniklerini igerir.

LLE basit bir tekniktir, ancak biiylik hacimli numune ve organik ¢oziicii

gereksinimi nedeniyle maliyetli ve genellikle zaman alicidir.

SPE teknigi ise, ¢evresel kirleticilerin etkili ekstraksiyonu i¢in oldukga etkili bir
yontem olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, kat1 faz kartuslarinin yikanmasini,
sartlandirilmasini, numunenin yiiklenmesini, matriks bilesenlerinin yikanmasii ve

kartuslarin tekrar kurutulmasini igeren birkag islem adimi gerektirir.
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2.11.1. Mikroekstraksiyon Yontemleri

Karmagsik numuneler, ayirma ve zenginlestirme islemleri uygulanarak, analize
uygun hale getirilir. Klasik yontemlerden sivi-sivi ekstraksiyon (LLE), kati-sivi
ekstraksiyon (LSE) ve kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) zaman alici ve ¢ok miktarda
organik solventlerle ¢alisma gerektirmeleri nedeniyle yontemlerin dezavantajidir. ideal
ornek hazirlama teknikleri hizli, kullanimi kolay, ucuz ve bir¢ok analitik cihaza
uygulanabilir olmalidir. Bu konuda yeni uygulanabilir bir yontem, organik ¢oziicii
miktarint en aza indirerek, basit ve hizli hazirlanabilen 6rnek hazirlama siireglerini

igeren mikroekstraksiyon yontemleri olmustur. Mikroekstraksiyon yontemleri;

Toksik ve pahali solventlerin kullanim miktarin1 azaltmalari
Buharlagtirma gibi adimlara ihtiya¢ duymamasi
Yiiksek zenginlestirme oranina sahip olmalari

Ekstraksiyon islemlerine ek olarak ayirma islemlerini de yapabilmeleri

YV V. V V V

GC ve HPLC gibi cihazlara kolayca aktarim saglamalar1 gibi
avantajlarindan dolay1 son zamanlarda Klasik yontemlere kiyasla daha

ok tercih edilmeye baslanmistir (Alver, Demirci &Ozcimder, 2012).
2.11.1.1. Kat1 Faz Mikroekstraksiyon (SPME)

SPME, Pawliszyn'in aragtirma grubu tarafindan numune hazirlama alaninda yeni
bir gelisme olarak tanmtilmistir (1991). SPME, hedef analitlerin polimer kapli bir fiber
tizerinde adsorbe edildigi ¢oziicii kullanimi gerektirmeyen bir yontemdir. Bu teknik
basit, hizli ve farkli analitlerin ekstraksiyonu igin yeterince hassastir (Hashemi vd.,
2017). SPME, tek basamakta ornekten maddeyi zenginlestirme, matriksten ayirma ve
tayin etme islemine olanak saglar. Yontem gevresel, biyolojik ve gida numunelerinin
analizlerinde yaygimn kullanim alan1 bulmaktadir, GC ve HPLC analizi ile uyumludur.
Yontemin dezavantaji, fiberlerin organik c¢oziiciilere karsi kararsiz olmalari, tekrar

kullanim sayilarinin diisiik olmasi ve yiiksek maliyetleridir (Alver vd., 2012).

2.11.1.2. Sivi Faz Mikroekstraksiyon (LPME)

LPME, diisiik solvent hacimleriyle numune 6n isleme teknigi olarak onerilmistir.

Bu yontemin, geleneksel LLE tekniklerinden farkli olarak birka¢ mikrolitre organik
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¢oziiciiyle analitlerin ekstraksiyonuna olanak saglar. En yiiksek zenginlestirme
faktorleri, yliksek numune hacmi/diisiik organik ¢oziicii oran1 kullanilarak elde edilir.
Bu yontem, karmasik matrislerden ¢ok ¢esitli analitleri izole etmek i¢in kullanilabilecek

basit, hizli ve uygun maliyetlidir (Hashemi vd., 2017).

LPME'de ekstraksiyon islemi, az miktarda suyla karigmayan organik c¢oziicii
(acceptor-alic1 faz) ile hedef bilesikleri igeren sulu bir faz (donor-verici faz) arasinda

gerceklesir. S1vi faz mikroekstraksiyon yontemi asagidaki sekillerde uygulanir;

)} Asili Damla Mikroekstraksiyon (SDME)

1) Dispersif Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon (DLLME)

1) Yiizen Kat1 Organik Damla Mikroekstraksiyon (SF-ODME)

IV)  Oyuk (Hollow) Fiber Sivi Faz Mikroekstraksiyon (HF—-LPME) (Alver vd.,
2012).

Son yillarda, LPME, cevresel, gida ve farmasotik numunelerin 6n islemi ve

analit ekstraksiyonu igin en yaygin ekstraksiyon prosediirlerinden biri haline gelmistir
(Hashemi vd., 2017).

2.11.1.3. Dagitici-Dispersif Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon (DLLME)

DLLME, basit ve hizli bir siv1 faz mikroekstraksiyon ydntemi olarak bilinir. ilk
olarak Rezaee ve arkadaslari tarafindan uygulanmistir. Bu yontem, organik ¢oziicii
tiiketimini en aza indirerek ve daha basit sistemlerle numune hazirlama teknigiyle daha
saglikli analitik prosediirlerin yaygin olarak kullanilmasina yol agmigtir (Hashemi vd.,
2017).

Yontem birka¢ mililitre dagitict (mikro emiilsiyon olusturucu) ¢oziicii ile birlikte
mikrolitre hacimlerde kullanilan ekstraksiyon ¢oziiciisiiyle analiz yapma imkani
sunmustur. Bu teknik, hedef analitleri iceren sulu Ornek igerisine ekstraksiyon ve
dagitict ¢ozelti karisgimlarimin hizli bir sekilde enjekte edilmesine dayanmaktadir.
Ekstraksiyon ¢oziiciisii toplam ¢6zelti hacminin %1-3’tinii olusturur (Alver vd.,2012).
Ikili ¢oziicii karisiminin (ekstraksiyon ve/veya dagitici ¢oziiciiler) sulu bir numuneye
enjeksiyonu {iizerine ekstraksiyon ¢oziiclisii damlaciklar olusturur ve mikro emiilsiyon
olusur. Ince damlaciklar ve sulu faz arasindaki genis yiizey alan1 olustugundan sistem

dengeye hizli ulasarak, analitlerin numune c¢ozeltisinden ekstraksiyon fazina hizla
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gecisini kolaylastirir. Santrifiijleme islemiyle, damlaciklar konik tiipiin dibine ¢oker.
Son olarak, dipte toplanan alt fazdaki ekstraksiyon ¢oziiciisii, bir siringa kullanilarak
toplanabilir ve uygun analitik ekipman ile analiz edilebilir. Tanitildig1 giinden bu yana
DLLME, c¢esitli avantajlart (basitlik, hiz, yliksek zenginlestirme faktorleri ve diisiik
organik solvent tiiketimi) nedeniyle ¢ok popiiler bir mikro ekstraksiyon yontemi haline
gelmistir. Cizelge 2.6.’da ¢evresel orneklerden farkli organik ve inorganik kirleticilerin

ekstraksiyonu ve belirlenmesi i¢in DLLME ile ilgili 6rnekler verilmistir.

Cizelge 2. 6. Organiklerin analizi i¢in geleneksel Dagitici-Dispersif Sivi-Sivi Mikro
Ekstraksiyon (DLLME) yontemlerinin uygulamalart (Hashemi vd., 2017).

Analitler Matris Kullanilan Ekstraksiyon Dagitici
Cihazlar solventi coziicii
LC ve HPLC Analizleri
Antioksidanlar Cesme Karbon Asetonitril
suyu ve HPLC- tetrakloriir
hazir su DAD
Pretroidler Nehir HPLC-UV Tetrakloroetan Aseton
suyu
Metomil Dogal su HPLC- Tetrakloroetan Metanol
VWD
Ftalat Esterleri | Kozmetik LC-MS Karbon Asetonitril
driinler tetrakloriir
GC Analizleri
PAH bilesikleri Yiizey GC-FID Tetrakloroetilen Aseton
suyu

ornekleri
Ftalat Esterleri Su GC-MS Trikloretilen Aseton

Ornekleri

Diger Teknikler

Siilfonamidler Su CE-UV Klorobenzen DMSO
Boyalar Su UV-VIS Kloroform Etanol

ornekleri

Temel deneysel degiskenlerin se¢imi (ekstraksiyon tipi, dagitict solventler ve
bunlarin hacimleri) hedef analitlerin DLLME ekstraksiyon verimliligini etkileyebilir. lyi
bir geri kazanim elde etmek icin bu faktorler optimize edilmelidir. ilk olarak, DLLME
prosediirinde uygun bir ekstraksiyon solventinin secilmesi esastir. Bu solventler,
yogunluga, analitlerin ekstraksiyon kabiliyetine, sudaki ¢6ziiniirliigline ve uygun
kromatografik tepkiye gore secilir. Klorobenzen, karbon tetrakloriir ve tetrakloroetilen,

yogunluklar1 suyunkinden daha yliksek oldugu i¢in ekstraksiyon c¢oziiciileri olarak
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yaygin olarak kullanilir. Ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin hacmi ve oktanol/su katsayisi
(Kow), DLLME prosediiriiniin verimliligini etkileyebilir. Zenginlestirme faktorii,
ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin hacmi arttikga azalir. Aseton, etanol, metanol ve asetonitril,
diisiik toksisiteleri, uygun fiyatlar1 nedeniyle genellikle dagitict ¢oziiciiler olarak
kullanilir. Ayrica DLLME isleminin verimliligi dagitici ¢oziicliniin hacminden
etkilenebilir. Bu c¢oziiciilerin diisiik hacimlerinde, bulaniklik diizgiin bir sekilde
olusamazken, dagitict1 ¢Ozilicii hacminin arttirilmasi, analitlerin sulu fazda artan

¢Oziiniirliigiinden dolayi ekstraksiyon verimini diisiiriir (H61, 2011).
2.12. Glyphosate’in Gaz Kromotografisi ile Tayini

Glyphosate’in GC ile tayini ¢esitli tiirevlendirme prosediirlerini igermektedir.
2.12.1. Asetilasyon ve Esterifikasyon Y éntemi

Bu yontem filtreleme, santrifiijleme, buharlastirma ve katyon veya anyon
degisim saflastirma/zenginlestirmeyi igcermektedir. Kati numuneler su ile ekstrakte
edilmekte ve birbiriyle karisabilen reaktifler kullanilmaktadir. Bu yontemlerde
tirevlendirme  islemleri  trifloroetanol  (TFE),  heptaflorobiitanol  (HFB),
pentafloropropiyonik asit (PFPAA) ve trifloroasetik asit anhidrit (TFAA) gibi reaktifler
ve asetik asit anhidrit (AA) ile asilasyona ve trimetilortoasetat (TMOA)
esterifikasyonuna dayanmaktadir (Arkan &Molnar-Perl, 2015).

2.12.2. Trialkilsililasyon Yéntemi

GC-MS analizlerinde yaygin olarak kullanilan sililleme tekniginde alkoller,
aminoasitler, karbonhidratlar, steroidler ve amino alkollerde bulunan aktif hidrojenle bir
alkilsilil grubu yer degistirir. En ¢ok TMS (trimetilsilil) tiirevi olusturulur (Ozkan,
2017).

Popiiler bir teknik olan trialkilsililasyon, temel arastirma ¢aligmalarini, serum ve
idrar analizi yoluyla herbisit zehirlenmesini belirlemek icin optimize edilmistir. Bu
yontemde N-Metil-N-tert-butil dimetilsilil trifloroasetamid (MTBSTFA) reaktifi
kullanilmaktadir. Saf Glyphosate bilesigi, N,O-bis(trimetilsilil)trifloroasetamid
(BSTFA) ile tiirevlendirilerek tespit edilmektedir. Analiz sirasinda trimetilklorosilan
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(TMCS) katalizorii kullanilmakta ve bu katalizor analizi hizlandirmakta ve pratik bir

yontem olarak tercih edilmesini saglamaktadir (Arkan &Molnar-Perl, 2015).
2.13.Glyphosate’in Sivi Kromotografisi (LC) ileTayini

LC-MS/MS kullanilarak, tirevlendirme genellikle analitlerin polar karakterini
azaltmak ve 1yi bir kromatografik ayirma saglamak i¢in gereklidir. Su anda en ¢ok
kullanilan  yontem, 9-florenilmetil  kloroformat (FMOC-CI) ile 6n kolon
tiirevlendirmesini igerir. Sivi kromatografiye bir alternatif olarak ve Glyphosate ve
AMPA'nin zwitter iyonik dogas1 goz oniine alindiginda, Glyphosate analizi, baskilanmis
iyon modunda hem katyon hem de anyon degisimini iceren Iyon Degisim

Kromatografisi (IC) ile gergeklestirilmistir (Carretta vd., 2019).

LC sisteminde Glyphosate tespiti i¢in bir c¢alisma gergeklestirilmis ve
zenginlestirme islemleri uygulanmistir. Bu calismada 6n tlirevlendirme islemi igin
Florenilmetiloksikarbonil (FMOC) kullanilmis; sulu ¢ozeltilerde, ¢ogunlukla pH9'da,
diisiik sartlarda (oda sicakligindan 40°C'ye kadar, 20 dakikadan 24 saate kadar) yiiksek
verim-cevap floresan tiirevleri olusturulmus. FMOC'in yaninda, ayn1 zamanda floresan
tirevleri de saglayan o-ftaldialdehit/B-merkaptoetanol(OPA-MCE) reaktifi kullanilmis
ve pratik kullanimlar i¢in uygulanabilir oldugunu ortaya ¢ikarmig(Arkan &Molnar-Perl,
2015).

Cevresel su orneklerinde Glyphosate ve AMPA analizi igin Ultra Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografi Kiitle spektrometresiyle (UHPLC — ESI-MS / MS)
tespit edilebilen analitik bir yontem sunulmustur. Yontem, Waters Corporation'in bir
uygulamasindan gelistirilmis ve AccQ®’nin alternatif bir tiirevlendirme reaktifinin
kullanimim icermektedir. Kit, tirevlendirme reaktifi 6-aminokinolil-N-
hidroksisukinimidilkarbamat (AQC) igerir. Tiirevlendirme dogrudan enjeksiyon
sisesinde gerceklesir ve numune 6n konsantrasyonuna gerek yoktur. Tiirevlendirilmis
Glyphosate ve AMPA pozitif iyon modunda kaydedilmis. Gelistirilen yontem,
Glyphosate’in yaygin olarak kullanildigi bir tarim alani olan Po Vadisi'ndeki (Kuzey-
Dogu italya) bir tarladan toplanan 23 adet su &rneginden Glyphosate ve AMPA’ nin
tayininde basariyla uygulanmistir (Carretta vd., 2019). Asagidaki Cizelge 2.7.°de
FMOC ile farkli sicakliklar ve galisma siireleri ile Glyphosate ve AMPA bilesiklerinin
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optimizasyonlar1 gergeklestirilmis ve LC sistemlerinde tespit edilebildikleri en kiiclik

belirlenebilme (LOD) ve tayin sinirlar1 (LOQ) kaydedilmistir.

Cizelge 2. 7. FMOC ve OPA-MCE ile farkli sicakliklar ve calisma siireleri ile
Glyphosate ve AMPA bilesiklerinin optimizasyonlar1 (Arkan &Molnar-Perl, 2015).

Matris/miktar, | Zenginlestirme Tiirevlendirme Cihaz LOD LOQ Bilesikler
Kosullar: ng/L, ng/L,
mL/g pg/1000 | pg/1000
g g
Reaktif | °C | siire
fcme, yiizey, On-line SPE FMOC |37 1 LC- 0,03 0,05 | Glyphosate,
atik su, 4 gece | MSMS AMPA
Akarsular, 125 SPE FMOC |40 | 24 LC- 0,1 - Glyphosate,
saat | MSMS AMPA
Yiizey, yeralt On-line SPE Kolon - - LC-FD 0,02 - Glyphosate,
suyu, 100 sonrasi, AMPA
OPA-
MCE
Meyve suyu, Sivi membran PTSCL |50 | 10 LC- 10 25 Glyphosate,
100 uv AMPA
Tirevlendirme - DMOSC | 35| 10 LC- 640 5000 Glyphosate
Calismasi uv

2.14. Materyal
Bu tez ¢alismasinda kullanilan materyaller ve kimyasallar asagida verilmistir.
2.14.1. Glyphosate Bilesigi

Bu tez c¢alismasinda kullanilacak olan Glyphosate standartt Merck firmasi

tarafindan temin edilmistir.
2.14.2. Kullamlan Kimyasallar

Bu tez caligmasinda kullanilan kimyasallar Diisopropilamin (DIPA), Asetonitril
(ACN), Diklormetan (DCM), Kloroform, Dietileter, 1-bromopropan ve lodoethane,

Merck firmasindan temin edilmistir.
2.15. Yontem

Glyphosate alkil ester tiirevlendirmesi ve DLMME ekstraksiyonu igin gergeklestirilen

calismalar gerceklestirilmistir.
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1.Calisma:

Deney tiipiine ACN ¢dzeltisinden 1ml alindi. Uzerine 20ul DIPA ¢ozeltisinden
eklendi. Daha sonra 100 ppm Glyphosate (sulu ¢ozelti) standartindan 2ml eklenip,
vortekslendi. Uzerine NHager) ¢dzeltisinden 20ul eklendi ve tekrar vortekslendi.
Uzerine 25ul 1-bromopropan eklenip, vortekslendi. Tiirevlendirme islemi i¢in 70°Cde
ayarlanmis olan 1siticida 4 saat reaksiyon ger¢eklesmesi i¢in birakildi. Reaksiyon siiresi
dolduktan sonra isiticidan alindi ve oda sicakligina gelmesi beklendi. Sonrasinda
tizerine 2ml DCM eklendi ve faz ayrimi igin beklendi. Fakat faz ayrimi gézlenmedigi

i¢in ¢aligma sonlandirildi.
2.Calisma:

Deney tiipline 100ppm Glyphosate (suda ¢oziinmiis) standartindan 2ml alindi.
Uzerine 100ul DIPA eklendi. 30dk boyunca vortekslendi. 30dk buzdolabinda 15°Cde
bekletildi. Uzerine 25ul 1-bromopropan eklenip tekrar vortekslendi. DLLME sistemini
olusturmak i¢in 100ul DCM organik ¢oziiciisii ilave edilerek sulu ¢ozeltide emiilsiyon
olusumu saglandi, bunun icin alici faz (DCM+DIPA+pentil bromiir) ve verici faz
(Glyphosate igeren sulu ¢ozelti) 50 mL hacme sahip kapakli viallerde 100 rpm
karistirma hizinda manyetik balik ile 15dk. siireyle karistirildi. Mikro emiilsiyon
olusumu saglandiktan sonra analit bilesik Glyphosate igin alkil esteri tiirevlendirilmesi
reaksiyonu karigtiricili hotplate tizerinde 50°C, 70°C ve 100°Cde 3 adet paralel deney ile
farkli reaksiyon siireleri uygulanarak (1-2-4-6 saat) gerceklestirildi. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra emiilsiyonu bozundurarak faz ayrimini saglamak ve reaksiyon
tirtinlerini izole etmek icin viallere 500ul DCM ilave edildi, yogun alt faz (DCM faz1)
Hamilton enjektori ile alinarak 0,45um PTFE filtreden siiziildi. Ekstrakt, ¢ozelti
degistirme islemi uygulanarak 2 mL ACN:DCM (3:1 v/v) hacme getirildi. Bu
calismaya ek olarak blank(Glyphosate olmadan) c¢aligmasi ayni sartlarda calisildi.
GC/MS analizinde cihaza tiirevlendirme islemi uygulanan ¢ozeltiden 1pul enjekte edildi.
Sekil 2.7. ve Sekil 2.8.°‘de Glyphosate ve blank ¢alismasinin 1-bromopropan ile 70°C’de

reaksiyonuna ait kromotogram verilmistir.
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Sekil 2. 7. Glyphosate’in pentil bromiir ile 70°C’de reaksiyonuna ait kromotogram
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3.Calisma

Deney tiiptine 100ppm Glyphosate(suda ¢6ziinmiis) standartindan 2 ml alindi.
Uzerine 50ul DIPA ve 50ul ACN eklendi. 15dk boyunca vortekslendi. Daha sonra

cihazina enjekte edildi.
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boyunca reaksiyonun ger¢eklesmesi icin birakildi.

1 saat araliklarla g¢aligmalar

Sekil 2. 8. Blank ¢aligmasinin 1-bromopropan ile 70°C de reaksiyonuna ait
kromotogram

tizerine 25ul 1-bromopropan eklenip tekrar vortekslendi. Calismalar 70°C’'de 4saat

vortekslenip tekrar isiticiya konuldu. Reaksiyon sonunda 500ul DCM ile ¢6ziiliip,
0,45um PTFE filtreden siiziilerek hacim ACN ile 2 mL’ye tamamlanarak GC/MS



Asagidaki Cizelge 2.8.°de, 1-bromopropan ve lodoethane ile tiirevlendirme
islemleri 50°C ve 70°Cde gerceklestirilmis ve en iyi sonug¢ alinan parametreler
isaretlenmistir. Cizelgeye gore en 1iyi reaksiyon 70°C ‘de, 1-bromopropan ile

gergeklestirilen ¢aligmadan elde edilmistir.

Cizelge 2. 8. Glyphosate’in 50°C ve 70°Cde, 1-bromopropan ve lodoethane ile

gerceklestirilen caligsmalari

50°C 70°C
1-bromopropan lodoethane 1-bromopropan lodoethane
Dipa : 50ul Dipa : 50ul Dipa : 50ul Dipa : 50ul
100ppm Glyphosate: | 100ppm Glyphosate: | 100ppm Glyphosate: | 100ppm Glyphosate:
Iml Iml iml iml
ACN : 50ul ACN : 50pl ACN : 50pl ACN : 50ul

15 dkvortekslenir.

1-bromopropan : lodoethane : 1-bromopropan : lodoethane :
25 ul 25 ul 25 ul 25 ul

2-3dkvortekslenir.

4 saat, 50°C’de reaksiyon 4 saat, 70°Cde reaksiyon
gerceklestirilir. gerceklestirilir.
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2.16. Glyphosate Bilesiginin GC-MS Analizi Optimizasyonu

Glyphosate’in alkil ester tiirevi olusturulduktan sonra, numune GC-MS’e enjekte
edildi. Cihazin kolon akis hiz1 1ml/dk olarak ayarlandi. Kolon firinin baslangi¢ sicaklig
100°C’ye ayarland1 ve bu sicaklikta 1dakika boyunca sabit kalmasi sagland1. Sonrasinda
kolon firinin sicakhig1 dakikada 12°C artacak sekilde, 280°C’e kadar sicaklig: arttirildi.
Sicaklik bu degere 15 dakikada ulast1 ve bu degerde 14 dakika boyunca sabit sicaklikta
kalmas1 saglandi ve boylece numunenin analizi 30 dakikada tamamlandi. Bu sekilde
Glyphosate’in GC-MS’te analizi gergeklestirildi. Toplam iyon akimi (TIC) modunda
gergeklestirilen analizde EI+ iyonlastirma kaynagi ile elde edilen kiitle spektrumu alkil
esteri tlirevlerinin molekiiler iyon ve fragment iyon yapilarinin belirlenmesi ig¢in
kullanildi. Sekil 2.9.’da Glyphosate bilesigi propil esterinin GC-MS kromatogrami ve
kiitle spektrumu Sekil 2.10.°da Glyphosate bilesigi propil ester tiirevi igin kiitle
spektrumunda olusan m/z degerleri diisiik siddetli pikler igin gdsterildi. Ongdoriilen
fragment yapilar1 Sekil 2.11.” de verilmistir. Cizelge 2.9.” da Glyphosate bilesiginin

tayini i¢in kullanilan GC-MS cihazinin ¢alisma sartlar verilmistir.

Cizelge 2. 9. Glyphosate bilesiginin tayini i¢in GC-MS cihazi sartlart

Kademeli Firin Sicaklik Programi

Oran ('C/dk) Sicaklik ('C) Bekleme siiresi
(dk)
Baglangi¢ 0 100 1
12 280 14
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Sekil 2. 9. Glyphosate bilesigi propil ester tiirevi igin elde edilen GC-MS kromatogrami

ve kiitle spektrumu
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Sekil 2. 11. Glyphosate bilesigi propil ester tiirevi igin kiitle spektrumunda olusan m/z

degerleri i¢in 6ngoriilen fragment yapilari
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2.16.1. Glyphosate bilesiginin DLLME ekstraksiyonu optimizasyonu ve alkil

tiirevlendirilmesi

Tiirevlendirme reaksiyonundan once uygulanan DLLME ig¢in ¢oziicii tiirii/bilesimi,

emiilsiyon bozundurulmasi, analitin ¢ozilicii degisimi ile tlirevlendirme reaksiyonu

ortamina alinmas1 ve reaktif miktarlar1 optimize edildi. Parametrelerin optimizasyonu

icin 500 ppm stok ¢ozeltiden 2 mL alinarak islemler gergeklestirildi.

DLLME ve

tiirevlendirme reaksiyonuna ait islemler Cizelge 2.10°da yer almaktadir.

Cizelge 2. 10. Dispersif Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon (DLLME) eslenik ester tiirevi

olusturma prosediirleri

1. Prosedur

2. Prosediir

3. Prosedur

2mL, 500 ppm Glyp. (saf

suda) alinir

2mL, 500 ppm Glyp. (saf

suda) alinir

2mL, 500 ppm Glyp. (saf

suda) alinir

50uL DIPA eklendi

50uL DIPA eklendi

50uL DIPA eklendi

50 mL wvialde 1 saat

karistirma (Devir:100rpm)

50 mL vialde 1 saat

karistirma (Devir:100rpm)

50 mL vialde 1 saat

karigtirma (Devir:100rpm)

0,4 mL dietil eter ve 0,4 mL

0,4 ml dietil eter eklendi

0,4 mL Kloroform eklendi

Kloroform eklendi eklendi | (emiilsiyon olusuyor- | (emiilsiyon olusuyor-
(emiilsiyon olusuyor- | bulanik) bulanik)

bulanik)

Tiirevlendirme reaktifi | Tiirevlendirme reaktifi | Tiirevlendirme reaktifi
olarak 25uL 1- | olarak 25uL 1- | olarak 25uL 1-

Bromopropan konulur ve
mikro emiilsiyon halinde
bulunan ¢o6zelti 70°C’de 1
saat karigtirilir (100 rpm)

Bromopropan konulur ve
mikro emiilsiyon halinde
bulunan ¢ozelti 70°C’de 1
saat karigtirilir (100 rpm)

Bromopropan konulur ve
mikro emiilsiyon halinde
bulunan ¢ozelti 70°C’de 1
saat karistirilir (100 rpm)

2mL DCM ile emiilsiyon

bozundurulur, faz ayrim

2 mL dietil eter ile

emiilsiyon bozundurulur,

2mL DCM ile emiilsiyon

bozundurulur, faz ayrimi
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olusur. Alt faz
DCM+Kloroform+dietil

eter st faz su. 10 dk 50
rpm’de karistirilir ve berrak

faz1 dikkatlice blok

alt
1sitictya uygun viale alinir.
Ust faz bulaniklik iceren su

fazi.

faz ayrimi olusur. 10 dk 50
rom’de karistir ve berrak
ist fazi1 dikkatlice blok
1sitictya uygun viale alinir.
Alt faz bulaniklik iceren su

fazi.

olusur. Alt faz
DCM+Kloroform, iist faz
su. 10dk 50 rpm karigtirilir
ve berrak alt faz1 dikkatlice
blok 1sitictya uygun Vviale
almir. Ust faz bulaniklik

igeren su fazi.

Bulaniklik i¢eren su fazina:

+2mL DCM ile aym
ekstraksiyon islemi
uygulanir (bir onceki
basmak), iki alt faz
birlestirilir.

Bulaniklik igeren su fazina:

+2mL DCM ile
ekstraksiyon islemi
tekrarlanir, alt faz DCM

ile bir 6nceki islemde elde

edilen dietil eter faz
birlestirilir. islem sonunda
sulu c¢ozelti berrak hale

gelmektedir.

Bulaniklik igeren su fazina:

+2mL  DCM ile aym
ekstraksiyon islemi
uygulanir  (bir  Onceki
basmak), iki alt faz
birlestirilir.

Ekstrakt c¢ozeltiye 1 mL
ACN eklenir karistirilir ve

blok 1siticida  40°C’de
ucurma islemi uygulanir.
Cozelti hacmi 0,9 mL

kalinca isleme son verilir

Ekstrakt ¢ozeltiye 1 mL
ACN eklenir karistirilir ve

blok 1sitictda  40°C’de
ucurma islemi uygulanir.
Cozelti hacmi 0,9 mL

kalinca isleme son verilir

Ekstrakt ¢ozeltiye 1 mL
ACN eklenir karistirilir ve

blok 1siticidda  40°C’de
ucurma islemi uygulanir.
Cozelti hacmi 0,9 mL

kalinca isleme son verilir

(¢Oziict degistirme | (¢oziicii degistirme | (¢Oziicli degistirme
tamamlanir) tamamlanir) tamamlanir)
Tiirevlendirme Tiirevlendirme Tiirevlendirme

reaksiyonunun

tamamlanmast:

50uL DIPA + 25uL 1-

Bromopropan konulur ve

reaksiyonunun

tamamlanmasi:

50uL DIPA +25uL 1-

Bromopropan konulur ve

reaksiyonunun

tamamlanmasi:

50uL DIPA + 25uL 1-

Bromopropan konulur ve
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toplam hacim ACN ile
2mL’ye tamamlanir;
Reaksiyon kapakli vial’de
70°C’de 4 saat blok 1siticida
gerceklestirilir.

toplam hacim ACN ile
2mL’ye tamamlanir;
Reaksiyon kapakli vial’de
70°C’de 4 saat blok

1siticida gergeklestirilir.

toplam hacim ACN ile
2mL’ye tamamlanir;
Reaksiyon kapakli vial’de
70°C’de 4 saat blok

1siticida gergeklestirilir.

2.16.2. Reaksiyon siiresi ve sicakliginin optimizasyonu

Reaksiyon sicakligr ve siiresinin optimizasyonunda 50°C, 70°C, 100°C reaksiyon

sicakliklar1 1, 2, 4, 6 saat siirelerle uygulandi. Kromatogram pik alanlar1 kullanilarak

optimum kosullar belirlendi. Bu amagla alinan 25mL hacminde 500ppm Glyphosate

konsantrasyonuna sahip stok ¢o6zelti 40°C’de evapotatdrde vakum altinda ¢oziici

uzaklastirma islemine tabi tutularak elde edilen ekstraktlara SO0uL DIPA + 25uL

Bromopropan konuldu ve toplam hacim ACN ile 2mL’ye tamamlandi; Reaksiyon
kapakl1 vialde 50°C, 70°C, 100°C reaksiyon sicakliklar1 1, 2, 4, 6 saat siirelerle blok
siticida gergeklestirildi. (Cizelge 2.11. ve Sekil 2.12.)

Cizelge 2. 11. Tiirevlendirme reaksiyonunda sicaklik ve siire optimizasyonu

Sicaklik°C
Reaksiyon siiresi (saat) 50 (°C) 70 (°C) 100 (°C)
1 2,65E+03 4,05E+04 4,01E+04
2 4,85E+05 9,12E+06 9,15E+05
4 6,25E+06 1,81E+08 3,85E+06
6 8,10E+06 1,83E+08 8,77TE+06
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50(°C) 70(°C)

g g
i

g
Reaksiyon slresi (saat)

100%

80%

60%

40%

Pik alani orani ( %)

20%

0%
1 2

Sekil 2. 12. Sicaklik-siire optimizasyonunda elde edilen pik alanlarina bagh reaksiyon

verimi

Tirevlendirme reaksiyonunun sicaklik ve reaksiyon siiresi optimizasyonunda
50°C, 70°C, 100°C sicakliklarinda ve siire agisindan en uygun reaksiyon sartlar1 70°C
ve 4 saat olarak belirlendi. Bu se¢imde temel olarak elde edilen Glyphosate propil
esterinin GC-MS analizlerinden elde edilen pik alanlari baz alindi. Bu veriler
degerlendirildiginde 1ilgili sartlarda elde edilen reaksiyon verimi pik alanlar1 ile
iligkilendirilmistir. Reaksiyon sicakligimin diisik (50°C) tutuldugu durumda
reaksiyonda elde edilen iiriin ile baglantili pik alani diger sicakliklara oranla oldukca
diisiik degerde tayin edildi. Yiksek sicaklik (100°C) durumunda kisa reaksiyon
siiresinde goreceli iyi verim elde edilirken reaksiyon siiresinin uzamasi reaksiyon
verimini negatif yonde etkilemektedir. Bu durum yliksek sicaklikta reaktif veya
iriinlerin bozunmasi ile aciklanabilir, ¢linkii higbir sicaklik degerinde toplam ¢oziicii

baslangi¢ ve son hacimleri arasinda bir degisiklik saptanmadi.

2. 16. 3. D1s kalibrasyon yontemi ile LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi

Stok ¢ozeltiden (500 ppm) uygun seyreltmeler yapilarak ¢alisma ¢ozeltiler 1, 10, 25, 50,
100, 250 ppm konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerden 2mL hacim alinarak 40°C’de
evapotatorde vakum altinda ¢6ziicli uzaklastirma islemine tabi tutularak elde edilen

ekstraktlara 50uL. DIPA + 25uL Bromopropan konuldu ve toplam hacim ACN ile 2
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mL’ye tamamlandi. Reaksiyon kosullar1 olarak 70°C ve 4 saat reaksiyon siiresi

uygulandi. GC-MS analizlerinde 1uL hacimler cihaza verilerek TIC modunda

kromatogram ve kiitle spektrumlar1 kaydedildi. Pik alanlari entegrasyonu ile alanlar

hesaplandi ve kalibrasyon dogrusu olusturuldu (Cizelge 2.12. ve Sekil 2.13.).

Kalibrasyon dogrusu verileri kullanilarak en diisiik kalitatif belirlenebilme sinir1 (LOD,

Gozlenebilme smir1 (Limit of Detection) ve en diisiik kantitatif belirlenebilme sinir1

(LOQ, Tayin sinir1 (Limit of Quantification) degerleri sirasiyla 0,004 ppm ve 0,014

ppm olarak hesaplandi.

Cizelge 2. 12. GC-MS analizi kalibrasyon dogrusu ve verileri

Entegrasyonu yapilan pik

n=3 ..
alanlari Ort. pik Std. Egim (m)
Standart Cozelti o o - alani Sapma | 3 32E+0
1. 06lglim | 2. 6lcim | 3. 6lgiim
(ppm) 5

8,36E+0 | 7,75E+0 | 7,98E+0

1 4 4 4 8,03E+04 2,52E+03
9,75E+0 | 8,98E+0 | 9,22E+0

10 5 5 5 9,32E+05 3,22E+04
8,26E+0 | 8,33E+0 | 8,56E+0

25 6 6 6 8,38E+06 1,28E+05
1,68E+0 | 1,77E+0 | 2,15E+0

50 7 7 7 1,87E+07 2,04E+06
3,50E+0 | 3,12E+0 | 3,56E+0

100 7 7 7 3,39E+07 1,95E+06
1,01E+0 | 9,89E+0 | 1,12E+0

250 8 7 8 1,04E+08 5,74E+06
1,80E+0 | 1,83E+0 | 1,84E+0

500 8 8 8 1,82E+08 1,70E+06
6,55E+0 | 6,66E+0 | 5,58E+0

Blank-Sahit 3 3 3 6,26E+03 4,85E+02

S = S, + 3s,; (S = Aanalite ait belirlenebilen en diisiik sinyal siddeti, S;;blank-sahit

¢ozeltinin otralama sinyal siddeti, sj; blank-sahit ¢6zeltinin Gl¢limlerine ait standart

sapma degeri, k=3 olarak almmustir ve istatistiksel olarak %95 giiven seviyesinde

sinyalin analite ait oldugunu ifade etmektedir burada p = 0.05’dir)
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= 0,004 ppm ve LOQ = 3,3 X LOD = 0,014 ppm

s-S
LOD = —%
m
2,50E+08
2,00E+08
y =374593x - 331977
R?=0,9946

_1,50E+08
oy
)
©
e
a

1,00E+08

5,00E+07

0,00E+00 lll? Jf
0 100 200 300 400 500 600
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 2. 13. GC-MS analizi kalibrasyon dogrusu.
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BOLUM 3

SONUC ve TARTISMA

Zirai iriinlerin iretiminde bitkilerin zararli organizmalardan korunmasi ve
biiyiime evrelerinin kesintiye ugramamasi i¢in bazi ilag¢lariin kullanimi gereklidir. Bu
nedenle, tarimsal friinlerin korunmasi amaciyla g¢esitli kimyasal formiilasyonlar
kullanilmaktadir. Bu amagcla kullanilan formiilasyonlara genel olarak Pestisit ismi
verilmektedir. Uygulanmalar1 sonrasinda ¢evrede yer alan bu kimyasal bilesikler
canlilar ilizerinde ve dolayli olarak insan organizmasina zararh etkiler tasimaktadir.

Bunun sonucunda hava, su, toprak alanlar1 etkilenmektedir.

Bu bilesiklerin tespiti i¢in birgok analiz metodu belirli gereksinimleri karsilamak
tizere gelistirilmekte ve uygulanmaktadir. Glyphosate bilesigi diinyada kullanim miktari
olarak en st sirada yer almaktadir. Bilesik i¢in stipheli-olas1 kanser yapma potansiyeli
cevre ve gida orneklerinde analizini hassas ve dogru tayinine yonelik analiz metotlarinin

gelistirilmesi i¢in ¢aligmalarin arttirilmasi gerekmektedir.

Glyphosate bilesiginin su, toprak, sediment ve hava gibi ¢evresel orneklerde
analizi i¢in kabul edilmis uluslararasi standart bir analiz yontemi bulunmamaktadir.
Bununla birlikte Glyphosate ve ana bozulma firiinii olan AMPA’nin yiiksek dogruluk ve
hassasiyet ile ¢evresel orneklerde analiz edilmesine yonelik artan cabalar mevcuttur.

Kromatografi eslenmis analiz metotlarindan LC-MS, bilesigin FMOC-CI ile SPE ayrimi
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Oncesi ve sonrasinda tlirevlendirilmesine dayandirilmaktadir ve yaygin olarak c¢evre
numunelerinde  Glyphosate  bilesigine  yonelik  gergeklestirilen  analizlerde
kullanilmaktadir. Bununla birlikte ¢ogu ulusal ve uluslararast denetim kurumu
Glyphosate bilesiginin ¢esitli matrislerde (su, gida, c¢evre) izin verilen MRL
(Maksimum Kalint1 Limiti) degerlerinin diisiik olmasini sart kogmaktadir, 6rnek olarak
gidalarda 0,3pg/kg olarak belirlenen MRL degerleri LC-MS analizleri ile ulasilabilir
olmasina ragmen cihaz tayin kapasitesinin yiiksek olmasini1 ve ¢aligma sartlarinin ¢ok
iyi kontroliinii gerektirmektedir. GC-MS analizlerinde Glyphosate bilesiginin sahip
oldugu iyonik ve polar karakterinin -OH ve -NH fonksiyonel gruplari iizerinden
gerceklestirilen tiirevlendirme reaksiyonlari ile analize uygun hale getirilmesine yonelik

calismalara esterlestirme reaksiyonlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bizim c¢alismamizda Glyphosate bilesiginin  sulu ¢ozeltidlen DLLME
ekstraksiyonu sonrasinda alkil halojeniir varliginda alkil esterleri tiirevlerine

dontistiiriilmesi ve GC-MS ile tayin edilmesi amag¢lanmustir.

Tez calismast deneylerinde diizopropilamin baz varliginda Glyphosate’in alkil
esteri tiirevine doniistiiriilmesi propil bromiir varliginda 70°C reaksiyon sicakliginda ve
optimum 4 saat reaksiyon siiresi i¢inde basariyla gerceklestirilmistir. Tiirevlendirme
reaksiyonu sonrasi alinan GC-MS spektrumlar1 degerlendirildiginde Glyphosate
bilesiginin iki adet fosfonik asit fonksiyonel grubuna ait her iki P-OH yapis1 P-O-CsH7
propil esteri yapisina doniistiiriilmiis, karboksilik asit fonksiyonel grubundaki C-OH
yapisinin C-O-CsHy7 ester yapisina ve N-H yapisinin N-C3H7 yapisina doniistiiriilmiistir.
Spektrumda Sekil 2.9.’da belirlenen ve m/z 337’de goriilen pik Glyphosate propil esteri
tiirevine ait molekiiler iyon olup pik siddeti beklendigi gibi diisiik kalmaktadir, Sekil
2.10.’da kiitle spektrumu siddetlendirildiginde bu molekiiler iyon net olarak
goriinmektedir. Molekiiler iyon disinda spektrumda yer alan fragment iyonlara ait m/z
degerleri incelendiginde m/z 172 en yiiksek siddette pik (basepeak) olarak yer
almaktadir burada olusan fragment iyon yapisinin rezonans ile kararlilik agisindan
desteklendigi goriilmektedir (Sekil 2.11.). Spektrumda gézlemlenen Glyphosate bilesigi
propil esterine ait en spesifik pik m/z 102 degerine sahiptir ve fragmentasyonda olasi
mekanizmalarda biri olan McLafferty yeniden diizenlenmesine aittir (Sekil 2.11.). Bu
spesifik pik bilesigin kalitatif ve kantitatif tayininde, 6zellikle matriks etksi gosteren
ayn1 molekiil agirligina sahip bilesiklerden ayirt edilmesinde kullanilabilir ve GC-MS
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analizi agisindan ¢ok degerlidir. Propil esteri tlirevi bilesigin fragmentasyonuna ait diger
fragment iyonlar oldukc¢a yiiksek pik siddetlerinde m/z 308; m/z 250 ve m/z 166
degerlerinde ortaya konulmustur (Sekil 2.9.). Glyphosate bilesiginin propil esterine
doniistiiriilmesi ve GC-MS’de ¢alisilan sartlarda elde edilen kiitle spektrumu kalitatif
tayin agisindan basarili olarak ortaya konulmustur. Bu agidan literatiirde ilk defa
bilesigin propil esterinin GC-MS ile kalitatif tayini gergeklestirilmistir. Tez
calismasinda hedeflenen alkil tiirevlendirmesi ile es zamanli sulu ¢ozeltiden Glyphosate
bilesiginin sivi faz mikroekstarksiyonu DLLME olarak ¢alisilmistir. Ekstraksiyon
islemi, bilesigin kalitatif olarak GC-MS tayini acisinda basarili oldugu ortaya
konulmustur fakat yapilan kantitatif tayine bagli ekstraksiyon geri kazanim calismalari
disiik verimle sonuglanmistir. DLMME c¢alismalarinda alic1 ¢6ziicii ortami olarak
DCM, kloroform ve ACN kullanilmistir. Sulu Glyphosate ¢ozeltisi (verici ¢ozelti-
donor) ile organik ¢6zelti ortamlar1 (alic1 ¢ozelti-acceptor) 100:1(v/v) 100:5 (v/v) ve
100:10 (v/v) oranlarinda goreceli en iyi sonug 100:10 oraninda kullanilan sulu ¢6zelti-
DCM sistemi igin %50,5 (+5) verimle elde edilmistir (DLLME ekstraksiyonu
optimizasyonu 2. Prosediir ve Sekil 2.7.). Bu geri kazanim orani bilesigin kantitatif
tayini igin yetersiz olarak ortaya konulmustur. Bu agidan mikro emiilsiyon ekstraksiyon

prosediirlerinin ve ¢oziicli parametrelerinin iyilestirilmesi gerekmektedir.

Yapilan reaksiyon sicakligi ve reaksiyon siiresi optimizasyonu ¢aligmalarinda optimum
sartlar olarak 70°C ve 4 saat en uygun sartlar olarak belirlendi. GC-MS analizlerinde
standart c¢ozeltilerin kullanilmas1 ile LOD ve LOQ degerleri 0,004 ppm ve 0,014 ppm
olarak tayin edildi. Siv1 faz mikroekstraksiyon 6zelinde DLLME’nin optimize edilmesi
ve Glyphosate bilesigi i¢in agiklanan alkil tiirevlendirme reaksiyonu ile birlestirilmesi

0zgiin bir GC-MS tayin metodu ortaya ¢ikarma potansiyeline sahiptir.
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