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Ozet

QuEChERS metodu ile “Golden pelicious” Ve “Starking pelicious” €lma c¢esitlerinde chlorpyrifos
etken maddenin kalint1 analizi i¢in 0.05, 0.5 ve 5.0 mg/kg seviyelerinde zenginlestirme yapi-
larak validasyon gergeklestirilmistir. Analizler yapildiktan sonra LC-MS/MS kullanilarak
kromatografik ayrigtirma yapilmistir. Matris etkisini elimine etmek igin matrisli kalibrasyon
(MC) kullanilmistir. Bu yiizden, MCgoiden b V& MCstarking o kalibrasyonlar: kullanilmistir. Me-
todun validasyonu, gercege yakinlik (accuracy), kalibrasyonun dogrusalligi, geri alim, cihaz
dedeksiyon limiti, metodun tespit limiti, tekrar edilebilirlik ve kesinlik gibi kriterler ile ger-
ceklestirilmistir. Her iki ¢oziicii kalibrasyon kurvesi ve her iki matris kalibrasyon egrisi 5-200
pg/pl araliginda lineer olarak bulunmustur. Golden D 6rneginden geri alimi; %8.36-14.03 tek-
rar edebilirlik degerleri ile %70.87-112.99 arasinda bulunmustur (ortalama geri alim %89.32).
Starking D elma Ornegi icin ise geri alim; %1.96-12.88 tekrar edebilirlik degerleri ile
%69.08-100.3 arasinda bulunmustur (ortalama geri alim %79.82). Tiim metodun geri alimi
%15.68 relatif standart sapma ile %84.60 olarak bulunmustur. Tiim bulgular olmas1 gereken
geri alim sinirlarina (%70-120) ve tekrar edebilirlik kabul orani igin belirtilen degerlere (RSD
<% 20) uygundur.

Anahtar Kelimeler: matris etkisi, metot gegerliligi, pestisit kalintisi, QUEChERS

Method Validation for the Chlorpyrifos in Apples by
QUEChERS Analysis Method

Abstract

QUEChERS method was validated using “Golden pelicious ** and “Starking peiicious” apples, for-
tified with 0.05, 0.5 and 5.0 pg/g chlorpyrifos. Analyses were performed by QUEChERS
method then chromatographic separation was performed by using LC-MS/MS. Calibration
with matrix (MC) was used to compensate matrix effect. Thus MCgolden o @aNd MCstarking D
were used for quantification. The method validated by using following parameters; accuracy,
linearity of calibration, recovery, instrument detection limit, estimated method detection limit,
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repeatability and precision. Calibration curve of solvent and both matrix matched calibration
curve were the linear over the range of 5-200 pg/ul. Recovery of chlorpyrifos from Golden D
apples were between 70.87-112.99% (mean recovery 89.32%) with the repeatability of 8.36-
14.03%. Similarly recovered chlorpyrifos from Starking D apples ranged between 69.08—
100.3% (mean recovery 79.82%) with the repeatability of 1.96-12.88%. For overall recovery
of the procedure was 84.60% ( RSD= 15.68%). These all figures comply with the determined
values for average recovery limits (70-120%) and precision (RSD < 20%)).

Keywords: matrix effect, method validation, pesticide residue, QUEChERS
1. Giris

Pestisit kalintis1 analizleri i¢in, herhangi bir 6rnek matrisi igin gelistirilmis metodun, o
laboratuvarda, dogru sonug verdiginin dogrulanmasina metot validasyonu (MV) denir. Metot
validasyonu analist i¢in sigortadir. ISO 17025 ve OECD-GLP sistemlerine gore, gecerliligi
kanitlanmis metotlarla kalinti analizlerini yapmak bir zorunluluktur (Tiryaki ve Baysoyu,
2006).

Analiz metodunun, gegerliliginin bazi metot performans kriterleriyle valide edilmesi gerekir.
Yontemin gegerliligi dogrulandiktan sonra gergek numunelerle analizlere baslanmalidir. Bir
analiz prosediirii uluslararasi literatiirde gegerli kilinsa bile, o prosediir ¢alisilan laboratuvarda
ayni sonucu vermeyebilir. Bu MV parametreleri degerleri, literatiirden diger laboratuvarlardan
kopya edilemez (Tiryaki, 2011; SANTE, 2017). Bir metot AOAC resmi metodu olsa da o
metodunun kendi laboratuvar kosullarinda MV parametre degerleri SANTE (2017) limitleri
ile uyumlu olmalidir. Birgok MV performans kriterleri vardir. Bunlar, geri kazinim, gercege
yakinlik, dogrusallik, kesinlik, tespit limiti (LOD), hesaplama limiti(LOQ), hassasiyet, drnek
matrisinin etkisi, hedef ve 6zgiiliik olarak siralanabilir (Ambrus, 2004; Tiryaki, 2011).

Pestisitlerin yan etkilerinin kontrolii i¢in gidalarda bulunmasi tolere edilebilecek en fazla
kalintt miktar1 (MRL) ¢esitli kurum ve kuruluslar tarafindan belirlenmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO), Gida Tarim Orgiitii (FAO) ve AB biinyesinde bulunan Kodeks Alimentarius
Komisyonu (Codex Alinmentarius Commission, CAC) ve Cevre Koruma Ajansi (EPA), gibi
kurumlar limitleri belirlemektedir. Ulkemizde Tarim ve Orman Bakanlig, EPA’nin
yayinladigr chloropyrifos-ethyl’in etkileri raporu ve AB birliginin 9 Ocak 2016 da
yayinladigi, 10 Agustos 2016 da yiiriirliige girdigi direktifleri ile elma i¢in 0.5 mg/kg olan
maksimum kalinti limitini (MRL) 50 kat diistirerek 0.01 mg/kg diizeyine c¢ekmistir.
Olusabilecek riskleri dikkate alan tilkemizdeki ilgili kurumumuz, chlorpyrifosun meyvedeki
ve sebzedeki kulanim ruhsatin1 08 Nisan 2016 tarihinde iptal etmistir (Anonim, 2016). Bu
calisma, s6z konusu pestisit yasaklanmadan once yapilmistir (Durmaz, 2016).

Pestisit kalint1 analizlerinde son yillarda en fazla kullanilan yontem “QuEChERS” (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) yontemidir. Meyve ve sebzelerde farkli yapiya sahip,
fazla miktarda pestisitin farkli 6rnek matrislerde analizlerine imkan veren hizli, zor ve pahali
olmayan, etkin, saglam ve giivenilir metot olarak Anastassiades ve ark. (2003) tarafindan
tanimlanmistir. QUEChERS metodun ¢ok fazla genis bir analitik kapsam igermemesi, GC ve
LC’de analizi uygun bir ekstraksiyon yontemi olmasi nedeniyle, cogu kalint1 analizi yapan
laboratuvarlar tarafindan uygulanmaktadir.
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Bu ¢alisma, Canakkale tariminda 6nemli bir yere sahip olan elmalarda chlorpyrifos’un kalinti
analizinde uygulanacak olan QuEChERS yonteminin valide edilmesi amaciyla
gerceklestirilmistir. Ilgili metot gecerlilik kriterleri, AB SANTE kilavuzlarinda konulan
limitler ile birlikte degerlendirilmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Kimyasallar ve Coziiciiler

Chlorpyrifos standardi (% 99.0 saflikta) Dr. Ehrenstorfer Laboratuvari’ndan temin edilmistir.
Analizlerde kullanilan diger kimyasal ve reaktiflerin safliklar1 sdyledir: Toluen (saflik: %99.0,
LiChrosolv, Merck ), asetonitril (MeCN, saflik: %99.9, Merck ), NaCl (sodyum Kklortir,
Merck), MgSO,*7H,0 ( Merck) ve Primary Secondary Amine (PSA, 40 pum, analitik grade,
Varian).

2.2. Cihaz ve Gerecler

LC-MS/MS (Quadrupole Schimadzu LC-MS/MS-8040), santrifiij (Niive NF 800, 50 ml lik
santrifiij tiipline uygun rétar), mikrosantrifiij (Eppendorf 5418, 1.5 ml Eppendorf tiipiine uy-
gun rotar), hassas terazi (Shimadzu ATX224, £0.0001 g), Waring blender, Vortex mikser
(Velp scientifica), 1.5 ml cam GC viyali, N, kullanilmigtir. Ayrica mikropipet, cam siringa
(Hamilton), Falcon tiipii (50 ml), Eppendorf tiipii (1.5 ml) ile 6lgii silindiri, balon joje, tek
kullanimlik pipet ve tartim kaplari gibi temel arag ve geregler analizlerde kullanilmistir.

2.3. Standart Soliisyonun Hazirlanmasi

Chlorpyrifos etkili maddesinden 11.4 mg tartilmis, balon jojede 25 ml hacminde 456 pg/ml
stok soliisyonu (toluen iginde) hazirlanmstir. Stok soliisyon 1s1ksiz ortamda 4°C’de muhafaza
edilmistir. Stoktan 10 pg/ml konsantrasyonda ara soliisyon (MeCN i¢inde) hazirlanmistir. Ara
soliisyondan seyreltmeler yapilarak, MeCN i¢inde 5, 20, 50, 100, 200 pg/ul konsatrasyonla-
rinda kalibrasyon soliisyonlar1 yapilmistir. Bunlar ayni zamanda ¢oziicii kalibrasyonu (solvent
calibration, SC) standartlar1 olarak kullanilmistir.

2.4. EIma Orneklerinin Homojenize Edilmesi ve Fortifikasyon Islemi

Laboratuvar 6rnegi, ilgili AB yonergesine uygun olarak alinmis, pestisit icermeyen 10 tane
elma analize alinmistir (Anonim, 2002). Elmalar kiigiik kiigliik dogranarak 1 kg 6rnegin blen-
derda homojenizyonu yapilmistir. Homojenizasyonu yapilan elma 6rneginden 10 g’lik anali-
tik porsiyon Falcon tiipiine konulmustur.

Elma orneklerinin chlorpyrifos ile zenginlestirilmesinde (fortifikasyon) 09.10.2015 tarihinde
maksimum kalint1 limiti (MRL) degeri olan 0.5 mg/kg degeri esas alinarak yapilmistir. Ho-
mojenize edilmis Golden pelicious V€ Starking peiicious €lMalart tizerine ayri ayri olarak 3 farkli
spiking (zenginlestirme) diizeyinde 5 tekrarli pestisit standart soliisyonu ilave edilmistir (Ci-
zelge 2.1). Hig pestisit ilave edilmemis olan kontrol 6rnegi 3 paralel olarak analiz edilmistir.
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Cizelge 2.1. Elma 6rneklerinin MRL degerine gore fortifikasyonu

Fortifikasyon diizeyi mg/kg Kod
0.1x MRL 0.05 Fi/1-V
1.0xMRL 0.50 Fol 1-V
10.0xMRL 5.00 F3/1-V
Kontrol Ornegi - Fo/1-111

2.5. Ekstraksiyon ve Clean up

Ekstraksiyon ve clean up (ekstrakte edilen materyalden pestisit haricindeki bilesiklerin gide-
rilmesi) islemi i¢in QuUEChERS yo6ntemi kullanilmistir. 50 ml’lik Falcon tiipii i¢ine 10 g ho-
mojenize 6rnek ve 10 ml MeCN konulmus ve 1 dak. vortekste karistirilmistir. Sonra iistiine 8
g MgSO, .7H,0 ve 1 g sodyum Kkloriir ilave edilerek, 1 dak vorteks ile karistirilmistir. Kari-
sim 7 dakika 4100 rpm hizinda santrifiij islemine tabi tutulmustur.

Clean up isleminde de bir 6nceki asamada elde edilen tstteki siipernatanttan 1 ml alinmus,
igerisinde 25 mg PSA ve 307 mg MgSO, .7H,0 bulunan Eppendorf tiipiine transfer edilmis-
tir. Daha sonra karisim 1 dak. vortekslenmis ve 5 dak 6000 rpm hiz ile santriftijlenmistir. 0.5
ml ekstrakt LC-MS/MS analiz i¢in GC viyaline alinmistir.

2.6. Kromatografik Kosullar

Kromatografik analizler COMU Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
bulunan ve ODS-4 Cyg (i¢ ¢ap1 150 x 4.6 mm, partikiil biiyiikligii 3 um) kolonu bagl olan
LC-MS/MS sisteminde yapilmistir.

Kromatografik sistem pozitif ESI MRM’da ¢alistirilmistir. LC ve MS/MS sisteminin ¢alisma
kosullar1 séyledir: 10 mM CH3COONH, + su soliisyonu (A) ve MeCN soliisyonu (B) hare-
ketli fazi olusturmustur. Gradient programi; baslangig¢ %30 B/%70 A’da 1 dak tutulur —
%50B/%50 A’da 1 dak tutulur — %90 B/%10A’da 2 dak tutulur — 50% B/50 %A’da 5 dak
tutulur — %30 B/%70 A’da 6 dak tutulur. 10 puL’lik enjeksiyon hacmi, 40°C’lik firin sicak-
lig1, 15 dak toplam elusyon zamani, 8.3 pl/sn haraketli faz akis hizi, 50 pl/sn spreyleme gaz
akis hizi, 400°C 1s1 blok sicakligi, 250°C DL sicakligi ve 3.5 kV ESI voltaj parametreleriyle
calisilmustir. Sekil 2.1.’de QUEChERS prosediiriiniin tiim analiz asamalari agiklanmistir.
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4100 rpmn
10 g Homojen hizinda 7 dk 1.5 ml lik sntfj
el santrifiij tipine 25 mg
edilir ! PSA ve 307 mg
Mg50,~THO
ilave edilir
Vorteks
10 mil
M'ECNni-:E'U\E ile 1 dk iistiine
edilir karigtirlir Supernant
fazindan 1.0
ml alinarak
eklenir
Bog
Vorteks ile Mg50,*TH.0 B000 rpm
1dk ile lﬂagNaTCl hzinda 5dk
kargtirihir L ilave edilir santrifiij edilir

Ekstraksiyon

Sekil 2.1. QUEChERS Analitik yontemin islem sematik akis diyagrama.

2.7. Metot Validasyonu

Metot, her iki elma matrisi i¢in fortifikasyon yapilarak valide edilmistir. Her paralel analitik
porsiyondan da 3 tekrarli 6rnek GC viyaline alinmistir. Thompson ve ark (2002)’niin yakla-
simi ile analiz prosediiriiniin tekli laboratuvar metot validasyonu yaklasimina gore validasyo-
nu yapilmigtir. Metodun performansinin degerlendirilmesi agagida belirtilen validasyon kriter-
lerine gore yapilmistir (Kanrar ve ark., 2010).

Kalibrasyonun dogrusallik degerlendirilmesi yapilmistir. Herhangi bir kalibrasyon egrisinde x
ve y degerleri arasinda dogrusal bir iliski vardir diyebilmek i¢in, baska bir ifade ile kalibras-
yonun dogrusalligi i¢in, sadece korelasyon katsayisinin (r degerinin) 0.99 olmasi yeterli de-
gildir. Oransal kalintisal standart sapma (Relative Residual Standart Deviaton, S 4,) degeri de
0.1°1 agsmamalidir. Calismamizda bu hesaplama Esitlik 1’e gore yapilmistir (Ellison, 2006;
Gonzales ve ark., 2006; Huber 2004; Miller ve Ambrus, 2005; Tiryaki, 2006).

\/ 2\ B)

S” @

Esitlikteki n-2, SD ni ,Sayy ise oransal kalintisal standart sapmay1 gostermektedir.

Tespit limiti degerlendirilmesi, metot dedeksiyon limitine gére yapilmistir. Cihazin dedeksi-
yon limiti (IDL) i¢in se¢ilen kromotografik sistemde belirlenen analizde gilivenilir bir sekilde
tespit edilebilen saf pestisitin standardinin en az miktaridir. Chlorpyrifos standardinin dedek-

siyon limiti cihazin kendi programi vasitasiyla hesaplanmis ve ayrica Esitlik 2 ile 200 pg/ml
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konsantrasyonda chlorpyrifos ¢ozeltisinden 10 tekerriirlii enjeksiyon yapilarak hesaplanmistir
(Singh ve ark., 2007).

IDL (42) = SD x 195 )

Esitlikteki SD, pik alanlarinin standart sapmasi, tgs ise %95 giiven diizeyinde T degeridir.

Metot dedeksiyon limiti (EMDL), chlorpyrifos’un, belirli bir 6rnekte ve belli bir yontem ile
tayin edilen yaklasik en az konsantrasyonu olarak tanimlanir. EMDL, Esitlik 3° te gosteridigi
gibi hesaplanmistir (Singh et ve ark., 2007).

__IDL X100XV
T MXREC%

g
EMDL (?) 3)
Esitlikteki M 6rnegin miktarini (g) ve % REC de uygulanan yontem ile chlorpyrifos’un orta-
lama geri kazanim oranini géstermektedir. V kromatografik sisteme enjekte edilen hacimdir

(ml).

Matrisin olusturdugu etki; elma 6rneginden gelen herhangi bir bilesigin pestisit konsantrasyo-
nu iizerine olusturdugu etkidir (SANTE, 2017). Matris etkisi tamamen engellenememektedir.
% matris etki, Esitlik 4 ile hesaplanir (Kanrar ve ark,, 2010). Bulunan degerin negatif olmasi
kromotografik cihazlarda kromotografik tepkinin baskilanmasi, pozitif degerde olmasi ise
kromotografik cihazlarda kromotografik tepkinin artig1 anlamina gelir.

Matrisli pik alani—Solventli pik alant)x100
ME, % = ¢ d Bk alan) 4)

Solventli pik alant

SC-MCagolden 0 V& SC-MCstarking p veri ¢iftleri arasindaki farklilifin 6nemi Student t testi ile
arastirilmistir (Anonim, 1999) (Esitlik 5 ve 6).

_dvn

=75 5)

d; farkliliklarin ortalamasini, SD ise farkliliklarin ortalamasinin standart sapmasini gosterir.

S = \/[Z(d‘ _a)%_ll (6)

n-1 serbestlik derecesini, n ise veri ¢iftleri adedini gosterir.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Kalibrasyonun Dogrusallig:

Chlorpyrifos’un kalibrasyon egrileri SC’da ve her iki elma matrisli kalibrasyonda (MC) 5—
200 pg/ul aras1 kalibrasyon sinirlarinda Excel programi kullanilarak ¢izilmis ve kalibrasyon
denklemi veya analitik fonksiyon hesaplanmis, relatif kalintisal standart sapma (Says)de bu-
lunmustur (Cizelge 3.1). Dogrusallik matrisli kalibrasyon (MC)goiden o V& MCstarking 0 V€ ¢0Zii-
cii SC’da belirlenmistir. MCgoliden b V€ MCstarking o Ve SC egrileri 5-200 pg/pl konsantrasyon
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araliginda istenen sinirlarda (Sayy = <0.1 ve r > 0.999) oldugundan dogrusaldir (Cizelge 3.1).
SC ve MC’na ait kalibrasyon egri ve denklemleri Sekil 3.1°de verilmistir. Solvent ve her iKi
elma 6rnegi ile hazirlanan kalibrasyonlarin denklemleri Cizelge 3.1 de verilmistir. Hesapla-
nan r degerleri, 0.99’dan yiiksektir.

Calismamizda kalibrasyonun dogrusalligi Esitlik 1’e gore yapilmis ve Cizelge 3.1’ de belir-
tildigi iizere dogrusallik limiti uygun olmustur (Miller ve Ambrus, 2005; Tiryaki, 2006).

Cizelge 3.1. Chlorpyrifosun 5-200 pg/ul konsantrasyon sinirlarinda ¢oziicii (SC) ve elma
matrislerindeki (MC) kalibrasyon bilgileri

Oransal rezidial

Kalibrasyon/analitik | Korelasyon standart sapma,

Kalibrasyonun Cesidi

fonksiyon® sabiti
SAy/f/
Solvent kalibrasyonu, SC y=138.75+ 141.18x 0.999 0.074267458
Ornek matrisli kalibrasyon y=2647+12651x | 0999 | 0.098870874

MCeqolden o (1 g/ml seq)

Ornek matrisli kalibrasyon
=279.4+ 127.63 0.999 0.095706649
IVlCStarking D (1 g/ml Seq) y X

= LC-MS/MS sistemine enjekte edilen miktar1, y=dedektoriin pik alani tepkisi

y=141,18x+ 138,75
R? =0,9999

30000 -

25000 -

20000 -

15000 -

Pik alani

10000 -

5000 -

[0} T T T T T T T T T 1
o] 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Konsantrasyon, pg

(a
30000 - y=126,51x+264,7 30000 - y=127,63x+279,4
R?=0,9999 R2=0,9992

25000 - 25000 -

20000 - 20000 -
z 15000 - £ 15000 -
o o}
M ©
4
i 10000 - i 10000 -

5000 - 5000 -

0 T T T T T T T T T 1 0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 W 40 60 0 10 10 140 160 180 200
Konsantrasyon, pg Konsantrasyon, pg

(b) (c)
Sekil 3.1. Chlorpyrifosun SC (a) MCogolden b (b) Ve MCstarking o () ile elde edilen kalibrasyon
egrileri
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3.2. Kromatografik Tekrar Edilebilirlik

Chlorpyrifos’un kromatografide alikonma zamanlari tekrarlanabilirligi MC ile degerlendiril-
mistir (Rashid ve ark, 2010). Chlorpyrifos standartinin kromatogramda piklerin goriildiigi
alikonma zamanlar1 sinirlart ve MCgolgen o V€ MCstarking p standart sapmasi (% RSD) ile birlik-
te Cizelge 3.2°de verilmistir. MCgolden b V€ MCstarking p i¢in RSD si %0.12-0.14 arasinda bu-
lunmustur.

Cizelge 3.2. Chlorpyrifosun kromatografik tekrar edilebilirligi

Oransal
Ornek Matrisi Alikonma Zamani Standart
(retention time, r)) Stmir1 | Sapma RSD,
%
IVICGolden D 6.679-6.710 0.14
MCStarking 6.673-6.712 0.12
D

3.3. IDL ve EMDL Hesaplanmasi

Her iki elma matrisleri i¢in chlorpyrifosun EMDL ve IDL hesaplanmistir (Cizelge 3.3). Ci-
zelge de goriildiigi tizere her iki EMDL degerinin de MRL degeri olan 0.5 mg/kg dan diisiik
oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 3.3. Chlorpyrifos standardinin IDL ve EMDL degerleri

EMDL (mg/kg) **
*
;I;)fl_st(amggr)t Ornek mat- Ornek matrisi | MRL (mg/kg)
risi Golden D Starking D
0.039 0.0436 0.0488 0.5

* Egitlik 2’y e gore ;  ** Esitlik 3’e gore
3.4. Matris Etkisi (ME) ve Matrisli Kalibrasyon

Matris etkisi, matrisli kalibrasyon (MC) kullanilarak dengelenmistir. MC hazirlamada, analize
alinan 6rnegin 6rnek esdegeri miktarinin, MC ¢ozeltilerindeki 6rnek esdeger miktar: ile ayni
olmasina dikkat edilmistir. Calismada chlorpyrifos icermeyen kontrol elma 6rnegine diger
ornekler gibi ayni analitik islemler uygulanmigtir (Tiryaki, 2011). 5, 10, 20, 50 ve 200 pg/ul
konsantrasyonlarda chlorpyrifos her 2 kontrol elma ekstraktlar: iistiine eklenmistir. Istenen
ornek esdeger miktarlarina uygun soliisyon elde etmek i¢in, N3 gazi ile konsantre etme ya da
seyreltme yapilmistir. Matris i¢indeki chlorpyrifos pikleri, ¢oziicii (MeCN) i¢indeki chlorpyri-
fos pikleri ile karsilastirilmastir.

Calismada SC-MCgoigen p Veri ¢iftinde ME degeri %9.66, SC-MCestarking p i¢in ise %10.39 ola-
rak bulunmustur (Cizelge 3.4). LC-MS/MS sisteminde ¢liziicii ve matrisli standartlardaki
chlopyrifosun (100 pg/ul) farkli tepkileri Sekil 3.2°de gosterilmistir. Matris etkisinin istatis-
tiksel olarak énemli olup olmadiginin degerlendirilmesinde, Esitlik 5 ile bulunan t degerinin,
%095 giiven diizeyinde ve n-1 SD’li (5-1) tipio 4, 0.05 Verisi olan 2.77 den biiyiik olmasinda fark
onemlidir, kiiciik ise onemsizdir (Cizelge 3.4). SC-MCgolden b i¢In thesaplanan=1.86<tta10=2.77,
SC-MCstarking p 1¢in 1.73<2.77 dir. Ciftleri arasindaki farklar tablo degeri %95 giiven diizeyin-
de ve n-1 SD’1i (5-1) tiabio 4, 0.0s Verisi olan 2.77 den her iki ¢iftte az oldugu igin matris etkisi
Oonemsiz bulunmustur. Ancak bazi literatiirde her tiirlii sonucta hesaplamanin MC kalibrasyo-
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nu ile yapilmasi 6nerilmektedir. Bundan dolay: tiim degerlendirmeler ve geri kazanimlar mat-
risli kalibrasyonlar ile hesaplanmustir.

Cizelge 3.4. ElIma matrisi ile chlorpyrifos icin olusan matris etkisinin istatistiksel nemi

SC-MCogoligen p Karsilagtirmasi SC-MCstarking o Karsilagtirmasi
Kalibrasyon Seviyeleri
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
X,  enjeksiyonu  yapilan | 5 20 50 100 200 5 20 50 100 200
miktar (pg/pl)
Y solvs 952 2911 7211 1412 | 28443 952 2911 | 7211 14121 28443
1
Ymar, (1 g/ml, 6rnek esdege- | 860 2809 6498 1310 | 25497 853 2710 | 6553 13549 25592
ri) 2
Fark; Y mag-Ysonv=01 -92 -102 -713 - -2946 -99 -210 -658 -572 -2851
1019
Farklarin ortalamasi (d) 974.4 876.2
Farklarin standart sapmasi | 1172.309387 1129.14999
(SD)
_ 1.858574759 1.735148368
= d\/;
S,
ME, % 9.66 10.39

3.5. Geri Kazanim, Kesinlik ve Ger¢ege Yakinhk

Geri kazanim testi, 2 elma gesiti, 3 fortifikasyon diizeyi, 5 analitik porsiyon ve kromatografi-
ye 3 tekerriirlii enjeksiyon ile toplam 90 veri ile yapilmistir. Ornek matrisli kalibrasyonlu ola-
rak calisma yiiriitiilmistiir. MCgolgen o V& MCstarking p nin chlorpyrifos analitik fonksiyonlar
hesaplanmas1 Cizelge 3.1°de gosterilmistir. Her iki 6rnek matrisleri icin QUEChERS ydntemi
ile bulunan chlorpyrifos geri kazanimlari ve bulunan gerceklik (accuracy) degerleri de Cizelge
3.5’de verilmistir. Geri kazanim orani, geri alinan chlorpyrifos diizeyinin, uygulanan spiking
diizeyine boliinmesi ile bulunur. Golden D elma 6rneginde bu oran %70.87-112.99 arasinda
bulunmus, ortalamasi ise % 89.32 olmustur.
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Sekil 3.2. LC/MS sisteminde chlorpyrifosun (100 pg/ul) ¢oziiciide(a) MCgoigen o (D) Ve
MCstarking 0 () elma matrislerinde kromatogramlari

Starking D 6rnegi icin ise geri kazanim oran1 %69.08-100.3 arasinda, ortalamasi da %79.82
olmustur. Kesinlik (precision,tekrarlanan 6lgiimlerin yakinlik derecesi), geri alimin RSD de-
geri ile nitelendirilir. Bu deger Golden D 6rnegi igin %8.36-14.03 arasinda, Starking D 6rnegi
icin %1.96-12.88 arasinda olmustur (Cizelge 3.5). Chlorpyrifos i¢in tiim metodun (her iki
elma matrisi ve 3 fortifikasyon seviyesi) geri kazanimi %84.60, RSD si ise %15.68’dir (n=
90). Geri kazanim oranlari gerekli olan araliga (%70-120) ve tekrar edilebilirlik (repeatability)
kabul oran1 da gerekli olan degere (RSD <% 20) uygun bulunmustur (SANTE, 2017).

Aksu (2007) ve Aysal ve ark. (2007) yaptiklart ¢aligmalarda geri kazanim oranlarint SANTE
(2013 ) limitleri ile uyumlu bulmuslardir. Ayrica Lehotay ve ark. (2005), Lesueur ve ark.
(2008), Vryzas ve ark. (2008) ve An ve Shin (2011) yaptiklar1 ¢alismalarda, sirasiyla, %
95+10 arasinda, %70-110 arasinda, %60-110 arasinda ve %76.40-120 arasinda geri kazanim
orani bulmuslardir. Bu degerler yukarida belirtildigi gibi SANTE (2013) de verilen geri kaza-
nim oranlari ile uygunluk gostermektedir.

42



Canakkale Onsekiz Mart University, Journal of Graduate School of Natural and Applied Sciences

Cizelge 3.5. QUEChERS yontemiyle gergeklestirilen geri kazanim testinde chlorpyrifos igin
bulunan, geri kazanim, RSD ve gergeklik verileri

MatrikSGolden D Matriksstarking D
Fortifikasyon mg/kg | Kod | Bulunan, | Geri alim RSD | Gergeklik Bulunan, | Geri alim RSD | Gergeklik
mg/kg Q, % SD | % % mg/kg Q, % SD % %
Fu 10.0488 | 87.68 0.0361 72.18
Fuu | 0.0354 | 70.87 0.0345 69.08
0,05 Fym | 0.0357 | 71.41 0.0356 71.31
Fuv 00414 | 8278 7.35 | 9.47 77.65 0.0350 70 137 |196 |70.34
Fiv 10.0375 | 7551 0.0345 69.11
Ortalama F, 10.0388 |77.65 0.0351 70.34
Fan | 0.4674 | 93.48 0.4125 82.48
Fan | 0.3793 | 75.87 0.3493 69.87
0,50 Faun | 0.3820 | 76.41 0.352 70.41
Fon (05245 | 104.9 12.25 | 14.03 | 87.32 0.4697 93.95 10.09 | 12.88 | 78.32
Fav | 04295 | 85.9 0.3745 74.9
Ortalama F, 104366 |87.32 0.3916 78.32
Fan | 5.647 112.9 5.015 100.3
Fam | 4.999 99.98 4.299 85.98
5,00 Fam | 5.32 106.4 4.702 94.05
Fuv 5285 [ 1057 | o0l |8.36 10299 4.686 9372 |89 |8.70 |9078
Fav | 44985 | 89.97 3.9985 79.97
Ortalama Fs [5.1496 |102.9 4.5395 90.79
Geri alimlarin ortalamasi 89.32 11.75 79.82 7.42
Tiim metodun geri alim (n:90):  %84.60 RSD: %15.68

Sonu¢

Metot validasyonu 1SO 17025 ve OECD-GLP kalite sistemlerinde vazgecilemeyen bir gerek-
liliktir. Pestisit kalint1 analizlerinde kullanilan tiim metotlar rutin 6rnek analizlerinden 6nce
valide edilmelidir. Herhangi bir metot ¢ok modern laboratuvarlarda kullanilsa bile, MV ig¢-
kontrol i¢in bir zorunluluktur. Calismada Golden D ve Starking D 6rnekleri chlorpyrifos ile 3
farkli seviyede spike edilerek 5 tekrarli analiz edilmistir. Geri alim (%), kesinlik (%RSD),
gerceklik, dogrusallik (kalibrasyon ve analitik fonksiyon) gibi bazit MV parametreleri olmasi
gereken SANTE limitleri i¢inde olmustur. Bu ¢alisma QuEChERS metodunu uygulayip, LC-
MS/MS ile analizlerin yiiriitiilmesi ile elmalarda chlorpyrifos kalinti analizlerinin yapilabil-
mesi i¢in beklentileri kargilamis ve amacina ulagmistir.

Tesekkiir
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