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DQGRULAMA TEKNIKLERI
(Confirmatory Techniques)

Pestisid kalintilarimin  teghisinin ve tayin
edilmig olan kalinti miktarimin farkl: bir yon-
temle dogrulanmasi gerekir. Son - tayin yonte-
mi ince tabaka kromatografisi ise dogrulama
islemi degisik developman ¢dziiclileri ve be-
lirtme ajanlar kullamilarak yapilir. Daha gok,
pestisid kalintisi- uygun bir ¢dziicli ile ince ta-
baka plakasindan kaldirilir ve dogrudan gaz
kromatografisine venlerek dogrulama saglan-
s olur.

: Yuksek segici dedektdrin kullanilmas; ha-
linde gaz- sivi kromatograminda girisim pik-
leri bulunabilir. Sadece bir kolon kullaniimasi
analiz edilen drnekler igin zayif, yetersiz bir
islem olur. Bazi hallerde iki kolon bile yeter-
siz olmaktadir. Kromatogramdaki BHC (hexa-
chlorocyclohexane) izomerlerinin teshisi bazen
HCB  (hexachlorobenzene) tarafindan engelle-
nir. HCB, silikon kolonlarda « - BHC ile birlik-

te elute edilir, Apiezon kolonda ise « - BHC ile

aym abkonma siiresine sahiptir. Fakat bu {i¢
bilesik (HCB, «-BHC, «-BHC) bir siyanosi-

likon kolonda birbirinden ayrilabilir. Bununla.
beraber, ayirma polar kolonlarda bagarilabilmis

olmasina ragmen, teshis igin vine de farkl. bir

kolonia. daha calismak gerekir. GOLLINS ve ark.-.

(30), tarafindan, hazirlanan pentachlorophenyt
propylether tiirévi GLC ile ng - pg seviyede HCB

nin dogrulanmasinda kullanitmigtir. Dieldrin ve.

p.p' - DDE bir Ornekte birlikte mevecut olduklar

zaman, bir silikon kolonda bu iki bilesik birbi--

rinden ayrilamaz. Apiezon veya siyanosilikon

kolon kullanmak. gerekecektir. Siyanosilikon ko-.

lenda nblleslklerm gtkma sirast yer deg:st;rerek

tnee pp' - DDE, sonra dieldrin piki gorillecek--

tir.. .. _ et ‘ .
GLC igin basit bir dogrulama teknigi, mev-
cut kalinti seviyesi kafi derecede . yiiksekse,
TLC - ince tabaka kromatograﬁs:yle yaptlir, Uy-
gun miktar’ pest|3|d ihtiva ettigi hesaplanan te-

mizlenmis ekstrakt kuruyuncaya kadar butiarlag:’

tirilir, uygun bir ¢dziiciide ¢oziiliip standartlarla

birlikte ince tabaka plakasina tatbik edilir. Boy-
tece kalintinin teg;hi'si dogrulanabilir, miktarlar
ince tabaka. -kromatografisinin duyarlihk sinin
dahilinde bulunmaldir. -

Belirli sayida pestisid igin bir dedektor
kullanifarak elde edilmis GLC sonuglari bagka
bir tip dedekttr kullanilarak dogrulanabilir. Ni-
tekim, organik klorlu bilesikler igin microcoulo-
metric dedektdr ile ECD, organik fosforlu bile-
sikler igin termiyonik ve alev fotometrlk dedek-
tor kullanilabiir. -

' Niikleer manyetik rezonans (NMR) spek-
troskopisi, organtk molekiliin yapt. tayini igin
en ohemli araglardan biridir. Pestisid metabo-
litlerinin ve bozunma driinferinin yapisimin ta-

- yini “igin, yeni pestISIdIerln yapilarinin dogru-

lanmasi igin veya meveut olan pestisidin ana-
liz Uriinferi igin son derece faydali bir teknpk-
tir. Yagh et ve karaciger dokusu Orneklerin-
den izole edilen p,p'-DDT ve p,p’'-DDE nin
dogrulanmasi ve nisbi konsantrasyoniarinin
tayini icin de NMR kullamlmistir. NMR -
spektroskoplm/dusuk duyarliliga sahip oldu-
gundan ve genellikle karsilagilan pestisid kalmn-
titan; diiglik konsantrasyonlu olduklarindan, ka-
lintt galismaltarinda simrli bir kullanim' alanina
sahiptir. Pestisidlerin spektrumilari igin refe- _
ranslar yayinlanmigtir. Bunlar teshisin dogru- -

Janmasi igin faydahdir. KEIT ve ark. (45), 40
adet organik fosforlu pestisidin 100 MHz NMR
spektrumlarini yayinlamiglardir.

Kalintilardan izole edilmis pestisidierin
teshisinde yiiksek derecede duyarhilifindan do-
layt Kiitle Spektrometresi faydali bir teknik-
tir. TLC, GLC vb. gibi geleneksel ayirma tek-
nikleriyle izole edilmis bireysel metabolitlerin
analizi igin genel olarak kullamhr. Kiitle épek-
trometresi gaz kromatografisine baglandiginda,
énceden ayirma yapmakslzm ve kar$|lasﬂah ka-.
lintifarin diigiik seviyesine ‘uygun duyarlllzkta
karistmin bilesenlerinin  bilinmesi ‘igin teshls
miimkin olur. ldeal sartlar altinda 10 ng kadar'
distik miktar, iyi bir kiitle spektrumu verece:k-'_
tir. BIROS ve WALKER (16), meveut analitik
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metotlardan adapte edilmis yaygin bir ekstrak-
siyon ve temizleme islemi kullanarak, pestisid
kalmntlarii insan ya@jll\ét ve karaciger doku-
larindan ayirmuslardir.  Pestisid  kalintilarinin
teshisleri, kantitatif tayinleri ve teshisin dog-
_ rulanmasi, gaz kromatografisi (ECD ile} ve
kiitle spektrometresinin kombinasyonuyla ger-
ceklestirilmistir, Bulunan péstisidler - BHC,
¢ - BHC, heptachlorepoxide, dieldrin, p,p’ - DDE,
p.p’ - TDE, op’ - DDT ve p,p’ - DDT dir.

Kiitle spektrometresin-iri gok tnemli bir
kullanimi da polychlorinated biphenyls (PCB's)
in mevcudiyetinde pestisidlerin dogrutanmasi-
dir. Benzer kromatografik ve elektron tutma
ozelliklerine sahip olduklan igin PCB leri kior-
lu pesitislerden ayirmak zordur. BAGLEY ve
ark. (14), GLC -Kiitle spektrometresi kombi-
nasyonuyla PCB’leri organik klorlu pestisidlerin
yamnda teghis etmiglerdir. Ekstre edilmis bi-
lesigin dzel bir PCB ile yeni Arachlor 1254 ile
ayni oldugunu elde edilen spektrum gostermis-
tir. -

Yiiksek ayirmall kitle spektrometresindeki
gelisme, spektrometrede iretilen iyonlarin kiit-
lelerinin tam 6l¢lilmesine imkan vermistir. Her-
hangi bir iyonun kesin kiitlesi, onun atomik ya-
_pisina ve iyon tesekkiil ettiginden dolayr pesti-
sid molekiiliniin elemantel yapisina baghdir.
Bundan dolay: iyonik kiitlelerin kesin dlglilme-
siyle onceden bilesenlerde bir ayirma yapmak-

-sizin kompleks karisimda tek tek pestisidleri

* tammak mitmkiindir,

LOVINS (47) bu teknidi kullanarak gegithi
klorlu pestisid ‘karl's!mlarml incelemistir.

Bireysel bir kalinti kafi derecede izole edi-
lebilirse, bilesigin infrared spektrumu alinabi-
“lir ve bu spektrum bilesigin teshisinj dedrular.
Isik yogunlagtirma mercekleri ve 3 gl den daha
-dlislik kapasiteli mikrokiiveti olan modern inf-
rared spektrofotometreler organik klorlu pesti-
'sidler-il) pekcogunun 10 - 20 1g 1 net bir spek-

trum saglayabilir, ince tabaka ve kolon kroma-

tografileri bu miktari ayirabilir ve spektrofoto-

metrede spektrum ahinabilir. infrared spektro-

fotometre organik - klorlulara nazaran organik
fosforlulara daha duyarlidir. 0,5 g dan az mik-
tarlar Iyl' bir spektrum verebilir ve bu miktar
bir akinti bolicti (stream splitter) Hle techiz

edilmis gaz :k-romatbgra'fisiyle ‘elde edilebilir,
kolonda ayrilan maddenin % 1 i izleme amaciy-
ia dedektore, kalan % 99 u ise bir toplama ci-
hazina ulagir. Bir dogrulama teknigi olarak in-
frared spektroskopisinin kullaibgi pg miktar-
da, saf halde izole edilmis pestiside ihtiyag
gosterir. )

BOWMAN ve BEROZA (21), ekstraksiyon

p-d‘egerl-érin-i kullanarak ng a yakin seviyede
pestisidlerin teshisi ve teshisin dogrulanmas

igin bir yontem sunmuslardir. Goziinen madde

igin_gozilcllerden birinin analizi yapilarak, bir-
biriyle kangtirtlamaz ki sivi fazmn egit hacim-
leri arasinda ¢dziinen bir maddenin dengesi ile
p - dederi tayin edilir. Bu deger fazlar arasinda
bireysel da@itmadan veya kargr -akim dagilim

~ gibi - gesitli dagimalardan hasil olur. Yéntem

ozellikle ECD - GLC ile analizlerde pestisid ka-
hntilarimin teshisinin doﬁ'rulanm_as; igin' fayda-
hdir. :

PESTISID KALINTILARI ANALIZLERININ
OTOMATIKLESTIRILMESI :

' Qrnedin ekstraksiyonu, temizlenmesi ve bir
gaz kromatografisine enjeksiyonu otomatik ola-
rak yapilabilir. Bu konuda bazi galismalar ge-

"sitli aragtiriclar tarafindan yapibmistir,

Bazi organik fosforlu ve =kérbamat pesti-

" sidlerin tayin yontemlerinden biri de kolineste-

raz engellenmesine dayanan enzimatik bir ybn-
temdir (61). Enzim 7.4 pH da bir thiocoline es-
ter ile inkiibe edildigi zaman, enzimatik hidro-
iz olur ve thiocoline olugur. Bu kolorimetrik
olarak 420 nm de Blgiilebilen ve 5 - thio - 2 - nit-
robenzoic asidin sar renkli anyonunu verecek
olan 5 - 5 - dithiobis - (2 - nitrobenzoic acid) ile
reaksivyona sokulur. Kolinesteraz organik fosfor-
lu pestisidlerin mevcudiyetinde- esterin azalan
hidrolizi sonucu kismen inaktif olur. Enzimin bu
angellenmesi blcilebilir ve organik -fosforlu
pestisidlerin otamatik olarak tayininde kullani-
labilir. Otomatik teknik uygulanmnadan dnce, pes-
tisid olmayan fosforlu bilesiklerin girisimini dn-

~ lemek igin bitki drneklerinde bir temizieme
islemi gereklidir. Sonra &rnekler otomatik ola-

rak yas yakmaya tabi tutulur ve nihayet fosfo-
molibdatin otomatik élciimiiyle ortofosfat tayin

~edilir.
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Organik fosforlu insektisidleri ve karba-
matlari tayin igin VOSS (76) da bir otomatik
. kolinesteraz engellenmesi yontemi kullandt. Ko-

linesteraz tiplerini degigtirerek, duyarlih§m art-

tirilabildigini ve 40. dan fazla drnedin bir saatte
elle gergeklestirilen kimyasal yonteminkine eg-
deder kesinlikte tayin edilehildigini. ortaya koy-
du. Bir gok thiolo- ve thionofosfor pestisid-
ler, kilkiirt atomunun oksidasyonuyla gok giic-
li kolinesteraz inhibitdrlerine dénigiirier. Bir
otomatik tarama igleminde, inhibisyonun oksi-
dasyondan dnce ve sonra dlgiimi toplam kalinti
miktarini bildirmede faydalidir, .

Pestisidlerin otomatik analizleri' ve tarama
teknikleri iizerine bir inceleme vazis1 GUNT-
HER ve OTT (39) tarafindan yaymnlanmistir. Bir
drnek olarak, turunggil kabuklarinda bifenilin tax
mamen otomatik tayini verilmistir. Kabuk or-
nekleri otomatik olarak suda homojenize ‘edil-

migler ve sonra yaglari, mumiars ve bifenili ayir-

mak icin buharla damitma yapllml‘$t|r. Buharla
ugucu bilegikler siklohegzanda tutuimus ve yag-
lar ve mumlar konsantre siilfirik asid igerisin-
de ekstrakte edilerek atilmistir. Sonra izole edil-
mig bifenil 246 nm de tayin edilmistir. Normal
yantemin -iki saat siirmesine rafmen bu oto-
matik yontem 10 dakika siirmiistiir.

Pestisidlerin -dii$['1‘k miktarlarini tayin etmek
i¢in kompiiter uygulamasi hesaplamalar igin ih-
tivag duyulan zamanda bir tasarruf saglamig-

lardir. Modern’ gaz kromatografik sistemler’

komputerlere rahatitkla baglanabilmektedir.

PESTiSID KALINTISI ANALIZCISININ
KARSILASTIGI PROBLEMLER

Kalintr analizcisinin ana gdrevi pestisid ka-
lintilarinin teshis ve tayinidir. Analizel pek gok
problemfe karsilasir. Bunlardan bazilari $unlar-
dir : metabolizma sebebiyle pestisidin ortadan

_kaybolmasi, bozulmasi veya buharlagmasi; me-

tabolitlerin ve diger son - {irlinlerin gesidi; dzel-

likle toksikolojik yonden gok &nemli olmalari.
Kararli organik klorlu pestisidlerden farkli
olarak, organik fosfbrlu pestisidierin pek goku
ilaglamadan- sonra . pargalamir veya birkag giin
iginde ve bazi hallerde birkag saatte metaboli-

ze olurlar, Ornedin, P- S grubu P- O'a rahathk- .

la okside olabilir ve siilfid gruplart siilfoksidle-

re ve siilfon gruplarina okside olabilir. Meta-
bolitlerin bazisi esas bilesikten daha zehirli ola- -
bildigi igin, bu bilesiklerin de varligini tesbit
etmek igin bu sahada bilgili ve tecrubeli olun-
mahdir. Metabolitlerin polaritleri esas bilesik-
ten fahkil oldugundan, ekstraksiyon. ve temizle-
me -i$lerhleri bu yizden biraz degistirilebilir.

Arastirilan pestisidierinkine benzer anali-
tik davraniga sahip olan bilesiklerin  6rnekte

_ varlifindan dolayi giigliikler ortaya crkabilir ve

bu durum yanlis sonuglara yol agabilir. Orga-
nik klorlu pestisidler igin, &rnedin analizdeki -
problemlerden biri PCB {Polychlorinated bip- '
henyls) lerden ileri gelen girisimdir. Bu bile-
stklerin hepsi benzer yapiya sahiptir ve benzer
ve klor arasindaki serbest radikal reaksiyonla

. genis bir skalada elde edilirler. Uriinin. dami-

tilmass karben atomu muhtevasina ve meveut
klor miktarina gbre siniflandinlan fraksiyonlan
verir. Bu simiflar klor muhteviyat: diisiik donuk
sart akict yagdan, klor muhteviyatl yiiksek sart
renkli pelte regineye kadar degisir, PCB bile-

- sikleri yaglayici madde, 1s1 transfer ortami ve

izolatér olarak sanayide yaygin olarak kullanil-

- maktadir ve {riinil eczalara, suya vb. lere di-
 rencli kilmak igin boyalara, verniklere, sente-

tik reginelere vb.lere ilave edilmektedir. Genel
kullanimlarinin bir sonucu olarak klorlu pesti-
sidler kadar oldukca yaygin gbzikiirler ve oksi-
dasyona, asidik ve bazik hidrolizlerin her ikisi-
ne de dayamik!i oldukiari.i¢in gevrede katici bir
yer isgal ederler, -

Pestisid kalmtilarnin arastirildige bir or-
nekte gok bilesenli PCB lerin varlif, bazt klor-
lu pestisidlerin teshis ve Glglimlerinde girigim
yapabilir veya mani olur. PCB ler mevcut ol-
dugunda, dieldrin, DDT, DDE, aldrin ve hep-
tachiorepoxide’inkine benzer ahkonma zaman-
i GLC pikleri verirler. Organik kloriu pestisid-
leri PCB lerden ayirmak igin bir silikajel kolon
kullamitir. Fakat, bu kolon yine de PCB leri
p.p - DDE den ayiramamaktadir. ARMOUR ve
BURKE (5], aktivitesi kontrollu bir silisik asid
kolon kullanarak PCB leri DDT ve analoglarin-
dan aylrm|$f|r,' fakat bu arada aldlfin de PCB .
lerle birlikte elute edilmistir. Bu galisma daha
sonralart gesitli organik. klorlu - pestisidlerin
GLC ile tayinlerinde girisim yapabilen klorlan-

- dinlmis naftalenleri de igine almigtir (6).
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Kitle spektrometresi ile kombine ediien
gaz kromatografisi ekolojik orneklerde PCB le-
rin- ayirtm ve teshisi igin kullamlmigtir,

COLLINS -ve ark-. (31), tzel GLC sartla-

nnda gruplandirilmisg yliksek klorlu bifenillerin.

(PCB) elektron tutma yetenedinin pp’ - - DDE
ninkine benzer oldugunu bulmuglardir. Yabani
canl drpeklerinde, PCB pikleri genel olarak
vitksek klorlu bifenillere tekabiil eder ve bun-
lar p,p’ - DDE ye esde@er olarak gbsterilebilir
demislerdir. Benzer pikler verdiklerinden ve
aym fraksiyonda elute edildiklerinden dolayi
klorlandirilmis naftalenler PCB tayinlerinde gi-
risim- yapabilir. HOLMES ve WALLEN (43), bu
iki tip bilesik arasinda bir ayirimin yapildigt
ve PCB lerin tepki gostermemesine kargilik,
klorlu naftalenlerin oksidasyonunun nisbi ko-
layhigina dayanan bir ybntem yayinlamslardir.

Analizlerde kullanilan g¢oziiciiler ve ecza-
lar, ECD lii GLC sinde; BHC ve aldrinle ayirt-

edilemeyen di - butylphthalate " (plastikleri yu-

mugatmak icin kullamlan bir madde) gibi kon-
taminantlar ihtiva edebilir. Polietilenle temas
eden organik ¢oziicller, genel ince tabaka ec-
zas) olan giimils nitrat ile reaksiyona giren,
p,p' - DDE ninkine yakin R; defferli benek ve-
ren ve o,p’ - DDE ve p,p’' - DDE ile benzer ali-
- konma zamanh bir kontaminant eksire edebi-
lir. Kitkiirt ve kikiirt-thtiva eden bilesikler ¢&-
ziiciilerde, kolon 'materyalierinde (&rnegin kar-

bon seliilozda) veya sofjan, lahana, $al§am vb.
gibi ‘materyallerde mevecut olabilir. Elementel

. kiikiirt gaz kromatografisinde bir =yalanci -

aldrin= piki goriilmesine sebep olabilir (62).

Pestisid- kalintis) analizlerinde c¢ok zor
problemlerden biri de &Srnekte mevcut pesti-

_ sidlerin pozitif teshisidir. Genel olarak kroma-

tografik teknikler bir pestisidin mutiak teshi-
sini nadiren verebilir. Dieldrin ve «foto - dield-
rin», kullamlan GLG kolonlarina bakmaksizin
benzer alikonma siireleri gdsterirler, ve cok
sayida ince tabaka c¢bzici sistemleriyle eide
edilen Ry degerleri birbiriyle cakigir. p,p’ - DDE
ve ‘dieldrin- muayyen sivi (stationary) fazlarda
benzer altkonma sireleriyle baska pestisid or-
nedi gésterirler. BURKE ve HOLSWADE (25, 26)
tarafindan wverilen deneysel alhkonma sireleri
bilgisinde, benzer alikonma siireli pek ¢ok pes-
tisid ornedi vardir.

Yukarida verifen bilgilerden de anlasilaca-

* gt gibi, kanuni bir karardan énce veya sadlija

uygunlufuna kadar vermeden Once, bilinmeyen
kalintirun teshisinin dofjrulanmast ¢ok Snemli-
dir. Bu ihtiya¢. sonucun dogru anlasiimasi if,:in
ozellikle 6nem|id-ir.‘ Basit, spesifik olmayan ka-
int: analiz -ie;.lemlerind'en elde ‘editen sonug;

larla yanhs sonuglara varikabilir. Bu nedenle

kalints -aﬁa!_-iz-leri bilgili, tecriibeli ve ehil kim-
seler tarafindan titizlikle yapilmaiidir.
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