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_DOMATESTE GAZ KROMATOGRAFIK YONTEMLE
2 4 DIKLOROFENOKSIASETIK ASIT (2,4-D) TAYiNI UZERINDE
ARASTIRMALAR'

INVESTIGATIONS ON THE DETERMINATION OF
2,4-DICHOLOROPHENOXYACETIC ACID (2,4-D) IN TOMATOE BY GAS
CHROMATOGRAPHIC METHOD

_ Jale ACAR, Vural GOKMEN
Hacettepe Universitesi, Gida Miihendisligi Boliimii, Ankara

OZET: Ortii altinda yetigtirilen sebzeler arasinda Snemli bir yeri olan domateste verimi artirmak igin bazi bilyiime
diizenleyici kimyasallar kullamlmaktadir. Domateslerde kullanilmasina izin verilmedigi halde, yukanda belirtilen amagla
kullamidi bilinen ir kimyasal olan 2,4-D’nin iiriindeki kalint: miktanmn beliflenmesinde, yesil bitkilerde 2,4-D tayininde
kullanilan gaz kromatografik bir yontem baz degisikliklerle uygutanmg ve %96-108 diizeyinde geri kazanma saglanmisur.

SUMMARY:Plant growth regulators have been used to increase the yield in tomatoes which have a great economic
significance among the vegetables grown under protected cultivation, Use of 2,4-D is not permitted as a growth regulator
in Turkey, but it is well known that this chemical has been used in tomatoes. A gas chromatographic method used for the
determination of 24-D in plant materials was applied with some modifications 1o determine the residues of 24-I in
tomatoes. Recovery of 2,4-D was found out to be 96-108%.

GIRis

Son yillarda gelisme gosteren ortit altr sebze yetigtiriciliginde domates énemli bir yere sahiptir.
Ancak ortii alts sebze yetigtiriciliginin yapildifn giiney illerimizde kg aylarinda ghindiiz sicakhklars yeterli olsa
bile, gece sicakbklanmm yetersiz olugn iriinde meyve tutumunu olumsuz yonde etkilemektedir. Diger
taraftan Grtii alth sebzeciliginde 1sitma yapiimas: miimkiin olamamaktadir. Bu nedenle gece sicakbklarmm
diigilk oldugn aylarda yetersiz polen olusumunu tegvik etmek igin baz bitki biyime ditzenleyici
kimyasallardan yararlamlmaktadar.

Bilyiimeyi diizenleyici nitelikteki bu kimyasallar arasmda yaygm olarak kullamian 2,4-D ashnda bir
herbisit olup; yine bu amagla kullamlmak iizere Tarm ve Koy Isleri Bakanligonca imaline 07.08.1964,
ithaline ise 17.05.1971 wyilmdan ber izin veribmekiedir. Aym amag.la 24-D, ester hahinde de
kullamlabilmektedir. 2,4-D esterinin imaline ise 02.01.1973'den beri izin verilmektedir (ANONYMOUS,
- 1992). Ancak kullanimundaki bilgi ve deneyim eksikligi nedeniyle yanls ve yiiksck dozda 2,4-D uygnlanmas:
sonucu ozellikle domateslerde koflagmalar ve gekil bozukluklan gozlenmektedir. Diger taraftan kanserojen
olarak nitelenen bu tiir maddelerin domateslerin titketilmesi ile msan saghgm olumsuz etkileyebileceg de
bildirilmektedir.

Klorlu fenoksiasetik asit grubunda yer alan 2,4-D ile insan hiicre kiltiirleri fizermnde yapilan m-vitro
cahgmalarda, bu bilesigin diisiik konsantrasyonlarda bile DNA hasan meydana getirdigi ve dolaysiyla 2,4-
D’nin genetik hasar olugturma potansiyeline sahip oldugu bildirilmektedir. 2,4-D ile yapilan kanserojenite
testlerinde bu etkinin degerlendirilebilmesinin yetersizligi, ancak bu maddenin ko-kanserojenik etkiye sahip
oldugu ileri siiriilmektedir. Baz1 galigmalara gore de timdr olugumunu hizlandirdipy belirtilmektedir
(BURGAZ, 1982).

Birlegmis Milletler Gida Tarim Tegkilat (FAQ) ve Diinya Saghk Tegkilati (WHO) ortak komisyonu
(Codex Alimentarius Commission), 1986 yih subat ayinda 2,4-D igin bazi gidalarda bulunabilecek en yiiksek
diizey ile ilgili simirlamalar getirmistir. Buna gore arpa, bugday ve ¢avdarda 0,5 mg/kg, turunggillerde 2
mg/kg, et, siit ve yumurtada 0,05 mg/kg ve otlarda 0,5 mg/kg diizeyine kadar 2,4-D kalint: diizeyine izin
verilmigtir. Almanya ve diger Avrupa iilkeleri ise kendi standartlarinda bu miktarlart bugday ve diger

* Bu calisma Biologische Bundesanstalt, Inst. fiir Okologische Chemie/Berlin‘de yiirlitiilmiis ve DAAD tarafindan destekfenmistir.
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hububat igin 0,1 mg/kg olarak simrlarken, taze meyve ve sebze igin 0,2 mg/kg smrm
koymuslardir(GILSBACH ve THIER, 1982; EBING ve ark., 1985, MEEMKEN ve ark., 1987).

Yabanca1 kaynaklarda bitkisel materyallerde, toprakta, suda ve insan idrarinda kalnti 24-D
diizeyinin saptanmasina yonelik birgok aragtirma yer almaktadir. Bu arastirmalarin hemen hepsinde gaz
kromatografik yontemler kullamlmaktadir. 2,4-D gibi yiiksek polariteye sahip bilcgiklerin gaz kromatografik
olarak tayin edilebilmesi icin derivatize edilmeleri zorunludur (ROSEBOOM ve ark., 1982).

Bitkisel materyallerdeki 2,4-D kalint1 dizeyinin belirlenmesinde kullamlan yontemler genel olarak
su asamalardan olugmaktadus:

i, Ekstraksiyon, ii. Ekstraktin temizlenmesi, iii. Derivatizasyon,

iv. Kantitatif veya kalitatif tayin

Uygulanan ekstraksiyon yontemi ne olursa olsun, ekstraktin daha sonra mutlaka temizlenmesi
gerekir, Genellikle ckstrakta uygulanan ilk temizleme iglemi asit/baz ayirmadir. Bunun igin asitlendirilmig
organik ekstrakt, seyreltik sulu alkali gozeltisi ile ekstrakte edilir (MUNRO, 1972; CESSNA, 1980; J ENSEN
ve GLAS, 1981; BRISTOL ve ark.,, 1982; COOK ve ark., 1983). Ekstraktin daha etkin bir sekilde
temizlenmesi igin ise cogunlukla kolon veya jel kromatografisi kullamlmaktadir. Kolon kromatografisi daha
ok drnek derivatize edildikten sonra uygulanan bir temizleme iglemidir. Kolon dolgu maddesi olarak
silikajel, aluminyum oksit, asidik aluminyum veya florisil kullamidigs goriilmektedir (CESSNA, 1980;
SPECHT ve TILLKES, 1981; BRISTOL ve ark., 1981; BRISTOL ve ark., 1982; ROSEBOOM ve ark., 1982;
SEKITA ve ark., 1982; COOK ve ark., 1983). SPECHT ve TILLKES (1981), 11 fenoksialkanoik herbisitin
tayininde, ekstraksiyondan sonra jel kromatografik temizleme wvygulamnglardir. Aragtirmacilar, dolgu
maddesi olarak Bio Beads $-X3‘it kullanmglar ve baganh sonug almglardir. Bazr ¢ahgmalarda ise kolon
dolgu maddesi olarak polistiren jel yapdaki maddelerin kullamidigz biliomekiedir. Bunlar arasinda
Amberlite XAD-2, Separon SE sorbent ve polistirendivinilbenzen kopolimeri yer almaktadir (PIETRZYK
ve CHU, 1977a; PIETRZYK ve CHU, 1977b; SMITH ve HAYDEN, 1979; SPECHT ve TILLKES, 1981;
SMITH ve PIETRZYK, 1983; KLEMENT ve ark., 1986).

Diger taraftan fenoksikarboksilik asit hexbisitlerin derivatizasyonn amaciyla geligtirilmig birgok
yontem bulunmaktadir. Buplar arasinda metilasyon, pentaflorobenzilasyon, etilasyon ve trikloroetilasyon
sik¢a rastlanilan yontemlerdir (JENSEN ve GLAS, 1981; ROSEBOOM ve ok, 1987, WONG, 1982;
BRONDZ ve OLSEN, 1992). Ancak metilasyon, reaksiyonunun kolayhgs ve verimi agisindan daha ok tesch
edilmektedir (ROSEBOOM ve ark., 1982).

Son yillarda bitkisel materyallerdeki birgok farkh pestisit kahntisinin tayininde gaz kromatografik
yontemler yerine likit kromatografik yontemier kullamimaya baglandip goridmektedir (MOYE, 1981).
Ancak 24-D gibi asidik herbisitlerin bitkisel materyallerdeki kalntilarmn likit kromatografisi ile
saptanmasina yonelik bir gahsma meveut degildir. Bununla birlikte su gibi basit yapih érncklerdeki 2,4-D
kalinti miktariun saptanmasmda, 2,4-D formitlasyonlarimn safbk oranlarinm belirlenmesinde ve herbisit
formiilasyonlan icindeki kanserojen nitelikli fenolik safsizhiklarn miktar tayininde likit kromatografisi
kullanunm giderek yaygmlagmistir (MOYE, 1981; ROSEBOOM ve ark., 1982; SMITH ve PIETRZYK, 1983;
AKERBLOM, 1985; FAYYAD ve ark., 1989; LARSON ve HOUGLUM, 1991).

SPECHT ve TILLKES (1981), hububat ve cesitli bitkisel orneklerdeki fenoksialkanoik asit
kahntlarimi  saptamak i¢in gaz kromatografisi/elektron tutucu dedektor (GC/ECD) ve gaz
kromatografisi/kiitle spektrofotometresi (GC/MS) kullanmigtardir. Bu calismada, ornekler omeelikle 1,0
N NaOH ile kaynar su banyosunda hidrolize edilmis, ardindan alkali hidrolizat asitlendirilerek aseton:-
diklormetan: su ayirimi ile ckstrakte edilmigtir. Ekstrakt Bio Beads $-X3 dolgulu jel kromatografi
kolonunda temizlendikten sonra GC/ECD veya GC/MS ile analiz edilmistir. Gaz kromatografik
analizer  metil  ester  formunda gergeklegtirilmigtir. Aragtwmacilar ozellikle GC/ECD
kullamidipinda,  derivatizasyondan sonra mini silikajel kolonunda temizleme iglemi yapitmasim
Onermiglerdir.

SPECHT ve TILLKES (1981) tarafindan yesil bitkilerde 2,4-D kalinti miktarinn tayininde
kuflanilabilecegi belirtilen yukanda agiklanan yontemin domateslerde aym amagla uygulanabilirligi bu
caligma kapsaminda incelenmigtir.
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Sekil 1. Specht ve Tillkes (1981) tarafindan Onerilen gaz

kromatografik 2,4-D tayini akun gemase.

*Domateslerde su miktan hububat gibi iiriinlerden daha
fazla oldufu igin Srneklerdeki suyun uzaklagtinlmasinda
giicliik cekilmis ve Ebing ve ark. (1985) tarafindan

Onerilen yontem tercih  edilmigtir.

tarafindan Onerilen mini-kieselgel kolonunda ikinei bir
temizleme Gmekte tekrar kirlenmelere yol aghifindan
. .domates Ornekleri igin  uwygun bulunmamig ve

kullamimanmugtir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Araghrma materyali: Denemelerde
Biologische Bundesanstalt/Berlin serasinda ozel
olarak higbir tarim ilac: kullamlmadan yetigtirilen
domatesler kullanilmigtir. Domatesler
pargalandiktan sonra 0,1 ve 0,2 mg/kg ditzeyinde
olacak sekilde 2,4-D ilave edilmigtir.

Kimyasallar ve difer yardimci maddeler:
Denemelerde kullamlan tiim organik coziiciller
kromatografik kullamma uygun olup, Merck
firmasmdan saglanmastir.

Yontem

Alet ve ekipmanlar:

Gaz kromatografi (GC) cihazi:
Denemelerde Hewlett Packard 5890 H mode! gaz
kromatografi cihaz1 ve clektron tutucu dedektor
{(GC/ECD) kullamimagtir.

Kolon tipi: 30 m uzunlugunda ve 0,323
mm ¢apinda kuarz kapiler kolon

Tagiyicr gaz: N,

Swcakhik programm: 80°C (0,5 dak) >
10/dak > 300°C (1 dak)

Antosampler: HP 7673 A

injeksiyon hacmi: 1 4l

Jel kromatografi cihaz: GPC Autoprep
1002 olup, kolon boyu 400 mm, i¢ ¢ap: 25 mm’dir.
Kolon dolgu maddesi 25x320 mm Bio Beads S-
X3, 200-400 mesh. Kolon etilasetat/siklohekzan
ile onceden sigirilmigtir. Kolondan akig iz 5
ml/dak dur.

Domates drneklerinde ilave 24-D
miktarinn belirlenmesi: Bu amacla SPECHT ve
TILLKES (1981) tarafindan bitkisel materyallerde
GC ile 2,4-D tayini igin Onerilen ydntem dnce
hicbir farkhhik yapmadan uygulanmigtir, Daha
sonra elde olunan sonuglar incelenmis ve bu
konudaki diger kaynaklar da gdzoniine alinarak
belirtilen ybdntemde bazi degisiklikler
gerceklegtirilmigtir. Deneme akim gemas1 Sekil
T'de verilmektedir. Akim semast iizerinde

degisiklikler kisaca belirtilmistir. Ancak domateslere 2,4-I> ilavest ve bunun geri kazamilmas: denemelerine
baglamadan &nce, asetondaki 2,4-D ve 2,4-DME ¢ozeltileri kullamlarak uygulanan metilasyonun metilasyon
yiizdesi ile jel permeasyon kromatografisi kolonunda elusyon simrlar: saptanmigtir,

Degerlendirme: Degerlendirme 2,4-D metil esteri (2,4-DME) standart efrisi yardimuiyla yapilmagtir,
GC/ECD bl¢iimii igin 1-4 pg/ml konsantrasyonlar: kullamlmigtir. Sonuclar domateste mg/kg serbest asit

(2,4-D) olarak belirtilmistir.
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Oncelikle aseton iginde 1-4 ug/ml olacak gekilde saf 2,4-DME gozeltileri hazirlanarak bir standart
eri ¢izilmigtir. Egrinin korelasyon katsayis: r = 0,9995 olarak bulunmugtur. Daha sonra saf 2,4-D‘nin aseton-
daki ¢izeltisinde, SPECHT ve TILLKES (1981) tarafindan dnerilen metilasyon yontemi geregince metilas-
yon uygulanmig ve 2,4-D‘nin metilasyonunda elde edilen metilasyon yiizdesi %95,83 olarak hesaplanmagtir.

Saf 2,4-D‘nin asetondaki ¢izeltisi kullanslarak Sekil 1°de belirtilen akim semasina gore cahgiing
ve jel kromatografisinde 5 ml/dak akig hizinda elusyon simirlari saptanmigtir. Elusyon sinirlan cabgma
kogullarinda 2,4-D igin 1006-130 ml olarak bulunmustor. SPECHT ve TILLKES (1981)‘de aragtirmalarinda
aym sonucu aldiklarim bildirmektedirfer. )

Geri kazanma denemeleri i¢in seradan alinan domatesler pargalandiktan sonra 0,1 ve 0,2 mg/kg
2,4-D olacak sekilde 2,4-D standart ¢ozeltisinden ilave edidmigtir. Sonra bir cam baget ile iyice karigtirilmag
ve Sekil 1’de verilen akim gemasina gore 2,4-D tayini gerceklegtirilmigtir. Elde olunan degerler kurumadde
giz Onilne alinarak hesap edilmig, sonra yag maddeye gore diizeltme yapilmighir. Geri kazanma oranlart
sirasiyla 96108 ve %96 arasinda bulunmustur. 0,2 mg/kg olacak sekilde 2,4-D ilave edildiginde gaz
kromatografik dl¢iimlerden dnce seyreltme gerekli olmugtur.

SPECHT ve TILLKES (1981) tarafindan
onerilen bu ydntemin domatesierde 2,4-D tayini igin
uygun oldugu saptanmugtir. Sekil 2’de domates
orneginde 24-D miktanimn  tayinine ait bir
kromatogram verilmektedir. Ancak aragbalar
tarafindan hububat ve yesil bitki ckstraktlanmm
temizienmesinde bagan ile kullamldigr belirtilen

minikieselgel kolonunda ikinci defa temizleme 2,4DME
yapitan drneklerde kolonda tekrar kirlenmenin ortaya Ny
¢iktig1 saptanmig ve bu uygulamadan vazgegibmigtir. i
Diger taraftan SPECHT ve TILLKES Az wres iy

{1981Yin hububat ve yegil bitkilerin ekstraksiyon
agamalarinda karglagtiklansm belirttikleri emiilsiyon  gekil 2. Domates ekstraktinda metil esteri formunda 24-D
fazma domates Orneklerinde  karglagihnamsg, kromatograms

diklormetan ile ckstraksiyonda 20-30 dakika sonra iyi

bir faz ayurim: saglanmigtir, Bunun domatesteki kurumadde mikrarmm dilgtk olmasindan kaynaklandipy
ditgiiniilebilir,
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