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OZET

Caligmamizda, iilkemizde ve diinyada yaygmn kullanimi olan fungicidal etkiye sahip
benomyl’in belirlenmesi igin yeni bir yontem gelistirilmistir.

Calismamiz, benomyl’in hidroliz riinii olan MBC’nin bromlanmasiyla elde edilen
TBrMBC’nin kromatografik (HPLC) belirlenmesine dayanmaktadir. TBrMBC’nin retensiyon
zamani MBC ve benomy!’inkilerden daha uzundur, bu yolla TBrMBC’nin belirlenmesi daha
dogru olarak gergeklestirilmigtir.

Hesaplanan analiz sonuglarindan elde edilen o6rnek konsantrasyonlarmnin standart
sapmasi 0.07 ppm olarak bulunmustur.

Yoéntemimizin, MBC’nin 286 nm’de yapilan diger kromatografik analizlerinden 1.7 kat
daha duyarli oldugu bulunmustur.

Bu metodun, benomyl igeren gesitli formiilasyonlarin uygunlugunu belirlemek bagta
olmak tizere ¢esitli ortamlardaki benomyl miktarlarini belirlemede uygulama alani
bulabilecegi digiiniilmiigtir.



SUMMARY

In our study, a new method has been developed for the determination of benomyl which
has fungicidal effect and wide range of use in our country and over the world.

Our study has based upon the chromatographlc determination (HPLC) of TBrMBC
obtained by the bromination of MBC which is the hydrolysis product of benomyl. The
retention time of TBrMBC has been longer than those of the MBC and benomyl, by which the
detection of TBrMBC has been achieved more accurately.

From the calculated results of analysis, standard deviation of sample concentrations has
been found as 0.07 ppm.

Our method is more sensitive 1.7 time than those of MBC determined at 286 nm by
HPLC.

It has been planned to have application area in the description of suitability of various
formulations contain benomyl and the determination of benomyl concentrations in different
media.



GIRiS VE AMAC

Tanmsal tiretimde esas amag, yitksek kaliteli {iriin yetistirmek ve birim alandan fazla
uretim saglamaktir, Bu amaca ulagsmada ekolojik sartlar yaninda; uygulanan tanim teknigi
hastalik ve zararlilarla miicadele en 6nemli faktorler arasinda gelir.

Son yillarda diinyada siiratle artan niifusun gida ihtiyacim kargilamak tizere, yiiksek
kaliteli ve bol uirlin elde etmek i¢in biiyiik gayretler sarfedilmekte ve ileri bir teknige ulagiimig
bulunmaktadir. Uygulanan yeni teknikler arasinda, hastalik ve zararlilarla miicadelede
kullandan kimyasal ilaglar yoniinden onemli gelismeler dikkati gekmektedir. Bu arada
miicadele ilaglariin kullanma oram1 ve sayilarinin Onemli miktarda arttifim yapilan
incelemeler gostermektedir.

Tannmda hastalik ve zararlilarla savagta gorilen bu gelismeler, saglik yoniinden bazi
problemlerin ortaya ¢tkmasina sebep olmuslardir. Ozellikle tarimsal tirtinler tizerinde bulunan
ilag kalintilar1 insan ve hayvan saghgmi tehdide baglamiglardir. Bu arada miicadele
ilaglarindan bir kisminin insan ve hayvan viicutlarinda akiimiile olarak toksik etkilerinin
artmasi, 6lim vakalarimn aragtinlmasmi zorunlu bir hale getirmistir. Bu kahintilar, g¢evre
kirlenmesi ve insan sagligi yoninden tehlikeli bir duruma ulagmasi nedeniyle ¢agimizin
aktiiel konusu olmustur. '

Aragtirmacilar, canlilardaki bu kalinti birikiminin en 6nemli kaynaginin aldiklari
gidalardan oldugunu savunmaktadirlar. Gidalardaki bu toksik kimyasal maddeler, zararh
oldirtcti anlamindaki pestisitlerdir. Pestisitlerin uygulandiklan riinlerdeki zehirli kalinti
veya tiirevlerine (residue) ad1 verilmektedir.

Gidalardaki pestisit kalintilart ile ilgili sorunlar yalniz bir milleti ilgilendirmemektedir.
Uluslar arast ticaret ve ulagimin geligmesi konuyu bir diinya sorunu haline getirmigtir. Birgok
uluslararasi oOrgiit, toplumun givenligini saglamak igin bu alanda gerekli kontrol ve
caligmalarda bir birlik saglamaya gayret etmektedirler.

Durham, 1963 yilinda insan sagli: ile ilgili olarak gidalardaki pestisit kalintilarini
gbzden gegirmis ve genel gida iretimindeki kalinti seviyelerinin artmakta oldugunu ileri
sirmigtir. A.B.D.’de yapilan aragtirmalar, Kaliforniya Eyaletindeki tarimsal hammadde
nimunelerinin % 6.5 ile 8.9’inde fazla miktarda kalinti bulundugunu gostermistir. Florida
Eyaletinde; Siit, yumurta, et gibi gida maddelerinde, tolerans iistii kalint1 1963 yilinda %4.9,
1964’de %8.0, 1965’de %10.1 ve 1966’da %10.0 olarak bulunmustur. Kanada Hiikiimeti
1963 yilinda yerli trinlerin %6.3, ithal niimunelerin de %3’iinde kalint1 miktarini yiiksek

bulmustur (Duggan, 1969).

Eagen (1965) ve Hammence (1966), Ingiltere piyasasindaki et, mandra triinleri ve
sebzelerde bulunan kalint1 miktarlarini tespit etmiglerdir. Buna gore, 6zellikle organik klorlu
pestisitlerle ilaglanmig Urtinlerdeki kalinti miktarlanini yilkksek bularak bu ilaglarn
yasaklanmasimi istemiglerdir. Lyraski (1966), Rusya’da kullanilan 125 kimyasal maddeden 38
tanesinin kimyasal kalint1 biraktigini bildirmektedir.

Ttrkiye’de ise, bu tir ¢aligmalar ¢ok azdir. Yurt iginde kullanilan pestisitlerin, kalint1
yoniinden gidalardaki kontrolii yapilmamigtir. Her gegen giin kimyasal ilaglarin uygulanmasi
ve miktarlar1 artmaktadir. Yakin bir gelecekte, memleketimizde de kalinti yoniinden gesitli
problemler ortaya gikacak ve diger memleketlerde oldugu gibi kritik bir seviyeye ulagacaktir.



Yurdumuzda son bes yil iginde kullanilan pestisit kimyasal bilesiklerinin miktarlar1 Cetvel
1’de verilmistir.

Cetvel 1. Tiirkiye’de 1966-1970 yillarinda Zirai Miicadelede Kullamlan Ilaglarin

(Etkili Madde Olarak) Miktarlari.
Pestisit 1966 kg. 1967 kg. 1968 kg. 1969 kg. 1970 kg.
Insektisidler 5.668.466 4.260.099 7.030.231 6.718.370  6.746.46...
Fungusidler 2.252.451 2.942.528 2.970.056  2.748.806  2.446.75...
Herbisidler 588.381 707.553 812.464 474.042 761.81...
Mollusisidler 1.000 2.500 4.000 1.000 2.00...
Rodentisidler - -- - - 4.00...
Cesitli 21.000 23.000 31.000 5.235 3.92...

Kaynak : T.C. Zirai Miicadele ve Karantina Genel Miidiirliigi.

Tiirkiye’de gidalann, pestisit kimyasal maddeleriyle bulasma seviyesinin tespiti
yamnda, gidalar yoluyla giinliik alinmasinda zarar olmayan miktarlar ile, tolerans kalinti
miktarlarinin da saptanmas: gereklidir.

Gida teknolojisi yoniinden, pestisit kalintilari, gidalarda biyolojik olmayan ve distan
gelen kimyasal zehirlilik olarak ele alinmali ve mamul gidalardaki seviyesi aragtirimalidir.
Ayrica kimyasal pestisit kalintilarinin gida kalitesi {izerine olan etkileri, 6zellikle enzim
faaliyetlerini durdurma ve aroma iizerine olan kétii etkileri gida islenmesi ve muhafazasinda
onemli problemler dogurur.

Diinyada yaygin kullanéim alami olan, iilkemizde de Benlate adi altinda piyasaya
sunulan ve Diinya Saglhk Orgiitti (WHO)’niin yaynladig:; pestisitlerin toksik degerlerine gore
yapilan simflandinlmasmda Tablo 5.’te yer alan Benomyl’in gesitli ortamlarda (gida, doku,
su, toprak vb.) kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmesine katki saglaylp uygulama alani
bulabilecek bir ySntemin geligtirilmesi amaglanmustir.



1.TEORIK BOLUM
1.1. PESTIiSIDLER HAKKINDA GENEL BILGILER

Tarim triinlerini ve dier besinleri biytik 6l¢iide zarara sokan zararhlara,
ayrica mikroplan tagima, isirma ve sokma gibi yollarla hastaliklarin yayilmasina
neden olan organizmalara kargt savagta kulanilan ilaglann tiimiine pestisid adi
verilmigtir. Pestisidler hangi zararliya karg1 kullaniliyorsa, ona goére isimlendirilir.
Omegin insektisidler boceklere, akarasidler 6riimceklere, herbisidler yabani
otlara, nemasidler kurtlara, fungusidler bitki mantar hastaliklanina, rodentisidler
de kemiricilere karg1 kullanilan ilaglardir. (1)

Hagere miicadelesinde kimyasal maddelerin kullaniimas: oldukca eskilere
gitmekle birlikte; yayginlagmalari 2. Diinya Savagi sonrasinda baglamigtir. Savag
déneminde harp silahi olarak uretilmesine ¢aligilan bazi maddelerin tizerindeki
oldirtici etkiler gozlenmigtir. Savag sonrasi donemde bu tiir maddeler tizerindeki
caligmalar tanmsal alan ve halk saglig: alanina kaydirilarak geligtirilmistir.

Degisik zamanlarda ve farkll kriterler 6n plana gikanlmak siretiyle
pestisidlerin siniflandinlmalarina ¢aligiloigtir. Ancak farkl nitelikleri ile bazen tek
bir kimyasal maddenin (Pestisidin) birden fazla grubun i¢inde yer alabilecegi
gozlenmistir. (2) Ornegin PROTHOATE Akarisid ve Insektisid olarak, DNOC
ile PENTAKLOROFENOL insektisid ve herbisid olarak, DINOCAP Akarisid ve
fungisid olarak kullanilmaktadir. (3)

Ancak pestisidlerin kolay anlagilabilir olmalarim saglamak igin benzer etki
mekanizmalarina sahip olan veya aym antidotlara duyarli olanlart kimyasal
ozellikleri de goz Oniine alinarak bir araya getirilmek suretiyle, soyle bir siralama

yapabilmek miimkiindiir.
1. Karbamatlar (Carbamate) .............c.ccccooeveeeivceeniaeccecieennannnn. C
2 Kloronitrofenol tiirevleri (Chloronitrophenol) ........................ CNP
3. Organoklorin bilesikleri (Organochlorine) ............................ oC
4. Organik civa bilesikleri (Organomercury) ................ccc........ oM
5. Organik fosfor bilesikleri (Organophosphorus) ...................... OP
6.0rganotin bilesikleri (Organotin) ................ccccoceveevvciicnann.n oT
7. Piretrin ve pirotroidler (Natural pyrethrins-Pyrethroids) ........... PY
8. Pridil tiirevleri (PYFIaL) ........ccovveeevveeieieeieieeeeeeeeeee P
9 Tiokarbonatlar (7hiocarbonate).........................cccovvveeeeeennnn... TC
10. Fenoksi esetik asit tiirevleri (Phenoxyacetic acid) .................. PA
11.Triazin tirevleri (I7iazine) ............ccccoeeeveeiiecririieeerecrenn . T

Yukanda yapilan bilegimindeki etkili maddenin grubuna gore simflamanin
disinda kullanildiklan zararlilara gore, etkin maddenin oda sicakhigmdaki fiziksel
durumuna gore, etkileme yoluna gore, zararliin biyolojik dénemine gore,
kullanma teknigine gore, formiilasyon sekillerine gore, kontrol ettigi zararlmn
bulundugu yer ve konukgu durumuna gore, toksik degerlerine gore vb.
siniflamalar da yapilmigtir.

o .
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Kullamldiklan zararlilara gore simflama yapildifinda

1. Bocekleri dldiirenler ([iSeAtiSidler) ..........wveueueeereeereesirereeeresssssnenens I

2. Funguslan oldirenler (FUngIsidler) ..........oueeneveccnreerisescerosseses F,FST
3. Funguslarin Faaliyetini durduranlar (Fungistatikler) ..........ccueeuueen. M
4. Yabanci otlani dldiirenler (Herbisidler) ......c..cccooueueene.. vrsrrereseeaseneanns H
5. Oriimcekleri S1dUrenler (AKATISItler) ... wweersseemsseemmneccrsaecesmceees AC
6. Bakterileri §1diirenler (BakteriSidler) ... veneveveveeercrreresineesnenis. B
7. Yaprak bitlerini Sldiirenler (Afisidler) .......coeeeceerrcvnnerccinersiesnrreenenne AP
8. Kemiricileri 61diirenler (Rodentisidler) .........oeweveveerenrverreseeresesseenees R
9. Nematodlan oldiirenler (Nematisidler) .........ccoecceurereenennecvesvccevencecene N
10. Salyongozlar1 6ldtrenler (Molluskisidler) ...........couececveececererrnennncs M
11. Algleri Sldiirenler (AIIiSidler) .......ooueveeeeirreeeererecresenrererareseesseneae

12. Kuglan oldiirenler veya kagiranlar (Avenisidler) .........ccoeeeuevenvercnnes

13. Kagiricilar (Repellentler) ... evveeceeneneeeereenececnrrrsnseencsssnsacssssanas RP

14. CekKiCller (ALTQKLANIAT) ....ee.eeeeeeeeeeeeeereeereeereeenneseesersenessesesae s sesesnens 3)

Pestisidlerin smiflandiriimalari, ilk olarak WHO (Diinya Saglik Orgiitii)niin 28.
Genel Kurul toplantisinda kararlagtirildi ve WHO Chronicle “29,397-401” say: ile 1975
yilinda yayinlandi. Bu konudaki rehber de 2 yillik araliklarla yenilenmek tizere yine
aymi Orgiit tarafindan ilk kez 1978 yilinda yaymlanmigtir.

Bu listeler, yiizlerce kimyasal maddenin 5 ana tablo igerisinde ve degisim
Ozellikleri listelenerek hazirlanmaktadir. Kene oldiiriiciilerden mantar oldiriiciilere,
bitki bityiitme ilaglarindan topraktaki bakteri éldiiriiciilerine kadar yayilan ¢ok genis bir
yelpazedeki bu listeler yerine, hedef ajanlarimiz ile ilgili olan kimyasal maddeler
segilerek ve Pesticide Manual’daki degerleri gozetilerek, giincel ve saghkli oldugu
kadar, degerlendirilmesi de kolay bir diizenleme yapilmigtir. Pestisidlerin toksik
degerlerine gore ana siniflandirmasi TABLO.I1°de sunulmustur.

TABLO I.1. PESTISIDLERIN TOKSIK DEGERLERINE GORE ANA
SINIFLANDIRMASI

DISI FARELER ICIN LD 50 (mg/Kg)
SINIF Oral (Ag1z yolu) Dermal (Deriden)
Kati Sivi Kat1 Sivi
1b ok tehlikeli 5-50 20-200 10-100 40-100
la | Asini tehlikeli <5 <20 <10 <40
2 | Orta tehlikeli 50-500 200-2000 100-1000 400-4000
3 | Az tehlikeli 500-2000 2000-3000 | >1000 >4000
Normal kullanimda
tehlikesiz >2000 >3000

LD50 tniversal degeri; kullanilan test hayvanlarimin %50’sinin akut 6liimlerine
neden olan zehir miktanmn, o grup hayvamn viicut agirliklarinin Kg’1 bagina diigen
(mg. cinsinden) degeridir. :




Belirli maddelerin toksiteleri kiyaslanirken, 6zellikle kat1 form igindeki aktif
maddelerin en diigiik degerlerini, sivi form igindeki aktif maddelerin en yiiksek
degerdeki toksisiteleri ile kargilagtinnlmalidir.

Ancak bu degerlerin her sey demek oldugunu disinmek de yanhstir.
" Formiilasyon igindeki Konumlari, eritici igindeki tavirlan, kullanilan uygulama ydntemi
ve daha bir ¢ok etken ile insanlar tizerindeki olumsuzluklarinin artacagi ve azalacagi
gercegini her zaman hatirlamak gerekir. Bazen hig bir akut toksik tehlike tagimayan bir
aktif madde, bulundugu formiilasyondaki eritici veya tastyict nedeniyle tehlikeli sinifa
girebilir. Bazi formiilasyonlarin uygulama teknigine bagimlt olarak, inhalasyon (soluma
ile alma) toksitelerini de gozden uzak tutmamak gerekir. Ozellikle yogun bir bigimde ve
ne yazikki ¢ogu kez de bilingsiz bir bigimde uygulanan sicak sisteme (thermal fogging)
veya ULV (Ultra Low Volume) uygulamalarinda eritici olarak kullamlan petrol
tirevleri (agulikli olarak mazot) kullanilan ilagtan daha yogun inhalasyon riski
yaratmaktadir.

Pestisidlerin toksik degerlerine gore yapilan simflandirmalarda aktif maddelerin
toksik degerleri LD50 cinsinden bu maddelerin saf halleri baz alinmigtir. Oysa bu aktif
maddeler bazi formiilasyonlar iginde belirli konsantrasyonda bulunabilecekleri gibi,
¢ogu zaman, bir formiilasyonda birden fazla aktif madde bulunabilir.

Boyle durumlarda formiiliin toksik degerini bulmak igin su hesaplamalar
yapilmalidur.

1. Tek aktif maddeli formiilasyonda

Aktif madde LD50x 100
Formiildeki aktif maddenin yiizdesi

Formiiliin toksik degeri=

2. Cok aktif maddeli formiilasyonda

T, 7T, T, T,

Y: Karigimdaki a,b, ......, z maddelerinin yiizdeleri
T: Kangimdaki a b, ....... , z maddelerinin LD50’leri
T¢: Formilasyonun toksik degeri (LD50) (2)

Pestisidlerin  zehirlilik diizeylerinin  belirlenmesinde, kullamlan hedef
organizmalar sirastyla baliklar, kiimes hayvanlan ve nihayet insanlardir. TABLO 1.2°de
bazi postisid tiirlerinin fareler {izerinde 6l¢iilen LD50 degerleri goriilmektedir (4)

o oy .
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TABLO 1.2- Baz Pestisidlerin farelerde yapilan oral zehirlilik degerleri

GRUP Ld50 mg/kg
Aldrin : 32-67
Camphechlor 40-150
Chlordane 457-590
DDT 113-250
Dieldrin 38-87
Endosulfan 30-220
Endrin 7.5-8.5
Heptachlor 60-100
Isobenzan 4.8-5.5
Lindan 88-125
Methoxychlor 6000
FUNGISID

Benomyl 9590
Methylthiphanate 7500
HCB 10000
Thiram 375-865
HERBISID

Atrazine 3080
Simazine 1000
TCA 3200-5000

Halihazirda diinyada tarim ilaci iireten yaklagik 1000 adet girket bulunmakta
olup bunlarin %90°1 pestisid aktif maddesi de iiretmektedir. Ancak bunlarin gogu patent
korumas: kalkmis olan maddeleri imal etmekte olup yeni sentez galigmalari yapan
firmalarin sayist 50 civarindadir. Bu firmalar her yil yeni madde gelistirmek igin
binlerce sentez yapmaktadir. Su anda yaklagik 1500 civarinda pestisid aktif maddesi
mevcuttur. (3)

Kullanilan ilaglara karg1 hastalik ve zararlilarda olugan direnci kirabilecek yeni
maddelerin bulunmasi, insan ve g¢evre saZligina daha az zararlh maddelerin
gelistirilmesi, mevcut ilaglardan daha ucuz ve kullanim kolaylig: olan genig spektrumlu
maddelerin geligtirilmesi amactyla her yil binlerce sentez yapilir ve bunlardan biyolojik,
formiilasyon, toksisite (ilaglarin sicakkanlilara olan toksisitesi, kalint1 ve tolerans
konulmasi), zehirlenme belirtileri, ilk yardim ve tedavi yontemleri, gevre ve yabani
hayata olan etkileri ile ilgili testlerden sonra ancak onbin sentezden bir tanesi
ruhsatlanabilmektedir, (3)

Insan viicudu digindaki zararhlar ve organizmadakilerle (enfeksiyon hastaliklari)
miicadele, gok yonden birbirine benzemekle birlikte iki noktada ayrilir. Pestisidler insan
viicudu ile dogrudan temas etmez. Halbuki kemoterapétik ilaglarin organizmaya girmesi
gereklidir. Fakat bu avantaja kargilik, savagilan dig zararhlar (bocek, kemirici vb.)
biyolojik yénden insana patojen mikroplardan daha yakindir. Bu bakimdan insana
zararh etkisi olmadan, yalniz zararlilar igin toksik maddeler bulma sansi gok azdur.



Hijyenik ve toksikolojik agtdan pestisidler 1) Dikkatsiz kullanim sonucu (iriiniin
hasat zamamindan 6nce toplanmasi, kullanilma talimatina uyulmamas: vb.) akut ve
kronik zehirlenmelerin goérillmesi, 2) Cevreyi kirletmelerinin ¢esitli Okosistemler
iizerine bozucu etkisi ve bu durumun sonunda insan sagligina zarar verme olasiligi
sebebiyle 6nem tagir. (1)

Dogada biyolojik olarak pargalanmayan dayanikli maddelerin beslenme zinciri
yolu ile alt diizeydeki organizmalardan en ist diizeydeki organizmalara taginmast ve
onun kiitlesinde birikmesi s6z konusudur. (5) Canli organizma ile temas eden kimyasal
maddeler bir yandan organizmaya etki eder, dier yandan da bu kimyasal maddelerin
organizmalar tarafindan alinmasi, yapilmasi ve ifrazi s6z konusudur. $ekil 1.1’de canli
biinyesinde bir toksik maddenin bagina neler gelebilecegi goriilmektedir. Alinmasi agiz,
deri veya solunum yolu ile olabilir. Biinyeden atilmasi ise idrar veya safra sivist ile
olmaktadir. Bu yolla suda ¢oziinebilen kimyasal maddeler atilirken, yagda g6ziinenleri
viicutta depolanmaktadir. Yagda ¢oziinen maddeler karacigerde biyokimyasal
transformasyona ugramaktadir. Biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda olugan ara
ayrigma Uriinleri ilk halinden ¢ok daha tehlikeli olabilir, olabilmektedir.

Kimyasal maddenin eliminasyonu idrar ve safra sivisi ile gergeklesmektedir.
Biinyeden gabuk atilan zehirli maddelerin etki siiresi az oldugu igin zararsizlagmgtir.
Uzun siire beklemesi halinde ise olumsuz etkisi goriilebilir. Eliminasyon hiz1 azalir veya
durursa akumulasyon olur. Bu yeni alimda ise organizmada etkili madde
konsantrasyonu artar. Kimyasal maddeler sinir sistemine zarar verebilir ve biyolojik
etkisine gore kanserojen veya mutajendir.

Pestisidlerin tolerans limitlerinin (izin verilen seviyenin) belirlenmesinde iyi
tarim teknigi sonucunda bitkide kalan gergek ilag kalintisi ile ilacin kronik toksisitesi
dikkate alinir,

Etkili maddenin degisik miktarlann kisa (3 ay) ve uzun siire (2 yil) deneme
hayvanlarinin besinlerine katilir. Deneme hayvanlarina zararl: olmayan (histolojik ve
patalojik yénden) doz saptanir. Kugkusuz bu galigmalarda gesitli dozlar kullanilarak
bunlardan zararsiz olan belirlenir.

Omnegin deneme hayvanlarinin besinlerine A ilacindan giinde 5 ppm katildiginda
zararh etki goriilmemis olsun. Bu degere “Etkili olmayan seviye” = No effect level
denir.

Insanlarda giinliik giivenle almabilir miktan bulmak igin bu miktar bir giiven
faktoriine boliinir. Given faktoriiniin saptanmasinda patolojik, histolojik ve fizyoloik
etkiler goziiniinde tutulur.,

Etkili olmayan seviye
Gunliik Ahnabilir Miktar (mg/kg/giin)  (Noeffect level)
(Acceptable Daily Intake) " Giiven faktorii
(Safety faktdr)
Izin verilen seviye= PPM= Gnlilk alma}bilir miktar x 60 *
Besin Faktori

(Permissible level)
*Ortalama insan agirlig1 60 Kg kabul edilmigtir.
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Sekil 1.1. Toksik maddeleri insanlara gegis yollar1 ve etki mekanizmasi (5)

Burada giiven faktorii deneme hayvanindan insana gegis igin diisiiniilen bir
faktordir. Besin faktorii tGzerinde titizlikle durulmas: gereken bir konudur. Ciinki her
iilke insanlarmin giinlilk beslenmesinde almug olduklart besinler degisiktir. Ornegin
Tirkiye’de bugday ve bugdaydan yapilmig besinler fazla, Almanya’da ise patates fazla
yenir. Bir tiriinden fazla yemek demek fazla ilag kalintis1 alinabilir demektir. Bu nedenle
Almanlarnin ¢esitli ilag kalintilan igin patatese koyacaklar1 tolerans ile bizim koymam:z
gereken tolerans arasinda fark olacaktir. Bu nedenledir ki butiin diinya tlkeleri igin
gegerli tek bir tolerans listesi bulunmamaktadir. (3)

Biiyiik 6lgiide tarim triinlerinin ritelik ve niceligini arttirmak ve kisith olarak da
diger endiistriyel amaglarla kullamilan pestisidler Turkiye’de 1985te 37000 ton,
1986°da 40000 ton, 1987°de 45000 ton civarinda tiketilmigti. UNIDO’nun 1988°de
yayinladig1 bir rapora goére Tiirkiye gelismekte olan tilkeler arasinda en g¢ok pestisit
areten ilk on iilke arasinda yer almaktadir. (TABLO 1.3’e bkz.) Literatiirde, kullanim
sahalarina gore beg ana grupta incelenmis olan pestisidlerin tilkemizde toplam tiiketime
gore dagilimlar1 TABLO 1.4°de goriilmektedir. (4)

Yapay organik pestisitler genellikle, uygulama oncesi formiile edilmek iizere
hazirlanan konsantre olmus (teknik) maddeler halinde dretilir. Formule edilmig bir
pestisidin igerigi aktif madde miktar, agirhk bazi iizerinden %1 ile %95 arasinda
degigebilir ve toz, graniil, ¢ézelti, emiilsiyon- veya islatilabilir ince tozlar halinde
uygulanir, (2) Yapilan aragtirmalara gore, uygulama seklinin verime oldugu gibi, ¢evre
kirliligine de katkas1 bitytiktir. (4)
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TABLO 1.3- Geligmekte olan iiklerdeki Toplam Pestisit Tiiketimi (Aktif Madde esas alinmustir) (4)

TUKETIM
ULKE 10°ton aktif madde/yil

Cin . - 160.0

| Brezilya ' 480
Cezayir 22.0
Misir 20.0
Tayland . 20.0
Endonezya 19.0
Kolombiya 15.0
Arjantin 14.0
Kiiba 10.0
Tiirkiye 9.0

TABLO 1.4- Temel Pestisid Gruplan ve Tiirkiye’deki Toplam Tiketim Paylar (4)
_____GRUP TUKETIM PAYI (%)

Insektisidler 58.50
Herbisidler 15.24
Fungusidler 15.09
Akarisidler 2.12
Mollusidler 0.13
Digerler 8.92

Pestisidler, gevrenin toprak, su ve hava kompartmanlan arasinda mikroorganiz-
malar ve giines 15181 vasitastyla, kapali bir gebeke sistemi igerisinde siirekli etkilegim
halindedirler. Bu etkilesim i¢inde, pestisidlerin, gida maddesi, tanim Uriinleri ve yagayan
cevreyi nasil kirlettikleri, gevre kompartmanlan arasinda nasil tagindiklant ve besin
zincirine nasil girdikleri Sekil 1.2, 1.3 ve 1.4’de verilmigtir.

Goriildiigii gibi pestisidlerin su, toprak ve hava kompartimanlart arasindaki
taginimlarn {i¢ ana iglev vasitasiyla gergeklesir. :

1. Buharlagma
2. Biyolojik ayrigma
3. Isiksal ayrigma

Pestisidlerin buharlagma hizlan1 ile pek fazla sayida galiyma yapllmamakla
birlikte, “zararli atik” simifinda yer alan klorlu insektisidlerin bazilarinin beklenilenin
aksine, yiizey sularindan dnemli 6l¢iide ve hizda buharlagarak atmosfere kangtiklan
bilinmektedir. Ancak yiizey sulari, pestisid kalintilan bakimindan 6nemli bir ortam
olusturmadiklarindan ve dékilme sizma veya desarj yoluyla sulara gegen pestisid
kalintilarinin topraga taginma hizlar yiiksek oldugundan, pestisid yazgisi incelenirken,
en 6nemli kompartimamn toprak oldugu diigiiniilmektedir. Ciinkii, her ne amagla
kullanilirsa kullanilsinlar, pestisidlerin en yiiksek kalint1 diizeyi toprakta bulunur. Diger
taraftan, buharlagsma yoluyla atmosfere tagindiklarinda, igiksal ayrlsmaya maruz
kalmaktadirlar.
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Sekil 1.2 Pestisidlerin gevredeki yazgilan
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Sekil 1.3 Pestisitlerin gevredeki tagimmlar
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Bilindigi gibi, miroorganizma diinyasindaki metabolik siireglerin ana gayesi,
enerji Uretimi ve hiicre sentezidir. Organik maddelerin biiylik bir g¢ogunluguy,
heterotrofik bakterilerin bu iki amaciu kargilayacak oOzelliktedir. Bu agidan
bakildiginda, aromatik yapidaki halojenli organiklerin mikroorganizmalarin metabolik
siireglerine uygun olmadiklari, yani biyolojik bozunmaya direng gosterdikleri ve hatta
oldurdikleri bilinmektedir. Biyolojik ayrigmaya direng gosteren, yani dogada uzun siire
kalma egilimi olan klorlu insektisidlerin dahi, belirli bir mikroorganizma tiiriine yavag
yavas ve gok diigiik konsantrasyonlarda uygulanma51 halinde, zaman i¢inde kendilerine
adapte adapte olmus ve bu maddeleri enerji ve besi kaynagi olarak kullanilabilen
mikroorganizma tiirleri gelistirece8i kesindir.

HAVA
Y,
%
o HAVA
-‘da” 1) RTME
O ‘leyf’»
B ®
> URETIM
PESTisIT FORMULASYO INSAN
UYGULAMA
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Py S \?
Sky RTug YVAN “b“%\'
A\ &
&
N )
°\4. ) qﬂ“ ‘\4.\>
SuU

SEKIL 1.4~ Pestisid déngiisiiniin besin zincirine girigimi

Pestisidlerin maruz kaldigi biyolojik bozunma reaksiyonlar1 ana hatlarlyla su
sekilde 6zetlenmektedir.

a) Hidrolitik reaksiyonlar: Tiim fosforlu organiklerin, karbomat ve
piretoidlerin eter ve amino baglarimin hidrolizini igeren bu tepkimeler sonunda ara
madde, zehirli olmayan yan triinlere donistr.

b) indirgeme reaksiyonlar:: Aromatik olmayan bir karbon atomu iizerindeki
herhangi bir halojenin hidrojenle yer degistirmesi sonucu olusan bu tepkimelere en
g:arplcl omek DDT molekulunun DDD (TDE) molekulune donusmes1d1r

A0~ O |

Cl-C-Cl Cl- -Cl

DDT . DDD



c¢) VYiikseltgeme reaksiyonlar:: Aromatik halkanin  agilimi  olarak
tanimlanabilecek bu reaksiyonlar mikroorganizma diinyasinda, diger biyolojik
mistemlere oranla daha az siklikta gergeklegseler bile, pestisid bozunmasinda 6nemli rol
oynarlar. Bu tepkimelere ornek, aldrin ve heptaklorun epoksite dontigmeleridir. Bu
tepkimenin indirgeme tepkimelerinden stiinligii, klorlu ve aromatik karbon atomunun
. tepkimeye girmesidir. - : ‘

d) Dehidroklorinasyon reaksiyonlari: HCl molekiiliiniin eliminasyonu
‘anlamina gelen bu tepkimeler sonunda, zehirli madde zararsiz olan bir olefinik yan
iirtine doniistir. En carpict 6rnek, DDT molekilinin DDE’ye ve BHC molekiiliiniin
pentaklorosiklohekzana déniigmesidir.

CIOH(II‘QCI —> CI—@—COCI
Cl-l(ll-Cl ‘

Cl-C-Cl
Cl
DDT DDE
cl H Cl H
: Cl cl
H
}; l / lgl + HCI
Ci H
H H
Cy o Ol a
BHC Pentaklorosiklohekzan

€) Izomerizasyon: Mikroorganizmalar, pestisid iginde bir koprii olusturarak, ana
maddeyi izomerine donistiriirler. Endrinin ketoendrine ve' dieldrinin fotodieldrine
doniiglimii bu tepkimeler sonucudur.

f) Sentetik metabolizmalar: Mikroorganizmalarin, pestisit molekiiline ilave
ettikleri ligandlar vasitasiyla olugan biiyiik metabolik iiriinlerin iretimini igeren bu
reaksiyonlarin olugturdugu iriinlerin gevre sagligi1 agisindan giivenirliliklerine siipheyle
bakilmaktadir.

g) Polimerizasyon: Polimerlesme tepkimelerine en can alict 6rnek klorlu
anilinlerin toprakta azobenzene doniigmeleridir.

/ Pestisidlerin kalicilik yazgilarinini etkileyen dogal fiziksel etmenlerin (Isik, hava
ylizeyleri, nem, pH gibi) en énemlisi giines 15181nin morétesi 1ginlandir. Giines 1515 ile
bozunma hizim1 etkileyen baglica etmen ise, molekiil iginde 151k duyarlilig: yaratan
maddelerin mevcudiyetidir. Bu maddelerin gérevi, 151tk enerjisinin alici kimyasal
bilegiklere aktarimim saglamaktir. Bozunma hizin1 dogrudan etkileyen diger etmenler
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ise pestisidin sulu ortamdaki kismi ¢oziintrligli ve stspansion halinde bulunduklar:
ortamin fiziksel ve gevresel Ozellikleridir. Pestisid molekiillerinin maruz kaldiklar
fotokimyasal tepkimelerin baglicalart: a) Hidroliz; b) Halojen eliminasyonu; c)
Yiikseltgenme; d) Izomerizasyon ve €) Polimerizasyondur. Fosforlu organiklerin bir
gogunun, klorlu organiklerden dieldrin, BHC ve klordan izomerlerinin, piretoidlerin ve
piridinlerin biyiik bir kisminin 1siksal ayrigma ile ana maddeden farkli yapidaki yan
tiriinlere doniistiikleri saptanmugtir. Pestisidlerin biyolojik ve/veya fotokimyasal yollarla
ayrigarak bozunmalari, molekiiliin yapisal ve kimyasal ozelliklerinin yamsira pH,
adsorpsiyon, absorpsiyon, lipo ¢6ziiniirliiliik ve katalitik konumu gibi bir ¢ok c¢evresel
parametreye bagimlidir. (4)

Yilda 22.000.000 ton sebze ve meyve lrettifimiz ve son yillarda dig satima
agirhk verdigimiz diiginiliirse, tanm {iriinlerindeki pestisit kalintilarinin, hem halk
sagligt hem de iilke ekonomisi agisindan bilyik Onem tagidift agiktir. Digsatimi
giglendirmek, alici iilkelerin koymus oldugu kalintt standardlarini saglamakla
miimkiindiir, ancak mevcut gartlarda bu oldukga giigtiir. Ciinkii her pestisid grubu igin
ayn bir analiz yonteminin geligtirilmis olmasi zorunlulugu vardir. Diger bir segenek ise,
gelismig lkelerde uygulanan standard yontemlerin iilkemiz kosullarina adapte
edilmesidir. Olgiimii yapilan kalint1 diizeylerin mutlak dogrulukta olabilmesi igin farkl
cevre kompartmanlarinda tayinler yapilabilmesi ve s6z konusu pestisidlerin
kompartmanlar arast dagilim ve bozulma iglevlerinin ¢ok iyi anlagilmig olmasi
gerckmektedir.

Turkiye’de ulusal diizeydeki galigmalan Tanm Bakanligi ve Saghk Bakanlig
yiriitmektedir. Ilaglarin ruhsatlandiriimalarinda tanimsal amagli olanlar Tarim Bakanlig:
biinyesinde, evsel amagh olanlar Saghk Bakanlig1 biinyesindedir.

16 Kasim 1997 tarih ve 23172 sayili Resmi Gazete’de yaymlanan “Tirk Gida
Kodeksi Yonetmeliginde Pestisidlerin g¢esitli gidalarda kalint1 diizeyleri verilmektedir.
Ayrica pestisidlerin isimlendirilmesi ve bazi kalinti analiz yontemlerine iligkin
standartlar TSE tarafindan ¢ikanilmugtir. Ancak, igme suyu ile ilgili standartta klorlu
pestisid kalintt degerleri verilmistir. Kasim 1988 tarih ve 19919 sayili Resmi Gazete’de
yaymlanan “Su Kalitesinin Korunmast Y6netmeligi”’ne gore Kit'a i¢i su kaynaklarinda
toplam pestisid miktarinin miisaade edilebilir en yiiksek degeri 1 pg/lt, 18.10.1997 tarih
ve 23144 sayih Resmi Gazete’de yayinlanan “Dogal, Kaynak, Maden ve Igme Sular ile
Tibbi Sularin Istihsali, Ambalajlanmas: ve Satist Hakkindaki Yonetmelik” te Dogal
Kaynak Sularinda Pestisid ve benzeri maddeler igin “izin verilebilir” kalint1 diizeyi
olarak 0.1pg/lt belirlenmigtir. Toplam pestisid tabiri yanlig yorumlara neden olabilecegi
gibi tayini miimkiin degildir ve diger iilke yonetmeliklerinde boyle bir tabire
rastlanmamugtir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 36 adet pestisid i¢in igme suyu kriterleri belirlemis

ve pestisid titkketimi yiiksek olan tiim gelismis iilkeler bu maddelerin “Misaade
edilebilir en yiiksek sinirlarini “belirten igme suyu standartlart hazirlanmigtir.
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1.2. KROMATOGRAFI

Kromatografi terimi bir ¢ok sistem ve teknidi icerdiginden, genel bir
tanimlamasi zordur. Fakat, batin yéntemlerde bir duran faz ve bir hareketli faz
vardir. Bir karisimdaki bilesenler bir duran faz icinde gaz veya sivi hareketli bir faz
yardimiyla gegirilir. Ayirmalar érnek bilesenler arasindaki gé¢ etme hizlarinin farkh
olmasina dayanir. Kromatografik metodlar iki sekilde siniflandirilabilir.

Birincisi, duran ve hareketli olan fazin birbiri ile temas ettigi fiziksel yola gére
yaptlir. Ornedin kolon kromatografisinde, duran faz dar bir tip icinde tutulur ve
hareketli faz kendi agiriigi ile veya baski ile tipten gecmeye zorlanir. Dizlemsel
kromatografide duran faz diz bir plaka Uzerine yayilir veya bir kagdidin
gbzeneklerine yefle§tirilir. Burada, hareketli faz duran faz icinde kapiler hareketle

veya yergekimi etkisi altinda ilerler.

Kromatografik yéntemlerin ikincisi, hareketli fazin sivi veya gaz olmasina
dayanir. Birinci halde sivi kromatografisi, ikinci halde gaz kromatografisi ismini alir.
Eger duran faz bir sivi ise, ok ince dagiimis inert bir katli madde Uzerinde, ince bir
film vermek Uzere siviyl adsorbe ederek hareketsizlestirilir. Ayrica sivi
gbzeneklerde sebeke icinde de alikonulabilir. Siviy1 hareketsizlestirmenin bir diger
yolu kapiler tUp icinde i¢ geperlere adsorpsiyon veya baglanmasidir. Cogunlukla,
kati maddenin karekteri ayirmada bir etkinlige sahiptir.

Bir kolonda A ve B gibi iki bilesenin tutturuimasi ile ve sonra tekrar ¢ézilmesi
ile ellisyon kromatografisi ele geger. Kolon tepesinden ty zamaninda hareketli faz
icinde ¢bzUnmuig 6rnek kismi korunur. Bu baslangigta, 6rnegdin A ve B bilesenleri
iki faz arasinda dagilirlar. Hareketli faz ilavesi ile 6rnedin ¢ézinmas kismi
kolondan agagiya surlklenir ve hareketli faz ile duran fazin kirlenmemis kisimlari
arasinda yeniden dagiima olur (t; zamaninda). Boylece taze ¢6ziict (hareketli faz)
ile duran faz arasindaki dagiima orijinal 6rnekte aynen gerceklesir. Daha fazla
hareketli faz ilavesi ile iki faz arasinda surekli aktanimlar olur. Béylece bir ortalama
hizla bilesenler elue edilir (¢ézeltiye alinir). Bu ortalama hiz, ¢éziinen maddenin
gé¢ etme hizidir ve maddenin o faz iginde gegirdigi zaman dilimine baglidir. Bu
zaman dilimi duran faz tarafindan kuvvetlice alikonan g¢éziinen maddeler icin
kaghktur. Halbuki gégetme hizi ¢bzlciude, allkonma hizina yakinsa bu
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dilim buyukttr. Sonugta, hizlardaki farkliliklar, kangimdaki bilegenleri band veya
bolgeler halinde kolon uzunlugu boyunca ayirmamizi saglar. Béyle ayrilan
bilesenler kolonun altinda daha fazla ¢ézlct ilavesi ile alikonabilir. Bu isleme elue
etme iglemi denir. Eger kolonun alt ucuna bir dedektér konulursa ve dedektér
sinyali zamanin bir fonksiyonu olarak veya ilave edilen hareketli fazin hacminin bir
fonksiyonu olarak cizilirse, bir dizi simetrik pik elde edilir. Béyle bir gizim,
kromatogram olarak isimlendirili. Bu hem kalitatif hem de kantitatif analizde

kullanilir. Kolon kromatografisindeki isleyiciye ait teorem (g olayi ele alir.
1. Coézinen maddelerin farkli gé¢ etme hizlari
2. Kromatografi piklerinin gauss egrisine benzer sekilleri

3. Pik genislemesi

Kromatografinin kinetik teorisi bu U¢ olay! kantitatif terimlerle aciklar. Bir
kromatogramdaki pikler incelendigi zaman bunlarin seklinin normal hata egrisi
veya gauss egrisiyle benzer oldugu géralir. Bu egriler bilindigi gibi bir élctime ait
tekrarlanan degerleri onlarin ortaya ¢ikis olasiiklarinin bir fonksiyonu olarak

cizilmesiyle elde edilen egrilerdir.

Bir bandin genigligi, kolondan asagilya hareket ettikge yayiima igin
kullanilabilen stire arttiindan biiytr. Béylece bolgesel geniglik (band genisligi)
kolon igindeki kalma stresi ile dogrudan ve hareketli fazin akis hizi ile ters olarak
orantilidir.

YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFiSi (HPLC)

Bu bdélimde bir sivinin hareketli faz olarak rol oynadigi 4 tip kolon
kromatografisi incelenecektir.

1. Sivi Kromatografisi

2. Dagilma Kromatografisi
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3. Sivi—Kati Kromatografisi
4. lyon Degistirme Kromatografisi

Yuksek performansli sivi kromatografisi yeni yéntemleri klasik kromatografik
yéntemlerden ayirmak icin kullanilan bir deyimdir.

YUKSEK PERFORMANS DAGILIM KROMATOGRAFISI

Dagilim kromatografisi bltln sivi kromatografik yontemler icinde en yaygin
kullanilanidir. Sivi — sivi ve bagli faz kromatografisi olarak ikiye ayrilir. Bu ikisi
arasindaki farklilik, duran fazin bir dayanak tzerinde tutturulma yéntemidir. Sivi —
sivi dagilim dolgularinda alikonma fiziksel adsorpsiyon yoluyladir. Halbuki, bagli
faz dolgularinda kovalent baglar rol oynar. ik dagilim kromatografisi baslica sivi —
sivi kromatografisi idi. Bugtn bagh faz yontemleri 6zel uygulamalar yardimi ile
daha fazla kullanilan yéntemlerdir.

Bagdh Faz Dolgulan: Bagh faz dolgularinin codu bir organoklorosilan ile bir
silisyumdioksit tanecikleri Uzerinde sicak seyreltik hidroklorikasit ile hidrolizleme
sonucunda olusan gruplarin reaksiyonu ile hazirlanir.

HO CH; HO CH;
~ / ~ /
—Si-OH+Cl-Si-R — 3 -~S8i-0-Si-R
/s AN Ve N
CH; CH;

Buna silillegtirme reaksiyonu denir. Burada R ekseni ya diz zincirde oktil
veya oktadesil grubudur. Silis yuzeylerine ba@lanmis olan diger organik
fonksiyonel gruplar alifatik aminler, eterler, nitriller ve aromatik hidrokarbonlardir.
Boylece ¢ok degisik polarlikta bagli duran fazlar Gretilebilir. Bagh faz dolgulari,
duran fazin yalnizca fiziksel ¢ekimle is gérdugu diger dolgulardan énemli éictde
daha kararlidir. Bu yalnizca fiziksel gekimin isledigi duran fazlarda kati yiizeyleri
hareketli faz tarafindan giderek ¢ézunurler. Periyodik olarak yeniden kaplanmayi
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gerektirir. Ayrica, degisik degisebilen elusyon sivi — sivi ylklemelerinde pratik
degildir. Cunkl, hareketli faz, duran fazi ¢ézerek kaybina yol acar. Bagh faz

dolgularinin baglica dezavantaji, onlarin sinirli olan 6rnek kapasitesidir.

Normal ve Ters Faz Dolgulari: Dagihm kromatografisinin iki tipi hareketli ve
duran fazlarin birbirine goére degisik polarlikta olmasina bagldir. Sivi
kromatografisinde ilk calismalar trietilenglikol veya su gibi yUksek polarlikta duran
fazlara ve hareketli faz olarak hekzan veya izopropileter gibi olduk¢a nonpolar
¢6zlcilere dayanirdi. Bu tip kromatografi bugin normal faz kromatografisi olarak
isimlendirilir. Ters faz kromatografisinde duran faz polar degildir. Cogunlukia bir
hidrokarbondur. Hareketli faz su, metanol veya asetonitril gibi oldukga polar bir
¢ozucudur. Normal faz kromatografisinde polarligi en az olan bilesen ilk énce elue
edilir. Hareketli fazin polarligi arttikga eltisyon siresi kisalir. Ters faz metodunda
ise tersine en polar bilesen elue olur. Hareketli fazin polarhdi arttik¢a elUsyon
suresi artar. Butin HPLC kromatografik ayirmalarinin 3/4’'G ters faz ydntemi ile
buglin yapiimaktadir ve oktil (CsHi7 ile oktadesil (C1sHas7) baglh silokon dolgulars
kullaniimaktadir. Bu tip hazirlama ile uzun zincirli hidrokarbon gruplari birbirine
paralel olurlar. Tanecik ylzeyine ise diktirler. Hidrokarbon zincirleri taraga
benzeyen polar olmayan bir hidrokarbon yuzeyi olugtururlar. Bu tur dolgularla
kullanilan hareketli faz; metanol, asetonitrii ve THF gibi c¢oézictleri degisik
konsantrasyonda igeren sulu g¢dzeltilerdir. Bir kural olarak bir ¢ok kromatografik
ayirma, analizlenen maddenin polarligini, duran fazin polarlidi ile eslestirerek (ayni
kilarak) yapilir. Burada énemli 6igtide farkli polarlikta bir hareketli faz kullanilir. Bu
islem analizlenen maddenin polarliinin ve hareketli fazin polarlidinin
eslegtirildijinde ayni oldugu, fakat duran fazin polarligindan farkli oldugu
islevinden ¢ok daha basarilidir. Bu durumda duran faz érnek bilesenler igin
rekabette bagarili olamaz. Bu ylzden pratik uygulamalar igin retensiyon sireleri
¢ok kisa olur. Tabii, analizlenen maddenin ve duran fazin polarligi birbirine ¢ok
benziyorsa, bu taktirde retensiyon zamanlari uzun olabilir.
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YUKSEK PERFORMANS ADSORPSIYON KROMATOGRAFISI

Kromatografide ilk caligsmalar, sivi — kati adsorpsiyonun kurallarina gére idi.
Burada duran faz ¢ok ince 6gutiimiasg polar bir kati maddenin ytzeyi idi. Béyle bir
dolgu ile analizlenen madde hareketli faz ile dolgu maddesinin yuzeyindeki
bélgeler igin rekabete girerdi ve retensiyon (alikonma) zamani adsorpsiyon
kuvvetlerinin bir sonucu idi. Adsorpsiyon kromatografisinde yaygin olarak
kullanilan duran fazlar baslica, ¢ok ince 6gutulmus silika (SiO2) ve alumina (Al2Os)
dir. Silika cogu uygulamalar igin tercih edilir. Cunku, érnek kapasitesi yuksektir ve
genis uygulama alani olan faydali tipleri vardir. Ancak, bu iki maddenin
maddenin polarligi arttikga retensiyon slresi uzamaktadir. Adsorpsiyon
kromatografisinde analizlenen maddelerin dagilim oranlarini etkileyen tek
degisken hareketli fazin bilegimidir. Bu durum duran fazin polarhdinin da bir faktdr
oldugu dagiima kromatografisinin aksinedir. Kapasite faktérindeki buyUk
degisiklikler secimlilik faktéri ve g¢ézimleme, ¢bzlcu sistemindeki degisikliklerie
saglanabilir. Cok nadir olarak uygun hareketli fazin bulunamadigr gdéralmastar.
Adsorpsiyon kromatografisi ile molekdl tartisi 5000’in altinda suda ¢6zinmeyen
oldukg¢a nonpolar bilegiklerin ayrilmasi yaygin olarak yapilmaktadir. Adsorpsiyon
kromatografisinin diger ydéntemierde bulunmayan &nemli bir 6zelligi izomer
karigimlarin ayriimasini saglayabilmesidir. Ornedin; meta veya para substitlie
benzen tlrevleri ayrilabilir.

YUKSEK PERFORMANS iYON DEGISTIRME KROMATOGRAFISI

lyon degistirme kromatografisinde duran faz olarak iyon degistirici recineler
kullanilir. Ince tanecikli regine ile yUkl{ bir kolondan elisyon yolu ile benzer yukteki

iyonlar ayrilabilirler. Bu tip kromatografi iyon kromatografisi olarakta isimlendirilir.

iyon Degistirici Regineler: Sentetik iyon degistirici recineler molekil basina
bir ok iyonik fonksiyonel grubu igeren yiiksek molekdl tartili polimer maddelerdir.
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Katyon Degigtirme Regineleri: Stifonik asit gruplari iceren (RSO3 HY)
kuvvetli asit tipinde veya karboksilli asit gruplari iceren (RCOOH) zayif asit
tipindedir. Kuvvetli asit tipi en ¢ok kullanilanidr.

Anyon Degistirme Regineleri: Polimer moleklline bagli bazik amin

fonksiyonel gruplan icerirler. Kuvvetli baz degistiriciler kuaterner aminlerdir
(RN (CH3);’OH— ). Zayf baz degistiricileri sekonder veya tersiyer aminleri igeririer.

Butun iyon degistirme recinelerinin 6nemli bir 6zelligi onlarin sulu ortamda, esas
itibari ile ¢6ziinmez olmalaridir. Béylece bir katyon degistirici, m** metalini iceren
sulu bir ¢cézeltiye daldirilirsa, kati ve ¢ézelti fazlarinda derhal bir iyon degistirme
dengesi kurulur.

XRSO; H' +M* T—=——= (RSO )M +XH*

Burada, R bir sulfonik asit grubu igeren regine molektlinin bir kismidir.
Anyonlar i¢in de;

XRN (CHsg); OH + A ——=— [RN(CHa)s]f A* + XOH

(A anyonu ifade eder) denklemini yazmak mumkandar.
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Iyon Degistirme Dengesi

Iyon degistirme dengeleri kitlenin etkimesi kanunu ile ele alinabilir. Mesela,
seyreltik bir Ca** iyonlarini igeren bir ¢ézelti bir sulfonik asid recinesi ile temas

ettirilirse su denge ortaya cikar.

Ca®* (su) + 2H" (regine) ——— Ca®" (regine) + 2H" (su)

o _lca® reg)] i )
[Ca 2+ (su)] [H" (reg:)]2

lfadesi ele geger. Burada késeli parantez igindeki terimler molar
konsantrasyonlaridir. Daha dogru olarak aktivitelerdir. Burada dikkat edilecek
kisim [Ca®* (reg.)] ve [H* (reg.)] larin kati faz igindeki 2 iyonun konsantrasyonu
olmasidir. Cogu kati maddelerin aksine olarak bu konsantrasyonlar regine icindeki
negatif bélgelerin tamaminin tek bir tur tarafindan iggal edildigi bir maksimum
deger ile sifira kadar degisebilir. lyon degistirme ayirmalan basitge iyonlardan
birinin her iki fazda da baskin oldugu sartlar altinda gelistirilir. Ornegin; seyreltik ve
biraz asidik bir g¢bzeltiden Ca iyonlarinin uzaklagtirimasinda, Ca iyonlarinin
konsantrasyonu hem sulu hem de regineli fazlar iginde hidrojen iyonlarinin
konsantrasyonlarindan ¢ok kiiglktir. Bunun sonucu olarak H iyonu
konsantrasyonu yer degistirme prosesinin neticesinde 6nemli éigiide degismez. Bu

sartlar altinda
[Ca** (reg.)] << [H(reg.)]
[Ca® (su)] <<[H" (su)]

ve 0 zaman denge sabiti

Ca?* (reg) _K’ [H* (rec;)]2 _K
iCa » (su)i [t swf
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d = duran faz h= hareketli faz

Burada K dagilim sabit, K = Cd/Ch dir. Bu denklemdeki K, Ca®" iyonuna
karsi, reginenin diger iyona gore (H") ilgisini gésterir. Genel olarak bir iyon igin K
blyik ise, o iyonun duran fazda tutuklanma egilimi kuvvetlidir. K kiigiikse tersi
dogrudur. H" gibi ortak bir referans iyon segimi, verilen bir regine tipinde degisik
iyonlarin dagilim oranlarinin kargilastinimasini saglar. Denemeler géstermistir ki
¢cok degerli iyonlar, gok daha fazla kuvvetlice tutuklanir. (Tek degerli iyonlara gore)

Verilen bir yuk grubu iginde K'deki farkhliklar diger 6zelliklerle oldugu kadar,
hidrate iyonun blyiklugl ile baglantilidir. Béylece verilen bir silfonlu katyon
degistirme reginesi igin tek degerlikli iyonlarin K degerleri;

Hg*>G">Rb">K"'>NH">Na*" > H"> Li*

sirasi ile azalir. 2 degerlikli katyonlar i¢in ise;

Ba** > Pb? > Sr** > Co® > Ni** > Cd®* > Co® > Co®* > Zn* > Mg?* > U0 2"

sirasina gore azalir (6).

19



1.3.BENOMYL

o

C — NHCH2CH2CH3s

N 0
]

C — NH— C — OCHs
\N/

(Acik Formiilii)

Metil 1-(butil karbamoil) — 2 —-Benzimidazolkarbamat

Kaba Formulu: Cq4 Hig N4 O3

Molekil Agirhigi: 290.3 g/mol

Diger adi Benlate'tir. Benomyl esash fungisite, E.I. du Pont de Nemours &
Company’nin ticari bir markasi oldugundan bu sekilde isim verilmistir. Benlate aktif
madde olarak % 50 benomyl igerir.

1.3.1.BIYOLOJIK OZELLIKLERIi: Meyve, sebze, tahil ve sis bitkilerini
etkileyen yaygin mantar hastaliklarinin kontrolinde, yapraklarda diasuk miktarl
olarak uygulamasi oldukga faydalidir. Ayni zamanda kene, sakirga poptlasyonlari
Uzerinde inhibitor etkisi vardir.

Benomyl'in canli sistemlerindeki davranigi, Gardiner ve arkadaslar
tarafindan incelenmisgtir (1974) (7). Bu aragtirmacilar, adiz yoluyla alinan dozu
(2- "*Cynun %99'dan daha fazlasinin 72 saat icinde fare ve kdpek sisteminden sivi
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ve kati diski vasitasiyla atildigini gdsterdiler. Sivi digkida glucuronide ve/veya
sulfat bilegikleri olarak bulunan ana metabolit, metil -5- hidroksi -2- benzimidazol

karbamattir.

Baude ve arkadaglan tarafindan bildirildigi gibi ilaglanmig tahil érneklerinde
baglica kalintilar; benomyl'in kendisi ve fungitoxic bozunma Grund olan metil -2-
benzimidazol karbamattir (MBC) (8). Benomyl uygulamasi (ilaglamasi) yapiimig
tahillarin iginde veya tzerinde MBC’nin varligi Siegel Zabbia (1972) ve Clemons-
Sisler (1969)’in dahil oldugu 6nceki birka¢ calismaci tarafindan da bildirilmigtir
(9-10).

Benomyl'in bazi memelilere iligkin toksik etkileri séyledir : Akut agiz yoluyla
(Ac birakiimig fareler) LDsp >10.000 mg/kg (Erkek ve Disi); akut deri absorbsiyonu
(Tavsanlar), LDsg>10.000mg/kg; akut solunum yolu ile (4 saat maruz kalma,
fareler) LCsp>2mg/L (Kuru Urun): Deri Uzerine etkileri (erkek gine domuzlari)
Uygulama; %5,%12.5 ve %25 benomyl igeren sulu stspansiyonlar ile tragslanmig
deriye yapildi. Bunun sonucu ihmal edilebilir bir tahris tesbit edildi. Géz tahrisi
(Tavsanlar) %50 kuru tozun 10mg’t ve mineral yaglarda hazirlanan %10’luk
suspansiyonun 0.1ml’si sadece gegici bir yumusak konjuktival tahrise neden oldu.
Kronik oral uygulamasi; Fare ve kopeklerin 2 yillik besleme galismalan dusuk
dereceli toksisite ile sonuglandi.

ORTAYA GIKISI: Benomyl, E.I. Du Pont de Nemours & Co.,Inc. tarafindan
gelistirildi. Fungisidal ve kimyasal 6zellikleri ilk olarak 1968'de Delp ve Klopping
tarafindan belirlendi (11). Zirai ve mitisidal (Kene 6ldrtict) bilesimi ile kullanimi
U.S. patent no. 3,541,213 ile sigortalanmistir. Bilesigin U.S. patent no: 3,631,176.

1.3.2.FiZIKSEL OZELLIKLERI: Benomyl; ihmal edilebilir bir buhar basincina
sahip olan ve erimeksizin bozulan kokusuz, beyaz kristalli bir maddedir.
Coézunarltgi (g/100 g solvent): Kloroform, 9.4; aseton, 1.8; etanol, 0.4; su, hemen

hemen ¢ézlinmez (~2 ppm).
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Benomyl'in UV spektrumu Calmon ve Sayag (1976 a,b) tarafindan
tanimlanmistir (12-13). IR \}e NMR spektrumlari ise White ve arkadaslari
tarafindan gosterilmistir. Benomyl, mass spektrometrede termal olarak bozunur.
Ancak, eger spekirum hemen taranirsa, ¢ok zayif bir molekuler iyon (klasik
elektron impakt MS ile relatif siddeti % 0.5'den daha az) 290 kltlede gézlenebilir.

1.3.3.KIMYASAL OZELLIKLERI: Benomyl kuru halde kararhdir. Asidik
cozeltide ve organik solventler varlidinda butil izosiyanata ve MBC'ye ayrisir.
Bununla beraber, Benomyl suya kars! pH: 7'de ¢ok az bir ilgi (ihmal edilebilir bir
¢6zunurldk)'ye sahip oldugundan, spray-tank durumunda MBC'ye ddnistm hizi,
organik . solvent varligindaki durumdan 6énemli 6lgide daha yavastir. Yaprak
ilagclamalarr icin kullanilan tipik sulu benomyl suspansiyonlari, dig ortam sartlarinda
islemden (ilaglamadan) sonra 21-23 gin elma, salatalik, muz, portakal ve (zim
yapraklarinda esas kalinti madde olarak bozunmamis benomyl varligini temin
etmek Uzere yeterli bir kararliliga sahiptir. (Baude ve arkadaslari, 1973) (8).

Calmon ve Sayag (1976 a) (12) (asidik ortamda benomyl'in MBC’ye hidroliz
kinetigine pH etkisini tanimiadi. Ayni bilim adamlari (1976 b) (13), sirasiyla, zayif
alkali (pH<12) ve kuvvetli alkali (pH>12) sartlar altinda Benomyl'in 3-butil-s-triazino
[1, 2a] benzimidazol — 2, 4 (1H, 3H) — dion (STB) ve 2- (3- butilureido)
benzimidazol (BUB)'e dénusim kinetiklerini ve mekanizmalarini gésterdi. STB ve
BUB, benomyl ile ilaglanmis (islem goérmis) tahillarda kalinti olarak
bulunmamaktadir. (Baude ve arkadaslari, 1973) (8).

Calmon ve Sayag (1976 c) (14), Benomyl'in MBC'ye déntusim(nden sorumlu
olan solvent-¢ézinen etkilesimini tanimlayarak cesitli solventlerde 25°C’de
Benomyl'in solvoliz hizini gésterdi. Veriler, incelenen solventler arasinda solvolizin
etil asetatta ¢ok hizli bir gekilde, kloroformda ise g¢ok yavas olarak ilerledigini
gbsterdi.
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1.3.4.BENOMYL’IN ANALIZ YONTEMLERI

1- SIGIRIN SUTOU, SIVI DISKISI, KATI DISKISI VE DOKUSUNDA
BULUNAN BENOMYL VE / VEYA BENOMYLIN METABOLIT
KALINTILARININ YUKSEK HIZLI LIKiT KROMATOGRAFIDE ANALIZ
METODU

Benomyl [metil 1- (butil karbamoil) — 2 — benzimidazol karbamat] ve / veya 2-
benzimidazol karbamat, metil 5- hidroksi — 2 — benzimidazol karbamat ve metil 4-
hidroksi — 2 — benzimidazol karbamat, siginn sutl, dokusu, sivi digkisi ve kati
digkisinda eg zamanh olarak belirlenebilir. Metodda ilk adim, benomy!'i metil — 2 —
benzimidazol karbamat'a (MBC) c¢evirmek igin asidik c¢ozeltide &rnegin
hidrolizlenmesi ve metabolitleri esleniklerinden ayirima iglemleridir. Ayrilan
maddeler, bir organik solvente ekstrakie edilip, ekstrakt bir solvent-solvent ayirma
iglemi ile temizlenir. Daha sonra bilegenler, yUksek-hizli kuvvetli katyon degisim
likid kromatografisiyle tek bir taramada belirlenir. Cesitli bilegenlerin geri kazanimi;
sigir sttd ve sivi digkisinda ortalama %80, sigirin doku 6rnekleri ve kati diskisinda
ise yaklagik ortalama %50-80 arasindadir. Cesitli bilesiklerin geri kazanimi; sigir
sttinde 0.01-0.02 ppm seviyesinde, dokularda ve kati digkilarda 0.05-0.1 ppm,
sivi digkida 0.2 ppm seviyesinde gésterildi. Metodda, sut ve et dokularindaki
toleranslarla birlikte diger bir cok pestisitten kaynaklanan interferansa rastlanmadi
(15).

MILK

R | |-

R | T
Do ok i
L v R . il
Sekil 1. Sigir eti ekstraktinin Sekil 2. Sigir yag ekstraktlarmin Sekil 3. Sigr siitii ekstraktlarnin

kromatogramlart. likit kromatogramlan likit kromatogramlari
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2- YUKSEK - HIZLI KATYON DEGISIM LIKIT KROMATOGRAFIiSIYLE
TOPRAKTA VE BiTKi DOKULARINDA, BENOMYL KALINTILARININ
BELIRLENMESI

Toprakta ve bitki dokularinda bulunan Benomyl [metil 1- (butil karbamoil) —~2—
benzimidazol karbamat] kalintilan ytUksek-hizli katyon degdisim likit kromatografi
(Ic) kullanan yontemlerle belirlenebilir. Toprak igin kullanilan metod, kalinti
benomyl'i MBC (metil —2- benzimidazol karbamat)'ye ceviren kalintinin bir asidik
metanol ile ekstraksiyonu Gzerine kuruimustur. Bir sivi — sivi ekstraksiyonundan
sonra toplam benomyl ve / veya MBC kalintilar yUksek hizli likit kromatografi ile
MBC cinsinden belirlenir. Orijinal 6rnekte bulunan 2-AB (2-aminobenzimidazol) de
ekstrakte edilir ve eszamanli olarak ayri bir Ic piki olarak belirlenir. Cesitli tipte
toprak &rneklerinden elde edilen benomyl, MBC ve 2AB’nin ortalama geri
kazanimlari sirasiyla %92, %88 ve %71'dir. Metodun hassasiyetinin en dusuk
sinirt bu bilesenlerin herbiri igin 0.05 ppm’dir. Bitki dokular! igin kullanilan metod,
kalintinin etilasetat ile ektraksiyonundan sonra sivi-sivi cleanup ektraksiyonu ve
likid kromatografik tayini esasina dayanir. Bitki dokulariyla ilgili metodun geri

kazanim degerleri ve hassasiyet limiti, esasen toprak igin bulunanlardir (16).

CALIBRATION MIXTURE i 1

CONTROL KEYPORT FORTIFIED XEYPORT
SILT L0AM SILT LoRN

{0.7ppm BENOUTL)
02p;m 2-a8}

BENONYL/MBC
(Spg/ml)
2-A

-AB
{10x9/ml)
10051

INJECTED
h YN

RECORDER RESPONSE

RECORDER RESPONSE

100p1 BERONYL/ MBS
INJECTEY | :&','I,

llllllll

« TIME, MINUTES o 2 » w2 »
TIME, MINUTES
Sekil 1. Kalibrasyon karigimmmin Sekil 2, Toprak ekstraktlarimn
Likit kromatogramm analizi
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3- ORGANIK SOLVENTLERDE VE SUDA BOZUNMAMIS BENOMYL VE
ONUN BOZUNMA OURUNU METIL - 2 - BENZIMIDAZOL
KARBAMATIN (MBC) ESZAMANLI BELIRLENMESi iCiN HIZLI
SPEKTROFOTOMETRIK BiR METOD

Benomyl ve bunun bozunma bilesigi metil 2- benzimidazol karbamat
(MBC)'in belirlenmesi igcin hizl UV spektrofotometrik bir metod gelistiriimistir.
Benomyl ve MBC igeren bir ¢dzeltinin maksimum absorbanslari 294 (A) nm ve 286
(B) nm'de aciga gikmaktadir. A/B oranindan yani ¢bzeltideki bozunmamis benomyl
ve MBC orani standart bir egriden elde edilebilir. Organik solventlerdeki benomyl
ve MBC oraninin belirlenmesinden sonra, ¢ozeltideki toplam benomyl miktarini
belirlemek icin ayni ¢ozeltiye n-butil izosiyanat (BIC). eklenmektedir.. Tarayici
olmayan bir spektrofetometre ile, BIC'yi ilave etmeden dnce ve sonra 6rnegdin 294
nm’'de absorpsiyonu 6&lcllip, hem bozunmamis hem de toplam benomyl
konsantrasyonlari belilenmektedir. BIC, metanol ve etanol haric ¢cogu organik

solventlerde benomy!'i stabilize eder (17).
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Sekil 1. A/B oranlarma gére farkh oranlarda benomyl Sekil 2. Benomyl ve MBC oranlarina gére

ve MBC igeren kloroform ¢ozeltilerindeki benomyl ve MBC’nin toplam 10 ppm benomyl
bozulmamug§ benomyl yiizdesi. Burada A = 294 nm’de ve MBC igeren bir kloroform ¢ézeltisinin 294
absorbans ve B = 286 nm’de absorbans degerleridir. nm’de absorbanst.
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4- BENOMYL FUNGISIiTi iLE ILACLANMIS TAHILLARDA, SISTEMIK
MBC KALINTILARININ BELIRLENMESI

Cesitli tahillarda bulunan Benomyl [metil 1- (butyl — karbamoil) —2-
benzimidazol karbamat] ve onun bozunma Grint MBC (metil —2- benzimidazol
karbamat)'in belirlenmesi igin bir yontem tarimlanmistir. Bilesikler &ncelikle
benzen ile ekstrakte edilip, 0.1 N HCI ile ayrilir. Asidik sulu faz kloroform ile birka¢
defa yikandiktan sonra derigik sodyum hidroksit ile pH: 7.8-8.2'ye nétralize edilir.
Tek kalinti Orini MBC, etilasetat ile ayrilip, buharlagtirarak yogunlagtirma
isleminden sonra, bir fluoresan indikatér igeren ticari olarak hazirlanmis ince
tabakada yorutalar. Standart metil —2- benzimidazol karbamatinki ile ayni
retensiyon zamanina sahip olan, uygulanan kromatogramdaki leke, .metanol ile
ekstrakte edilip 287 nm'de bir UV spekirofotometrede olcular. Bu metod igin
hassasiyet sinir 0.05 ppm’dir. Takviye edilmis kontrol érneklerinden elde edilen

benomyl kalintitarinin, ttm ortalama geri kazanimi % 87 dir (18).

TRANSMITTANCE (%)
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Sekil 1. Analitik standart benomyl (A), analitik standart
MBC (B), sentezlenmis 2-'*C-MBC (C) ve analizin geri
kazamm tiriiniiniin (MBC) (D) IR spektrumlan
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5- BITKI VE TOPRAKTA BULUNAN MBC'NIN ANALIZI iGiN BIR GAZ
KROMATOGRAFIK METOD

Daha énce Benomy! fungisitiyle igslem gérmis kavun bitkilerinde ve toprakta
bulunan MBC'nin ekstraksiyonu, temizlenmesi ve gaz kromatografik analizi igin bir
metod gelistirildi. Kalinti benomyl ve MBC, Benzen ile ekstrakte edilip, 0.1 N HCI
ile ayrilir. Asidik sulu faz, kloroform ile birka¢ defa yikandiktan sonra nétralize
edilir. Tek kalinti Grini0 MBC (Baslangicta bitkide ve toprakta mevcut veya
benomyl'in kantitatif hidrolizi ile asidik temizleme sirasinda olugsmusg), etil asetat ile
ayrilir. Daha sonra MBC, MBC-TFA vermek Uzere trifluoroasetikanhidrit ile
muamele edilir.

Yeni Grin (MBC-TFA), bir elektroncapture dedektérli gaz kromatograf ile
élgllir. Bu metodun en diugiuk hassasiyet limiti 0.02 ppm’dir. Takviye edilmis
kontrol érneklerinden elde edilen benomyl kalintilarinin tim geri kazanimlart % 80-
100 arasinda degisen ortalamaya sahiptir (19).
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Sekil 1. 0.2 ppm MBC igeren kavun bitkilerinin
100gramindan ekstrakte edilen MBCnin MBC-TFA
seklinde Glc analizi, Son ekstrakt ¢6zeltisinin hacmi 1 ml
ve glc’ye enjekte edilen hacim 1.5 pl.
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6- MEYVE VE SEBZELERDE BENZIMIDAZOL FUNGISITLERININ TAM
OTOMATIK SOLID-FAZ EKSTRAKSIYONUYLA SAFLASTIRILMASI
VE ON-LINE LIKIT KROMATOGRAFiK BELIRLENMESI

Cesitli Grtnlerde bulunan benzimidazol fungisitleri karbendazim ve
thiabendazoliin belirlenmesi icin tam otomatik solid-faz ekstraksiyon (SPE)'lu
drnek saflagtirmasi ve on-line likit kromatografik analizden yararlanan bir likit
kromatografik method geligtirildi. Gida 6rneklerinin hazirlanmasi, aseton ile
ekstraksiyondan sonra, analizlenecek maddeyi organik faza g¢ekmek igin
diklorometan-petroleter ile ayirma isleminden olugsmaktadir. Literattrde
tanimlanan, .zahmetli sivi-sivi ayirmayla saflagtirma iglemi, diol bagh silika kartug
kullanan hizli bir SPE saflagtirmasiyla degistirildi. Tum islemin otomasyonu, ticari
olarak bulunan bir SPE saflastirma aparati (ASPEC) kullanarak gergeklestirildi.
Temizlenen ekstrakt, pespese UV ve fluoresan dedekiérit bir LC sistemine on-line
enjekte edildi. Kromatografik ayirmalar, bir metanol-fosfat tamponlu (pH=7) mobil
faz ve farkhi polimerik duragan fazlarla yapildi. Benzimidazol fungisitlerini
ayirmada, polimer bazl kolonlar, silika bazl kolonlardan daha iyi bir verim gésterdi
ve farkl kolonlar kargilastirildi. Takviye edilmig salatalik ve turuncgiller ile yapilan
dogrulama (validation) galismalarinin sonuglari sunuimustur. Kontrol érneklerinin
analizine ait sonuglarin Shewhart kontrol grafikleri, tim sistemin iyi bir
performansa sahip oldugunu goésterdi. Ornek kapasitesi (ekstraksiyon, otomatik
SPE ve on-line LC analizi) 24 saatte 50 6rnek olarak belirlendi. 1992-1994'te,
pestisit kalintisi izleme programimiz sirasinda bulunan karbendazim ve
thiabendazol kalintilar: rapor edilmistir (20).

28



o
o
overr®
vereersrsentssssstebsamSIOS TSP
et reon ssorrssraseronaese oo
S

s arna e rrerer e
s
............. 2t
o
............
li’i’f’o‘ AL ITTRN
\..c«n“
Lo
.o,
“ " s N
egtq s oue. ety
it
searees ST S N pirosin
A o SIS SOUALS & 4418 S04 000 A0S BF0LIINE SEAEESIITTIN SOEEIILIIN IR TILRES $IRIYIEIDS wevnserseet
e
—

e esienang,,

O el oot cetasaeet sresesnsarettesonereneny

e :
t

e e« st srsombesttressmms et

Jtsttstase g

{ vnees - veron sorsarnesenstrIIOIIINIIIRY B4SIISLOIISINY
et ns v o e oeenos s

pressse

.,

", ALY
. st
«~ g eas et >

e R e

-t
s AL 0500 (Y
" "

e

 emmiteteitate e et LU ML AR e

......
ﬁ.. B LT skt mb e g W

asundsar An

-0¢

[
" - LA @ n o "
<2 ” (] = - L ad Ll

<9
.

- L Kl w© -]
T bl Ly Lad o

w
’

> * > L
- L LX) ‘3

"

R R RN N N N N N N N N N NN
P
>
I X

time (min)

(min)

.

time

UV ve floresans dedektor kullanan diol-bagli silika SPC kolonlarmdan (ASPEC) énce () V€& sonra

Sekil 1.
(

) 1 mg/kg karbendazim (pik 2) ve thiabendazol (pik 3) ile takviye edilmis portakal 6rnegi ekstraktinin

likit kromatogramlari.
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7- SAFLASTIRMA ISLEMi YAPMADAN ELMA YAPRAKLARINDAKI
KALINTI BENOMYL VE METIL —2- BENZIMIDAZOL KARBAMAT'IN
ESZAMANLI BELIRLENMESI ICIN YUKSEK PERFORMANS LIKiT
KROMATOGRAFIK METOD

Saflagtirma iglemi yapmadan, elma yapraklarindaki benomyl ve MBC
kalintilarint ayri ayri belirlemek igin basit bir HPLC y6ntemi gelistirildi. Bir Mason
kavanozundaki érnek yapraklari sojukta kurutulup ekstrakte etmek igin 1°C’de,
5000 pg n-propilizosiyanat / ml'lik kloroform iginde karistirildi. Ekstrakte edilen
ornede, 5000 pg / ml'lik izosiyanat ¢ozeltisi eklenip, 20 pllik bir karisim HPLC
sistemine enjekte edildi. Bir koruyucu kolona sahip, Brownlee Li Chrosorb silicagel
kolon, su ile doyurulmus kloroform — hekzan (4:1) mobil faz karigimi ile igletildi.
Benomyl'in bozunmusg Grand olarak bulunan MBC, metil —1- ( n-propil karbamoil )
—2- benzimidazol karbamat (MBC —n- PIC tlrevi) tirinden tanimlandi. 280 nm’'de
hem Benomyl hem de MBC —n- PIC, elma yapraklarinda 0.2 ppm seviyesinde UV
dedektdr ile belirlenebilir (21).

Wl %NL I\
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Sekil 1. 20 pl Grnek gozeltilerinin HPLC kromatogramlar; A piki benomyl, B piki MBC-n-PIC’ye aittir: a, elma
yaprag: ekstraktina ait kromatogramdir; b, 2 pg/mL hem benomyl ve hem de MBC-n-PIC igeren standart ¢ozelti;
¢, elma yaprag ekstrakt igeren standart ¢6zelti (a ve b’nin kombinasyonu).
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8- ISLANABILEN TOZ ICINDEKi BENOMYL'IN LIKIT KROMATOGRAFIK
BELIRLENMESI

Benomyl iceren pestisit formulasyonu, %3 n-butil izosiyanat iceren asetonitril
ile ekstrakte edilip, bir ters faz C-18 kolonda ayrildi. Benomylin metil —2-
benzimidazol karbamat ve butilizosiyanata bozunma dengesi, benomyl lehine
cevrilmistir. Boylece asetonitril - %2 Asetik asit '(80+20)’ten olusan mobil faz ile
290 nm'lik bir dalgaboyunu kullanan bu metod, benomyl’in bozunmamig formunda
kantitatif tayinini saglamaktadir. Bu denemenin lieneerligi, kesinligi, geri kazanimi,
stabilitesi ve matriks etkileri dederlendirildi. Standart ¢ézeltiler ve benomyl ilave
edilmis 6rneklerin linearite (dogrusallik) kontrolieri, sirasiyla, r? , 0.9996 ve
0.9998'lik bir belirleme katsayisi sagladi. 5 benomyl formtlasyonunun dért tekrarls
analizi ortalama %1.95'lik bir relatif standart sapma gésterdi. Coklu bir standart
katma egrisi, matriks etkilerinin clmadigini gésterdi. Ornek havuzundan (karigim)
alinan standartin ortalama geri kazanimi, % 3.5'lik bir standart sapma ile % 95
olarak bulunmustur. Ekstraksiyondan 2 hafta sonra tayin edilen (kromatografi)
ornekler analizienen madde agisindan mukemmel bir stabilite gosterdi (22).

(o)
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o] 2 4 6 ' 8

TIME (MINUTES)

Sekil 1. Ekstrakte edilmis %50 1slanabilen toz benomyl
formiilasyonunun kromatogramu (5 pg benomyl enjekte edildi).
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9- ISLANABILEN TOZLARDA BENOMYL’IN LIKIT KROMATOGRAFIK
BELIRLENMESI

Islanabilen tozlarda benomyl'in basit ve hizli bir tayini 10 kigilik bir ekip
tarafindan test edildi. Benomyl formilasyonu, %3 n-bdtilizosiyanat iceren
asetonitrile ekstrakte edilip, filtre edildikten sonra minimum 1000 platoluk bir ters
faz (C-18) kolonda kromatografik olarak ayrildi. Benomyl 290 nm’de belirlenip, pik
yUksekligi ile miktar élgulda. Benomyl formulasyonunun birbirine gok yakin 3 cifti,
% 98'lik teknik benomyl'in tekrarl bir gifti ile beraber denendi. Varyasyon katsayisi
%50’lik 1slanabilen toz igin; % 1.20, %50 captan iceren %10’luk benomyl
formulasyonu igin; %5.89 ve %50 lindane, %10 captan, %6 benomyl formiilasyonu
igin %2.49 olarak bulundu. Teknik benomyl’in analizinden %1.52'lik bir varyasyon
katsayisi elde edildi. Calisma grubu, metodun basit, hizli ve tekrarlanabilir
oldugunu ifade etmistir. istatistik analiz, metodun kesin oldugunu ve beklenen
interfere edicilerden etkilenmedigini géstermistir. Metod, ilk olarak fiili bir resmiyet
kazanmistir (23).

=
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Sekil 1. Benomyl’in tipik 6rnek kromatogramu,
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10-ISLANABILEN TOZ FORMULASYONUNDA BENOMYL VE METIL-2-
BENZzIMIDAZOL KARBAMAT'IN ESZAMANLI BELIRLENMESI iGiN
TERS-FAZ LIKIT KROMATOGRAFIK METOD

Islanabilen toz formulasyonunda (W.P.), benomyl metil [1- [butilamino)
karbonil] — 1 H — benzimidazol- 2- ilkarbamat] ve karbendazim [metil 1 H-
benzimidazol -2- ilkarbamat] (MBC)in egszamanli belirlenmesi igin likit
kromatografik bir yéntem ortaya atildi. Bu metodda, benomyl 0.125 M sodyum
hidroksit iginde 3-butil-2, 4-diokso —5- triazino [1,2-a] benzimidazol'e déntstlruldd.
Dénisturme igsleminden sonra (20 dk.’da oda sicakliginda) STB, MBC, (sodyum
hidroksit ile yapilan iglemden etkilenmeden kalan) ile birlikte eszamanli olarak, bir
C18 - kolonunda, likit kromatografik ayirmadan sonra 286 nm'de belirlendi.
Kusursuz olan bu metod, benomyl ve MBC i¢in sirasiyla %0.7 ve %2.2.'lik relatif

standart sapma ile iyi bir tekrarlanabilirlik géstermistir (24).
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Sekil 1. Benomyl gozeltilerinin yaklagik 40 dk. sonra
(2) 0.125, (b) 0.2 ve (c) 0.5 mol/L NaOH igindeki
kromatogramlar,
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11-DEGISIK pH’LARDA BENOMYL’IN SUDA GOZUNURLUGU VE METIL
—2— BENZIMIDAZOL KARBAMAT, 3-BUTIL- 2,4-DIOKSO [1,2-a] -s-
TRIAZINO BENZIMIDAZOL VE 1-(2-BENZIMIDAZOLIL) -3-n-
BUTILURE’YE DONUSUMU

pH: 1, 3, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12 ve 13 olan sulu tampon ¢oézeltilerde, oda
sicakliginda, yiuksek performans likit kromatografisi ile benomyl'in ¢ézUnurlGgu
6lgulda. Benomyl 6rnegini suda dagitmak icin bir ultrasonik homogenizer
kullanildiktan sonra karigim santriflj edildi. Yazen karigimdaki ¢6zinmus benomyl,
pH: 13'te 3-butil —2,4- diokso [1,2-a] —s- triazino benzimidazol (STB)'ye ¢evrildikten
sonra HPLC ile analizlendi. Benomyl'in pH 3-10 arasindaki ¢6zUnGrliga, cok
disuktar (1.8-4.0 mg /ml). Goézunurldk pH: 1 ve pH>11'de daha yuksektir. pH:
13'te, STB'ye kantitatif dSnimaguma nedeniyle benomyl tespit edilemedi. Metil 2-
benzimidazol karbamat hazirlanan butin c¢ozeltilerde bulundu. Ancak, 1-(2-
benzimidazolil)-3-n- butilire oldukga alkali ¢ézeltilerde tayin edilebildi. Cézeltilerin
UV spektrumlarinin 6lgimua, ¢bzeltide bulunan ¢6zinmus maddelerin yaklagik
kompozisyonunu belirlemek i¢in uygun bir arag olarak dnerilir (25).

s18 BBYU
S8
/MBC A | mec
BBU 1
g Ben:ornyl
Sekil 1. Mobil faz A ile elue edilen STB, Sekil 2. Mobil faz B ile elue edilen STB,
MBC, BBU ve benomylin kromatogrami. MBC, BBU ve benomylin kromatogram..
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12-SOGUK  DEPOLAMADA  HASAT SONRASI ILACLANMIS
ARMUTLARDA BULUNAN BENOMYL (KARBENDAZiM CINSINDEN
BELIRLENDI) VE CAPTAN KALINTILARI

Soguk depolama éncesi armutlara uygulanan karbendazim (benomyl olarak
uygulanan) ve captan kalintilari 6 aylik depolama siresince incelendi. Toplam
karbendazim kalntilarinin 7 ppm’lik tolerans sinirinin altinda oldugu bulundu.
Baglangic ortalamasi 0.37 ppm olan kalintilarin konsantrasyonunda soguk
depolama sirasinda bir dugus belirlenmedi. Bagka bir galismada, hasat sonrasi U¢
uygulama teknigi karsilastirildi ve ayni sekilde kalinti miktarlarinda énemli
farkliiklara ‘rastlanmadi. Anjou armutlarindaki captan kalintilari &nemsiz
derecedeydi. Bu analizler igin kullanilan analittk metod asidlendiriimis armut
plresinin asetonla yapilan ekstraksiyonundan sonra toplam karbendazim
(benomyl + karbendazim) ve captan kalintilarini izole etmek icin etil asetat ile
yapilan ayirmadir. Captan kalintisi, organik ekstraktin aktif karbon ve silikagel ile
saflagtinimasindan sonra, elekiron-capture dedektorli gaz kromatografi ile
belirlendi. Karbendazim iceren sulu ekstraktin pH'i sodyum hidroksit ile yaklagik
9'a ayarlandi. Ardindan karbendazim kalintisi etilasetat ile ayrihp HPLC de
analizlendi (26).
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13-BENOMYL’IN YUKSEK PERFORMANS LiKiT KROMATOGRAFI
KUTLE SPEKTROMETRI

VE SECILMIS IYON iZLEME
METODLARIYLA BELIRLENMESI

Metil 1-(butilkarbamoil) —2- benzimidazol karbamat (Benomyl), ic standart
olarak 2-amino benzimidazol (2-AB) kullanan ters-faz ytksek performans likit
kromatografi, kitle spektrometri, ve secilmis iyon izleme (HPLC / MS / SIM)
yontemleriyle analizlendi. Benomyl, asid hidroliziyle kantitatif olarak metil —2-
benzimidazol karbamat'a (karbendazim) c¢evrildi. Son Grin (karbendazim) etil
asetat ile ayrilarak saflagtiriidi. EIma, seftali ve domateste minimum belirlenebilme
seviyesi- 0.025 ppm olarak bulundu. 0.1 ppm konsantrasyonunda takviye edilmis
benomyl'in geri kazanimlar,, bu (¢ meyvenin tUminde %85-110 arasindadir.
Domates, seftali ve elmanin her birinin 25'er adet 6rnekleri analizlendi. Analizlenen
seftali érneklerinin 18'i 0.25-3.48 ppm duzeylerindeyken, 4 elma 6rnegdi 0.15-0.59
ppm’lik benomyl dlzeylerini igerdi. Ayni zamanda 3 domates ve 1 elma

érneklerinde iz (eser) dlizeyde benomyl bulundu (27).
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Sekil 1. Karbendazim ve 2-AB’nin her
ikisinin 30 ng/ulL ik bir standart
¢ozeltisinin 20-pL’lik enjeksiyonu ile elde
edilen SIM kromatogramlar1.
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Sekil 2. Ekstraksiyon 6ncesinde 0.1 ppm’lik
benomyl ile takviye edilmis seftalilerin ve bunlarin
konsantre edilmig ekstraktlarma internal standart
eklenmesiyle elde edilen SIM kromatogramlar1.



2.DENEL BOLUM

2.1.Kullanilan Kimyasal Maddeler
Benlate (%50 Benomyl) (Formulasyon)
Metanol (Lab-Scan) (HPLC Grade)
Asetonitril (Lab-Scan) (HPLC Grade)
Etilasetat (Merck)

Asetik Asit (Merck)

Kloroform (Merck)

DMSO (Merck)

Diklorometan (Merck)

Benzen (Merck)

Su (HPLC Grade)

2.2.Kullanifan Cam Malzemeler
Balonjoje (Teknik Cam)

Silifli Erlen (Teknik Cam)

Silifli Bogumlu Geri Sogutucu (Teknik Cam)

Pipet (Teknik Cam)

Dibiduz Silifli Balon (Teknik Cam)
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2.3.Kullanilan Cihazlar

1. HPLC (YUksek Performans Likit Kromatografi Cihazi - Hewlett Packard
Series 1100)

a) UV Dedektor (Degisebilen Dalgaboylu Dedektdr)

b) Otomatik Enjeksiyon (Otomatik Ornekleyici)

c) Kolon Kompartmani (Termostatik Kolon Kompartmani

d) Pompa (D6rtlh Pompa)

e) Deg,azer‘j(Vakum Degazeri)

f) Bilgisayar Baglantisi (Chem Station)

g) Analitik Kolon (Hypersil BDS C-18 125 x 3 mm, HP) (Ters Faz)
2. UV Spektrofotometre (Shimadzu)
3. Magnetik Karistirici (Nuve)
4. Etuv (Heraeus)

5. Hassas Terazi (Mettler)
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HPLC (YUKSEK PERFORMANS LiKiT KROMATOGRAFI)

CiHAZI — HEWLETT PACKARD SREIES 1100

Solvent cabinet

Vacuum degasser
= E =

U

5
Pump

2
Autosampler ) ;/ Control module

Column compartment

=

Detector
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2.4.BENOMYL’IN MBC'YE DONUSUM MEKANIZMASI

Benomyl'in MBC’ye kantitatif dénisumi metanolde geri sogutucu altinda
magnetik karigtiricili 1sitici vasitasiyla kaynatarak yapilmistir. Diger solventlerde
de son Grun MBC'dir.

Benomyl'in MBC ve n-BlC’'a dénisim mekanizmasi asidik ve nétral
ortamlarda ani bir molekul i¢i katalizle yarimektedir.

Buatilkarbamoil yan zincirindeki azota bagh hidrojen ile benzimidazol
halkasinin N1 azotundaki serbest elektron ¢ifti arasinda bir hidrojen bagi olugumu,
kararsiz olan 4 uyeli bir halka meydana getirmektedir. Sonugta, benzimidazol
halkasindaki N1 azotu ile butil karbamoilin karbonil karbonu arasindaki bag kopar
ve benomyl; MBC ile n-BIC’a ayrigmaktadir (28).

O=C=N—Cy H9
O=¢—NH~—CyHy BIC

N
\ -
C—NH—C—OCH, <~ +
N7 i
o} H
N N\
BENOMYL C—NH—C—OCH,
% i

MBC

Benomyl, metonol iginde kaynatildigi zaman kantitatif olarak MBC ve n-BIC'a
dénusmektedir. Benomyl'in ayrismasiyla (hidrolizi) olusan diger Grun n-BIC
metanol ile Uretan tlrevi vermektedir. Bu son basamak Benomylin MBC'ye
dénlstmina hizlandirmaktadir (17).

0
I
CsHg—N=C=0+CHs OH ——» C4Hy—NH ~ C — OCHs

(Uretan Tarevi)
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Benomyl'in sulu g¢b6zeltilerdeki hidrolizi ise MBC ve N-butilkarbamikasit
vermektedir. Olugan karbamik asit ¢ok hizli olarak CO, ve btil amin vermektedir
(17).

0=(I:—NH—C‘H9

N\
C—NH —C —OCH,
N7 I
0o

BENOMY L
| H.0
H
N
@[ \C—NH—C—OCH, + ({ HOOCNHC, H,)
4 I
N o)

l

MBC cOo, + H,NC,Hy
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2.5.MBC’NIN BENLATE (BENOMYL %50) ‘DAN BASLAYARAK ELDESI

% 50 Benomyl igeren Benlate’dan yaklasik 5g alinip dibi diiz, agz: silifli 1L’k
bir balon igine konuldu. Bu karigimin Gzerine yaklagik 800 ml metanol ilave edilip
geri sogutucu altinda magnetik karigtiricili 1sitici vasitasiyla 2saat sureyle
kaynatildi. Oda sicakligina gelen karigim, adi stizgeg kadidindan 1L’lik bir beher
icine suzGllp, beherin adzi aliuminyum folyo ile kapatilarak bir gece boyunca
kristallenmeye birakildi. Ertesi giin, ¢éken Urlin, bir krozeden stiztlerek metanoll

safsizliktan ayrildi.

Elde edilen Grun, dibi diz agz silifli bir balon igine aktarilip Gzerine yaklasik
800-900 ml metanol ilave edildikten sonra geri soutucu altinda magnetik
karigtiricilt isitici vasitasiyla kaynatarak ¢6zuliip yeniden kristallenmeye birakildi.
Ertesi sabah, olugan kristaller ayri bir krozeden stiztltp kurutuldu. Urtin tartimi:
1.2g MBC.

0=C=N—C4H,
O=C—NH—C4Hy BIC

N\
C—~NH—C—OCH
@N// ! J i
o H
N N\
C—NH—C—OCH
BENOMYL @[N , ~oon

N
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MBC’NIN BENLATE (%50 BENOMYL)'TAN BASLAYARAK ELDESINDE
KULLANILAN DUZENEK

water out e———

R R L L L T,

L]
condenser —— | | !
'
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MBC’nin yapisi daha 6nce belirlenip, literatirde yeraldidi icin elementel

analiz yapiimadi.

2.5.1.IR SPEKTRUMU

MBC'nin KBr'de alinan IR spektrumuna ait frekans (cm™) bandlan asagida
verilmisgtir.

MBC (cm™): 3515 (k, NH), 3413 (k, NHCO), 3237,3336 (k, aromatik CH),
1716 (o, CO Uretan), 1637 (k, NCO, amid 1), 1602 (k, C = C), 1524
(z, amid 1l), 1500 (z, C = C), 1478 (0,CHs), 1444 (o, C= C), 1342
(k, C-H bukime)

2.5.2.NMR SPEKTRUMU

l__> (d; 7.07 ppm;.1H; j = 0.016 ppm)

N.

N\

C — NH—CO — 0CHjs

N é*) (genis, 11.48 ppm, 2H)
H

v (d; 7.04 ppm; 1H; j = 0.016 ppm)
(m; 7.34 — 7.42 ppm, 2H)

MBC'nin "NMR spektrumu DMSO - dg'te alindi.
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o et b ot s 8 T b gt 007

NS.
2637 P THZ S re1-8+-£800 . PPM

g

CONOURWN -

LEVEL

CURSOR

2617
3724
avzs
2733
3736
3741
3748
3a12
. 3817
3823
3825
3829
3834
4322
4332
4353
4360
4393
4401
4461
4474

4481 .

4545
- .4555
4573
4577
44626
4674
44684
4695
4725
4750

4758
4772

4277
47292
4807
4816
4325
4858
4883
4891
4925
5062
5064
5067
5495

. 137

~

FRERUENCY

2299.243
1485.293
1482. 2572
1478.%14
1476.414
1473.044
14469.57
1420.429
1416.9748
1413.723
1414.105
1407.875
i104.701
1041.244
1088, 235
1022.730
1017.544
923.5746
937.571
243.214
933.971%
228.826
881.822
.874.197

861.110 .

- 858.164
822.112
787.039

- ?79.222
771.5%0
749, 16%
730.855

. 725.011
714.752
711.453
699.937
688.839
482.508
675. 647
651,461
433. 200
627.385
602.5546
S501.316
492.694
498,000
182.998

NOISE =

PPM

S35
A357

‘ r
7.42i3
7. 4045
7.38%4
7.3772
7.3404
7.3430
Ty 0vEg
7.0802
7.0642

3
<=

7.05087
7.0347 -

7.0ieg
5. 2057
5.1877
5.1102

5.0842.

4.9646
4.9244
4,712%9
q.8867
4.6410
4.4082
4.3681
4. 3027
4.2880
4.1072

3.9326

3.8935
3.8554
3.7434
2.6518
2.4226
3.5714
3.5549
3.4974
3.4419
3.4103
3.37460
3.255:
3.1639
3.1248
3.0108
2.504%
2.4963

2.4883 .

2144

49

.00332 °  SENS. LEVEL = -
F2 = -161.78 HZ =~ -
INTENSITY INTEGRAL"
- 1,273
LY 6,0
5.309 . 350
3.464 0.0
z.588 512
4.499 L3768
.22 . 123
L812 095
4,794 . 357
3.717 . 208
3.944 295
3.516 .517
797 . 104
254 2028
. 240 .020
.189 016
207 L0L7
.138 .013
.147 LOLE
. 165 .020
.378 . 054
. 389 . 045
. 149 .023
.201 .026
. 241 . 04é
. 233 .042
. 187 . 009
. 160 .019
.31 . 042
. 369 . 0853
22,4983 2. 4dd
. 339 0.0
- 453 .128.
. 6657 J168
. 493 .124
.547 .161
. 694 . 189
. 743 . 136
1.393 .313
. 119.871 18.840
1.50%7 .182
1.554 . 535
. 400 . 089
4.%44
6.145
5.119
.133 . 009

- .~

.01828

-~ 8084~ PFM



2.5.3.KUTLE SPEKTRUMU

MBC'e ait kitle spektrumunda go6zlenen fragmantasyoniar asagida
6zetlenmistir.

MBC: 192 (m +1,21), 191 (m*, 100 ), 190 (m -1, 3 ), 159 ( 81 ), 146 ( 38 ),
132(40), 118 (27 ), 105 (45), 104 (17 ), 77 (14), 76 (4)

MBC’e ait genel fragmantasyon semasi agagida verilmistir.

Metil — 2 ~ benzimidazolkarbamat (MBC)

N .
N\
C — NH— CO— 0OCHs
?'/
191 m/e
(191 m/e) i
-28 -41
—» 118 m/e
-N; - CH;CN l
-45 - 41 -28
» 146 mle ——» 105 m/e —>77m/e———|
-H, -CO, - CH;3 CN N, CH -1
v
191 m/e 76 m/e
-32 - 27 -28 -28|
> —> 1599 mle ———» 132 m/e —» 104 m/e
-H, - CH;0 -HCN -CO -N;
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2.6.MBC’NiN BROMLANMASIYLA TBrMBC’NIN ELDE EDILMESI

0.286 g MBC agzi silifli 50 ml'lik bir erlen icine konuldu. Bunun Uzerine
yaklasik 10 mi Brz (Asin derecede) ilave edildikten sonra magnetik karistiricili
isttict vasitasiyla geri sogutucu altinda 1 saat slUreyle kaynatildi. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra geri sogutucu cikarilip erlen igindeki magnet alindi.
Ardindan reaksiyon Grunt ile brom fazlasini igeren reaksiyon karisimindaki brom
fazlasi, havalandirmasi ¢ok iyi bir ¢eker ocak igcinde kaynar su banyosunda,
tamam uzaklagincaya kadar uguruldu. Geride kalan Grin TBrMBC ve MBC (gok
az)'den olusan kansim 250 ml'lik bir erlen igine konulup Uzerine yaklasik 200 ml
asetonitril ilave edildikten sonra geri sogutucu altinda tamamen ¢oéziininceye
kadar kaynatildi. Ve gooch krozesinden suUzildd. Elde edilen stzintl
kristallenmeye birakildi. Olusan kristaller ayri bir gooch krozesinden stzilda. Urtn
tartimi: 0.523.

| | 3 | |
N\ Br N\
@ //C—NH—-ﬁ-—OCH, + Q.Br,_---——-:-gp //C—NH-—ﬁ—-OCH,
N o) iyl N o)
MBC TBrMBC
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MBC’NiN BROMLANDIRILMASINDA KULLANILAN DUZENEK
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2.6.1.ELEMENTEL ANALIZ

TBr MBC'nin elementel analizi sonucunda elde edilen degerler asagida

verilmigtir.

Elementel Analiz: TBr MBC C: 21.64, H:0.95, N:8.17

Br
N
Br %
C — NH—CO — OCH3 Cg H5 N3 02 BI"4 C: 21.31
Br / (506.636 g/mol) H:0.98
N .
Br | N: 8.28
H

2.6.2.IR SPEKTRUMU

TBrMBC'nin KBrde alinan IR spektrumuna ait frekans (cm™) bandlari

asagida verilmistir.
TBr MBC (cm™) : 3515 (k, NH), 3413 (k, NHCO), 1728 (o, CO uretan),
1646 (k, NCO, amid | gerilim), 1584 (k, C = C gerilim),
1543, (z, amid lI), 1450 (o, CHz'in C — H bukulme),
616, 606 (o, C — Br gerilim)
2.6.3.NMR SPEKTRUMU

TBr MBC’nin "NMR spektrumu DMSO - dg'te alindi.

Br
N (S; 3.77 ppm, 3H)
Br AN
C — NH — CO— 0CHs

Br / L_’
Br z (S; 11.71 ppm, 1H)
|—> (S; 11.63 ppm, 1H)
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B W meaagh e

RS PR N - . -..
~—~ {3 - ﬁr\q——‘\g

- e d . U
MO3268 INT2.001
MIN. INTENSITY = 181 MAXY = 25.00000 PF CONSTANT = 1.00000
INTENS. -LEVEL = . 181 NOISE = . 00489 SENS. LEVEL = . 019564
Fi= ‘j;2546.56'Hz = 12.7243 FPM F2 = -41.18 HZ = -.2058 PPM
: # CURSOR FRERUENCY FFM INTENSITY IMTEGRAL
, Iy 2558 2343.014 11,7073 2,137 &. 390

Y- 2577 2328.700 11.83587 1.751¢ 5.526

3 4683 780.341 3.8991 Rl v L2158

4 4714 757.140 3.782>2 i8. 184 0.0

5 4716 755,807 - TLUTES - iR.S0m 17.512

& 4749 731.8477 5.8545 - 254 . 086

7 4808 488,222 3.4388 . . 437 : . 244 .

8 4818 4£80.834 3.401% . 556 0.0

o 4541 684.055 3.3181 23,304 23.267

10 48462 648, 264 3.2397 17.755 15.547

11 4895 624.172. ~ 3.1188 . 248 . 134 3

12 5062 501.262 2.504¢ 7. 680

13 5064 499,709 2.4949 9.700

14 5047 493,051 2.4886 921 .

15 5204 3964.791 1.98264 . 304 . 057

16 5397 255.146 1.2749 . 230 : . 136

Ty,

58



2.6.4.KUTLE SPEKTRUMU

Tetrabromometil — 2 — benzimidazol karbamat (TBr MBC)

Br
N

Br —~~ \\
l C —NH —CO— 0OCHa

Br\ N/

Br ‘

(507 m/e)

TBrMBC'e ait kitle spektrumunda gdzienen fragmantasyoniar agagida
dzetlenmistir. ‘

TBr MBC: 509 ( 76 ), 507 ( 100 ), 477 ( 59 ), 475 ( 84),
448 (18), 447 (9), 368 (18 ), 367 (14),
288 (5),287(2),261(12),260(4), 181 (6),

180(2), 101 (16)

Yukarda verilen genel pargalanma m/e'lerini ve TBrMBC'nin bromun
izotoplarindan ileri gelen pik yoguniugunu dikkate alarak, sentezienen TBrMBC'nin
parcalanma yollar asagidaki gibi ézetlenebilir. Bromun 79 ve 81 atom agirlikh
izotoplari dogada yaklagik ayni goklukta (% 50.54 ve % 49.46) bulunmaktadir.
%100 piki olan 507 m/e, Brun atom agirlik ortalamas) 80'e gore hesaplanan
molekll agirligina aittir.
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2.7. MBC VE TBrMBC’NIN DEGiSIK ¢6zUcU SiSTEMLERINi KULLANARAK
ELDE EDILEN TLC KROMATOGRAMLARI ~ 1
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2.7.MBC VE TBrMBC’NiN DEGISIK ¢6zUcU SISTEMLERINI KULLANARAK
ELDE EDILEN TLC KROMATOGRAMLARI - 2
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2.8.TBrMBC’nin ANALiZINDE OPTIMUM KOSULLARIN BELIRLENMESI

2.8.1.AKIS HIZI: Akis hizini belirleyen en onemli faktérlerden biri,
kromatografik ayirmada, dolayisiyla MBC ve TBr MBC'nin piklerinin ayriimasinda,
dogru bir analizi saglayacak sekilde, piklerin birbirlerinden ayriimasidir. Mobil faz
akigl hizt arttinldiginda MBC ve TBr MBC pikleri birbirlerine yaklagmakta ve belli
bir akis hizinda kromatografik pikler birbiriyle kesismekte hatta yliksek hizlarda
pikler tek bir madde piki gibi gériinmektedir K-1. Diger taraftan, mobil faz akis hizi
dusuralduginde gozle géralar bir bicimde madde piklerinin (MBC ve TBrMBC)
aynldi§i gézlenmistir. K-2. Ancak bilindigi gibi dastk akis hizlar, pik genisligini
artirdigindan, konsantrasyon belirlenmesinde ve retensiyon zamaninda sapmalara

neden olmaktadir.

Akis hizini belirleyen bir diger faktér de kolon basincidir. Akis hizi arttikga
kolon basinci artmakta akis hizi dustrtlduginde ise kolon basinci dugmektedir.
Yuksek basinglar kolona ve cihaza zarar verdiginden bu hizlarda calismak
mumkin olamamaktadir. Kolon basincini etkileyen dolayisiyla akis hizini
belirleyen en énemli faktér mobil faz bilesimidir. MBC ve TBrMBC’nin analizinde
kullanilan mobil faz H20 (ml) / Asetonitril (ml) orani arttikca sabit bir akig hizinda,
basing énemli dlglide artmaktadir. Tersine bu oran kuguldikge ayni akis hizinda
basing da dusmektedir. Yani mobil faz bilesimi asetonitrii bakimindan
zenginlestikce basing dusmekte, buna karsilik H,O orani arttikga da basing
yOkselmektedir K-3,4. Mobil faz iginde veya analizlenen madde iginde
¢dzinmeden kalan madde veya safsizliklar ya da analizlenecek maddenin mobil
fazdaki ¢6zUnarlGgunun azalmasindan (Mobil faz bilesenlerinin oraninin degismesi
sonucu) dolayi kolon igindeki dolgu maddesin gézenekleri zamanla tikanmaktadir.
Bunun sonucu kolon basinci yiUkseldiginden akis hizinin dtgtrilmesi zorunlulugu
ortaya c¢ikmaktadir. Kolon tikanmasinin neden oldugu basing ylkselmelerini
énlemek igin ayni mobil faz ile ters yikama yapilmaktadir. Eger bu da yetmiyorsa
kolon dolgu maddesinin &zelligine gére daha etkili bir yikama yapilmaktadir.

Yukarida sézl edilen kriterler gézénine alindiginda yapilan denemeler
sonucu en uygun akis hizinin 0.4ml/dk. ile 0.5ml/dk. arasinda oldugu tespit
edilmistir.
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2.8.2.CALISMA DALGA BOYU: Calisma dalgaboyunun belirlenmesi, MBC
ve TBrMBC'nin UV spektrumunun alinmasiyla yapilmistir. Bu ¢alismada MBC ve
TBrMBC'nin 250 ve 300 nm arasindaki absorpsiyon piklerini belirlemek Gzere
degisen konsantrasyonlarda seyreltik c¢oézeltileri hazirlandi. Bu ¢6zeltiler
hazirlanirken, mobil faz bilegenlerinden biri Asetonitril oldugundan ¢6zuclu olarak
asetonitril kullaniidi. Hazirlanan ¢ézeltilerin UV spektrumu alindiktan sonra (250-
300) nm araliginda TBrMBC'ye ait 3 tane temel pik oldugu gérildi. Bunlar; 265
nm, 293 nm ve 305 nm’deki absorpsiyon pikleridir. Bu piklerden absorpsiyon
siddeti en ylksek (fazla) olan 265 nm deki piktir. Bu pik, ayni zamanda MBC nin
280 ve 286 nm'de absorpsiyon siddetleri birbirine yakin ikiz piklerinden 280
nm’'dekiyle kesismektedir. Diger taraftan TBrMBC, 250 nm'nin altinda, 226 nm’'de
bir pik daha vermektedir. Ancak bu dalgaboyunda TBrMBC ile birlikte MBC’nin
yaninda mobil fazdan kaynaklanan piklerin sayisinda bir artis gérilebileceginden
dolay! bu dalgaboyunda ¢alismanin uygun olamayacag! kanaatine varildi.

T f [ ¥ X 1
- ARV O 2
—_ PJ_ " — g — b _ I
I S [ FEAS, « S 3 — L
O RO N ROV - S U SO U S
2 ;3 |
e~ | = ‘ S S S ~—% ”F{l —lo o= N
e ol e —i——t
JUNS NS N I L — | et ]
ﬁ_ ] — _t . iy I A1
] i 3 I+ I3l
[ I
e N LT Y I AN e Ty S
r—r—1| — : I 1 e e S e
JREPRR S R o R S, :
1 0 ! = T
t = 3
T ™ [ ) =
| if'—-: i : - ,:J o
: prmt e e e -
Ffe ey - . e
+ I 5 T [
i T : B
== B e e e e = T e s i e o i
}__ S ' s = * e e S SRS T
U S - SO S RO B sy o -
R . O T S 1 O < S
P N e T O 11
o K N T = =4
i [ A d 4L
o T =X -
- e S - R
L - AN : B
. i NI S agl |
! A
[ P> M
- - -t E
—_— = 1
! = L
: 2 I 3T
- : oy - T — ~3 —
f ] : L =
— —! : J —
- _——
1 b o
, - I3 =]
,, ] 1 a P
o i g
E' = =
[ =1 -~
I = =
; prs: 4
; 3 o
;
) - A =3
R =
oo =
= «
O ] =

69



(

-Cr —C -

.

( -

oo (-

t i (= = —

11 [ ]
EERNRRRRANANE _
m.b_ﬂmmn. FtL AT ST T R IR 1
L_m_m & = HEE TR .
.m.uIr__.w‘..m,_..ﬂ...“., 1 SEEED _m;f i A T
2 RHEET .
e L ey o ST L =
AT L A E = H [ i
= Hig e
; 4R, 8
A O
| _ 3l
!
! 3]
H 3 o
T T | b
i Pl i Ta |
Ll £
i Co |
i . 1 CLJS
| @ L9
| N
SN
LU san .0
_ 1 .\.\\\l\.lll‘\l\\\\ )
e | | L T
ST S
T I By
7 — e
m T e U B e
m et
- Lo
= _ : SEE, B
1 N ! 3 4 ..l
e 188,18
Lo - o
RN
T
— ‘
g

} CHART 200-91

@ SHIMADZU CORPORATION
O O O O

O O G GO

[.

[

70



%

N HERRN |
Tt Ty e o T e g e Ru
IEEIREEY: EJ il Ir_..: ;rr..
i : A . -
HR S 1 e _ =3t
7 AARTA e
SENCE T SFPE ST T
] - i
_ £ M_M__.. m ﬁm _ j
THMFLEETS TR T FTHERA i
™y 4 CRX] 3
T A 1 5 &
iy
fv e uW
o _.M _
2 in e _l
oV
oa [ (8
g M N
HE< |-
T
e I
. B
S

T

[y

e}

2

SN

D

i

- CHART 200-91522

t

J

RATION

—D TN

71



2.8.3.MOBIL FAZ: Mobil faz secimi yapilirken asetonitril — su ve metanol —
su sistemleri ile denemeler yapildi. Bu iki sistemden en uygun olaninin asetonitril —
su (60: 40) oldugu bulundu. Metanol — su sisteminde MBC piki ile ¢akisan veya
onu 6rten solvent pikleri (hayalet pikler) nedeniyle metanol’den vazgegildi. Zira bu
piklerin retensiyon zamanlari TBrMBC ile farkli olmasina ragmen MBC’ninkine ¢ok
yakin oldugundan konsantrasyon tayininde énemli hatalara neden olmaktadir K-5.
Buna karsihik metanol — su sistemi yerine asetonitril —~ su sistemi kullanildiinda,
metanolden kaynaklanan solvent pikleri yerine bu defa asetonitrilden gelen pikler
solvent piki olarak ortaya c¢ikmaktadir. Ancak bunlar MBC piki ile birarada
olmasina ragmen, MBC piki bu piklerin ortasinda ve yeterince ayriimis durumdadir
K-6. Bu nedenle MBC ve TBrMBC’nin yanyana tayininde asetonitril — su sistemi
uygun bir mobil faz olarak kullaniimistir.

TBrMBC’nin kromatografik piki solvent piklerinden sonra ortaya ¢ikmaktadir.
Bu ytzden TBrMBC'nin konsantrasyon tayininde herhangi bir problemle
kargilagiimamigtir K-7. Bununla birlikte, cok diustik MBC konsantrasyonlarini tayin
ederken dedektér hassasiyeti artirildiginda solvent piklerinin neden oldugu base-
line dalgalanmasi &nemli hale gelmektedir, Bu da MBC nin dustk

konsantrasyonlarini belirlemede hatalara yolagmaktadir. K-8.

2.8.4.ANALITIK KOLON: MBC ve TBrMBC nin kromatografik ayrilmasinda
ve konsantrasyon tayinlerinde Hypersil BDS C-18, 125 x 3 mm, HP kolonu
kullanildi.
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2.9.METOD

29.1.KOLON ONCESI TUREVLENDIRME YONTEMIYLE MBC'NIN
(BENOMYL’IN HIDROLiZ URUNU) TERS - FAZ KOLON KULLANARAK
HPLC’DE TAYiNi

TBrMBC Stok Gdzeltisinin Hazirlanmasi

MBC’nin bromlanmasiyla elde edilen ve asetonitrilde ¢6zUlUp kristallendirilen
TBrMBC suziltp kurutulduktan sonra 10 mg tartildi. Bu tartim 100 mllik
kalibrasyonlu balonjoje igine konulduktan sonra Gzerine yaklagik 50 ml asetonitril
ilave edilip bir isitict Uzerinde kaynatarak ¢6zlldld. Ardindan bu ¢bzelti Gzerine
yaklagik 50 ml daha asetonitril ilave edilip sogumaya birakildi. Daha sonra
balonjoje hacmi asetonitril ile 100 ml'e tamamlanip iyice karistirildi. Elde edilen

¢cozeltinin konsantrasyonu 100 ppm (mg/L) ‘dir.

MBC Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Benomyl'in geri sogutucu altinda, metanolde 2 saat slreyle kaynatarak
hidrolizlenip stztlmesiyle elde edilen kristaller stiztllUp kurutuldu. Elde edilen Grin
yeniden kristallendirilip, sUzUlGp kurutulduktan sonra 10 mg tartildi. Bu tartim,
kantitatif olarak 100 ml'lik balonjoje igine konulup Uzerine yaklagik 50 ml asetonitril
ilave edildikten sonra bir 1siticida kaynatarak ¢6ztldu. Balonjoje tizerine yaklasik
50 ml daha asetonitril ilave edilerek sogumaya birakildi. Bu iglemin ardindan son
hacim 100 ml'e tamamilandi.
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2.9.2. KALIBRASYON EGRISINDEN TBrMBC’NiN TEPKI FAKTOR’UNUN
BELIRLENMESI

Daha énceden hazirlanan 100 ppm’lik TBrMBC stok g¢dzeltisinden 10 ml
alinip son hacim asetonitril ile 100 ml'e tamamland. Yeni hazirlanan bu gézeltinin
konsantrasyonu 10 ppm'dir. Brs MBC’nin 10 ppm'lik g¢ézeltisinden, 25'er ml'lik 5
adet balonjoje icine sirasiyla; 0.25 ml, 1.25 ml, 2.50 ml, 7.50 ml, 12.50 ml ve 25.00
ml'lik hacimler konulduktan sonra asetonitril ile 25 ml'e tamamlandi.

Standartlarin hazirlanmasinda kullanilan balonjojeler 5 ml'lik bir pipet ile
kalibre edildi. Standartlarin hazirlanmasinda, 10 ppm’lik TBrMBC hacimleri

balonjojelere konulurken strekli ayni 2 ml'lik pipet kullanildi.

Hazirlanan standart TBrMBC c¢ozeltileri HPLC'ye otomatik olarak enjekte
edilerek kromatografik analize tabi tutuldu. Analiz sonucunda elde edilen
kromatogramda yetersiz ayrilma, base-line kaymasi, retensiyon zamaninda ani ve
yuksek degisiklikler vb. durumlarda kromatografik analiz tekrarlandi. TBrMBC'nin
0.10, 0.50, 1.00, 3.00, 5.00 ve 10.00 ppm’lik standart gozeltilerinin kromatografik
analizinden elde edilen sonuglar Tablo-llI'te verildi. TBriMIBC'nin standart
cézeltilerinin HPLC’de yapilan kromatografik analizi asagida verilen kogullarda
yapildi.

Mobil Faz Bilegimi : 60 : 40 - ACN : Su
Mobil Faz Akis Hizt : 0.5 mi / dk.

Kolon Basinci : 154 — 156 bar

Kolon Sicakligi : 20°C

Enjeksiyon Hacmi : 25 ul

TBrMBC'nin 6 degisik konsantrasyondaki standartlarinin 3 tekrarh
kromatografik analizi sonucunda 18 tane alan degeri elde edildi. Standartlarin ayri
ayri konsantrasyonlarinin, kargilik olan alan degderlerine bélinmesiyle 18 tane
konst. / alan degeri elde edildi. Bu degerlerin toplanip 18'e bélunmesiyle
TBrMBC'nin tepki faktéru elde edildi.
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Tepki Faktéra = 22227

Tepki Faktord (R.F.) = 0.013098 ppm / mAUxS
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TABLO il - TBrMBC’NiN STANDART GOZELTILERININ KROMATOGRAMLARINA AiT DENEYSEL VERILERDEN

ELDE EDILEN TEPKi FAKTORU DEGERLERI

Tepki Faktorii:

Standart Eklenen Eklenen TBrvIBC TBrMBC TBrMBC TBrMBC
TBrviBC 10 ppm TBrMBC ACN Hacmi | Standartlarinin Standartlarinin Standartlarinin Standartlarnin
Gozeltileri (No) Hacmi (ml) (mi) Konst. (ppm) Ref. Zamani (dk.) | Alanlan (mAU x S) | (ppm/alan) Degerleri

5.204 7.7 0.012987

1 0.25 24.75 0.10 5.234 7.6 0.013156
5.229 7.3 0.013699

5.238 37.9 0.013193

2 1.25 23.75 0.50 5.242 383 0.013055
5.250 38.0 0.013158

5.251 76.6 0.013055

3 2.50 22.50 1.00 5.249 76.4 0.013089
5.256 76.0 0.013158

5.250 233.2 0.012864

4 7.50 17.50 3.00 5.248 232.2 0.012920
5.258 234.4 0.012799

5.262 385.3 0.012977

5 12.50 12.50 5.00 5.260 389.6 0.012834
5.271 392.7 0.012732

5.269 748.9 0.013353

6 25.00 0.000 10.00 5.271 741.9 0.013479
5.155 754.3 0.013257

Toplam : 0.235765

Tepki Faktorii: 0.235765

18
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N1 - N2 - N3 —
P(x;-x1) (X —x2)T + (X —X3)" +
‘ k=1

S _ L=l j=l
Birlesli — N, + N, +N; + -N,
l 2 3 .......................

Burada; N, takim 1'in veri sayisi, Np, takim 2'nin veri sayisi, N3, takim 3'0n
veri sayisi vb. dir. N; terimi birlestirilen veri takimlarinin sayisidir.

0.09+0.09+0.19+2.43
Sgirlesik = 54

2.8

SBirlegik = ry

Sgirlegik =Vv0.35

SBirIe§ik = 0.6 mAUXS

IC’WX:; e B
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2.9.3.STANDART TBrMBC COZELTILERININ KROMATOGRAFIK
ANALIZINDEN ELDE EDILEN ALAN DEGERLERIYLE KALIBRASYON

GRAFIGININ HAZIRLANMASI

EN KUCUK KARELER YONTEMI

TABLO VI - MBC’NIN BROMLAMA URUNU TBrMBC’NiN TAYINi iCIN

KROMATOGRAFIK METODUN KALIBRASYON VERILERI

Standart Standart Standart Standart Standart Standart
TBrMBC TBrviBC TBrMBC Alanlari TBrVIBC TBrMBC TBrMBC’nin
Gozeltileri | Konst. (ppm) (3 dlgiim ort.) Konst.’nun | Alanlan {ort.) Konst. x Alan
{(No) (Xi) ) Karesi (X;?) Karesi (y%) Degerleri (X; x Y;)
1 0.10 7.5 0.01 56.25 0.75
2 0.50 38.1 0.25 1451.61 19.05
3 1.00 76.3 1.00 5821.69 76.30
4 3.00 233.3 9.00 54428.89 699.90
Toplam 4.60 355.2 10.26 61758.44 796.00

S = Zx7- (Zx)2/N=10.26 — (4.60)?/ 4 = 4.97 = Sy
Sy = Z ¥ - (Zyi)*/ N = 61758.44 — (355.2)?/ 4 = 30216.68 = Sy,

Sxy = Z Xiyi - Zxi Zy; / N = 796.00 — 4.60 x 355.2/ 4 = 387.52 = Sy
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1-TBrMBC’nin alan-konsantrasyon grafiginin egimi

m = Syy/ Sxx=387.52/4.97 =77.97

2-Kesim noktasi, b;

R VI ) i
N N

— 460 ~ 3552

X=— ’ y:-—
4 4

x=1.15 y =888

b= y—mx

b=88.8-77.97x1.15
b=-0.8655

y =77.97 x—0.8655

3-Regresyonla ilgili standart sapma, Sr

S
Sy =42

~m?S \/30216.68—(77.97)2)(4.97
N-2 4-2

S, =4/1.2275635 S, =11
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4-Egimin Standart Sapmasi

S, +S2/S,,
S (1.D2 /497

5-Kesim Noktasinin Standart Sapmasi

S, =S, ! >
N-(Zx,)* /2x,

Sb = 05 12
4—(4.60)°/10.26
Sp = 0.5x0.7183986

Sb =03
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2.9.4.MBC’'NIN KOLON ONCESi TUREVLENDIRME (BROMLANDIRMA)
SONRAS! KROMATOGRAFIK ANALiZ YONTEMI (. = 265 nm) ILE DIREKT
KROMATOGRAFIK ANAL{Z YONTEMININ (A = 286 nm) KARSILAS-TIRILMASI

2 ppm MBC ve 2 ppm TBrMBC igeren bir standart ¢zelti hazirlanarak,
dedektér dalga boyu 265 nm, mobil faz bilegimi 60 : 40 — AcCN: su, akis hizi 0.4
mi/dk. kolon basinci 226 — 231 bar ve kolon sicakhgi 20°C olan sartlarda 3 tekrarli
kromatografik analize tabi tutuldu. Analiz sonucunda MBC ve TBrMBC'nin pik
alanlan sirasiyla ortalama olarak 188.56 mAUxS ve 200.40 mAUxS olarak
bulundu (K - 9,10,11). Bu islemden sonra dedekttér dalga boyu A = 286 nm'ye
ayarlanip, ayni sartlarda 3 ppm konsantrasyonundaki MBC'nin analizi sonucunda
elde edilen pik, 420.44 (mAUxS) olan bir alan degeri verdi (K-12). MBC’nin
absorbans — konsantrasyon grafiginin lineer oldugu bir konsantrasyon araliginda

bulunan 2 ppm MBC icin alan degeri, A = —§—x420.44 = 280 mAUxS'dir.

Oysa 2 ppm MBC'nin bromlandiriimasiyla ortalama %98 déntugtim verimi ile
elde edilen TBrMBC’nin konsantrasyonu,

507 89 -
CtemvBe = mx 2 XW =4.725ppm' dir.

4.725 ppm konsantrasyonundaki TBrMBC, dedektér dalga boyu 265 nm
olmak Gzere, ayni kosullarda analizlendiginde verecegi alan degeri,

A= 4'—-;2—5—x200.40 = 473.4(mAUxS)'tar.

Gortldagu gibi 2 ppm MBC’nin bromlandiriimasiyla elde edilen turevin
A = 265 nm'de verdigi pikin alan degerinin (473.4 mAUxS), MBC'nin direkt olarak
286 nm’de yapllan analizinden elde edilen alan degerine (280 mAUxS) orani
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MBC’nin (2ppm) kolon 6ncesi bromlandiriimasiyla A = 265 nm’deki 473.4
kromatografik analizinden elde edilen alan degeri (MAUXS)

= —— =17

MBC'nin (2ppm) A = 286 nm’'deki kromatografik analizinden
elde edilen alan degeri (MAUxXS) 280

degerini vermigtir.

Bu sonug, MBC’nin bromlandinimasiyla elde edilen Griintin, dedektér dalga
boyu 265 nm’'de dider sartlar aynt olmak kosuluyla, yapilan analizinin, 286 nm’'de
direkt olarak tayininden 1.7 kat daha duyarl oldugunu géstermistir.
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Hypersil BDS C-18 ,125* 3 mm , HP
VWD1 A, Wavelength=265 nm (MBC\MBC.D)
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Hypersil BDS C-18 ,125* 3 mm , HP

VWD1A, Wavelength=265 nm (MBCWMBC.D)
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Hypersil BDS C-18 ,125* 3 mm , HP

VWD1A, Wavelength=265 am (MBCWBC.D)
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VWD1 A, Wavelength=286 nm (MBC\22698000.D) | .=
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2.9.5.BROMLAMA YONTEMIYLE MBC’NIN HPLC’DE TAYiNi
DENEY GRUPLARI -, II, lll VE IV

Asetonitrilde ¢dzUlerek hazirlanmig 100 ppm MBC stok ¢ézeltisinden 0.25 mli,
0.50 ml, 1.00 ml ve 2.00 ml'lik hacimler alinip 50 ml'lik balonjojeler igine konuldu.
Daha sonra tzerlerine Br; ¢ézeltisi ilave edilerek balonjojeler kaynar su banyosuna
konuldu. Reaksiyon karigimi, balonjoje kapaklari agik bir sekilde, havalandirmasi
iyi bir ceker ocak igcinde, 30 dk sureyle kaynatildi. Kalan Br, fazlasini
uzaklastirmak igin bir stre daha kaynatildi. Ardindan, balonjojeler igindeki Grin
karisimini ¢ézmek i¢in Uzerlerine 30’ar ml asetonitril ilave edilip kaynar su
banyosunda kaynatildi. Sogutulan reaksiyon karisimlarinin hacmi asetonitril ile 50
ml’e tamamiandi.
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TABLO VII - DENEY GRUBU I'iN KROMATOGRAFIK ALAN DEGERLERINDEN ELDE
EDILEN YUzDE DONUSUM VERIMLERI

Ornek MBC (ml) | Ret. Time Alan Teorik TBrMBC Deneysel %
(No) 100ppm | TBMBC | TBMBC | Konst. (ppm) | EnMBC Konst.| Donistm
2 Verimi
+
2ml Br; (dk.) {(m AU x S) Hesaplanan (ppm) Olgiilen
1 0.25 5.232 81.5 1.33 1.00 75.2
2 0.50 5.254 136.8 2.65 1.68 63.4
3 1.00 5.248 264.6 5.31 3.25 61.2
4 2.00 5.254 376.3 10.62 4.62 43.5

Vson = 50 ml (ACN ile tamamlandi)

Mobil Faz Bilegimi : 60 : 40 - ACN: Su (V/V)

Mobil Faz Akis Hizi : 0.5 ml / dk.

Koion Basinci ; 154 bar

Kolon Sicakhidi : 20°C

Tepki Faktérl (R.F.) : 0.0122699 ppm / alan

Enj. Hacmi : 25 ul

Not: Bu denemelerde, ilave edilen MBC ¢ozeltilerinin ¢ozcusi ACN

ugurulduktan sonra balonjojelere 2'er ml Br, ilave edildi. Geri sogutma ve surekli

karigtirma yapilmadi. Reaksiyonlar kaynar su banyosunda ve geker ocak icinde

yapildi. Reaksiyon suresi 30 dk'dir.
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Hypersil BDS C-18 ,125* 3 mm , HP
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Hypersil BDS C-18 ,125* 3 mm , HP

VWOT A, Wavelength=265 nm (KORUYUCU20.D)
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TABLO VIl — DENEY GRUBU I'NIN KROMATOGRAFIK ALAN DEGERLERINDEN
ELDE EDILEN YUzDE DONUSUM VERIMLERI

Ornek MBC (ml) Ret. Time Alan Teorik TBriViBC Deneysel %
(No) 100 ppm | TBIMBC | BryMBC | Konst.(ppm) | BrMBC Konst.| Donlstm
+ (ppm) Olgilen |  Vermi
2ml Br; (dk.) (m AU x S) Hesaplanan
1 0.25 5.198 10.9 1.33 0.14 10.5
2 0.50 5.200 168.6 2.65 2.22 83.7
3 1.00 5.213 202.3 5.31 2.66 50.1
4 2.00 5.220 284.5 10.62 3.74 35.2

Vson = 50 ml (ACN ile tamamlandi)

Mobil Faz Bilesimi: 60 : 40 - ACN : Su (V/V)
Mobil Faz Akis Hizi : 0.5 ml / dk.

Kolon Basinci : 155 bar

Kolon Sicaklidi : 20°C

Tepki Faktéra (R.F.) : 0.0131578 ppm / alan

Enj. Hacmi : 25 pul

Not: Bu grupta balonjojelere konulan MBC ¢dzeltilerinin hacmi asetonitril ile
10 ml'e tamamlanip Gzerlerine 2’er ml Br; ilave edildi. Geri sogutma ve sirekli
karistirma (magnetik karigstrma vb.) yapimadi. Reaksiyonlar kaynar su
banyosunda ve iyi havalandirmall ¢geker ocak iginde yapildi. Reaksiyon siiresi 30
dk'dir.
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Hypersil BDS C-18 ,125* 3 mm , HP

~~WD1 A, Wavelength=265 nm (KORUYUGU\20.D)
mAU ] 3 =0 ’
3 &
2‘5_4
2 -
154
1 -
0.5
0f———
o

Hypersil BDS C-18 ,125* 3 mm , HP
VWD1 A, Wavelength=-265 nm (KORU_Yﬁcu\zO.D)

2 Area: 16.7126

0.952

100



Hypersil BDS C-18 ,125* 3 nm , HpP

VWD1 A, Wavelength=265 nm (KORUYUCU\20.D)

-

T ~r v T T | I —

1 2 4 8 8 mil
Hypersil BDS C~1B ,125+ 3 mm ,

VWD1 A, Wavelength=265 nm (KOW

malu ]
Area.296.123
16 ;
- : —
8 m

101




TABLO IX — DENEY GRUBU IIF'UN KROMATOGRAFIK ALAN DEGERLERINDEN

ELDE EDILEN YUzZDE DONUSUM VERIMLERI

Ornek MBC {ml) Ret. Time Alan “Teorik TBrMBC Deneysel %
(No) 100 ppm | TBIMBC | TBIMBC | Konst.(ppm) | orvBC Konst.| Dontstim
+ (ppm) Olgiilen | Vermi
10 ml Br, (dk.) (m AU x S) Hesaplanan
1 0.25 5.698 71.2 1.33 0.94 70.7
2 0.50 5.698 1371 2.65 1.80 67.9
3 1.00 5.705 2497 5.31 3.28 61.8
4 2.00 5.718 509.6 10.62 6.70 63.1

Vson = 50 ml (ACN ile tamamlandi)

Mobil Faz Bilegimi: 60 : 40— ACN: Su (V/V)

Mobil Faz Akig Hizi: 0.5 ml / dk.

Kolon Basinci : 228 bar

Kolon Sicakhg : 20°C

Tepki Faktord (R.F.) : 0.0131578 ppm / alan

Enj. Hacmi : 25 pl

Not: Grup lIl'te, balonjojelere konulan MBC c¢ozeltilerinin ¢dztictisii (ACN)
ugurulup Gzerlerine 10'ar ml Brz ilave edildi. Geri sogutma ve sUrekli karistirma
(magnetik karigtirma vb.) yapilmadi. Ancak reaksiyon slresince balonjojeler el ile
calkalandi. Reaksiyon kaynar su banyosunda ve geker ocak iginde yapildi.
Reaksiyon stresi 30 dk.'dir.
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TABLO X — DENEY GRUBU IV'UN KROMATOGRAFiIK ALAN DEGERLERINDEN
ELDE EDILEN YUzDE DONUSUM VERIMLERI

Ornek MBC (ml) Ret. Time Alan Teorik TBrMBC Deneysel %
(No) 100 ppm | TBAMBC | TBMBC | Konst. (ppm) | BrMBC Konst.) Doniistm
+ (ppm) Olgitlen |  Verimi
5ml Br, (dk.) (m AU x S) Hesaplanan
1 0.25 5.718 72.5 1.33 0.95 71.4
2 0.50 5.719 80.1 2.65 1.05 39.6
3 1.00 5.722 148.0 5.31 1.95 36.7
4 2.00 5.726 71.0 10.62 0.93 8.8

buharlastirildiktan sonra Uzerlerine 5'er ml Brp

Vson = 50 ml (ACN ile ¢6zuldi)

Mobil Faz Bilesimi : 60 : 40— ACN : Su (V/V)

Mobil Faz Akig Hizi : 0.5 ml / dk.

Kolon Basinci : 225 bar

Kolon Sicakligi : 20°C

Tepki Faktéra (R.F.) : 0.0131578 ppm / alan

Enj. Hacmi : 25 pl

Not: Bu grupta, balonjojeler icine konulan MBC c¢ézeltilerinin ¢bzicusi

ilave edildi. Geri sogutma ve

mekanik karigtirma (magnetik karistirma vb.) yapiimadi. Reaksiyonlar kaynar su

banyosunda ve ¢eker ocak iginde yapildi. Br; ile kaynatma stresi 30 dk.'dIr.
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Hypersil BDS C-18 ,125% 3 mm , HP
P YRS N T A, Wavelorgih=285 nin (WECWEC.D)
mAU E

H
{
|
|
g

N w >
PRV Ty | I sl o e s L
1.147
,_________,___,?1247
—
- 2.088
> 2414

O~
.-
4
(X
1
“
:
res
1
en
o
4
g
1

Hypersil BDS C-18 ,125* 3

£-18 ,1 3mm , HKP

VW01 A, Wavelength=265 nm (MBCWIEG.D)

mAU
16 - %

5.726

a: 70.9106

4.160

N -
fe-
-]

-]

£

107



DENEY GRUPLARI -V ve VI

10 mg MBC 100 mllik balonjoje iginde yaklasik 50 ml ACN ilavesiyle
kaynatarak géiﬁldi]. Ardindan, ACN ile hacim 100 ml'e tamamlandi. Yeni
hazirlanan bu MBC stok g¢ozeltisinden daha 6nce oldugu gibi 0.25 ml, 0.50 ml,
1.00 ml ve 2.00 ml'lik hacimler alinip agdz: silifli 50’er ml'lik erlenler igine konuldu.
Bu erlenler, MBC'nin ¢6ziicisti ACN'yi buharlagtirmak tzere 100°C’lik kaynar su
banyosuna yerlestirildi. Erlenler igcindeki ACN'nin tamami buharlagtinidiktan sonra
su banyosundan ¢ikarilip reaksiyondan hemen énce 5'er ml brom ilave edildi.
Erlenler icindeki MBC+ Br, kansimi sirayla bir geri sojutucu altinda magnetik
kanstincili isitici  vasitasiyla 45 dk. slreyle kaynatildi. Kaynatma iglemi
havalandirmasi iyi olan bir ¢eker ocak iginde yapildi. Bromlama reaksiyonunun
ardindan, brom fazlasi ugurulmak {zere erlenler 100°C’lik kaynar su banyosuna
konulup havalandirmas! iyi bir ¢eker ocak iginde kaynatiidi. Buhar halinde,
uzaklastinimadan kalan erlenler igindeki Bry, bir pipet’ vasitasiyla ufleyerek
tamamen uzaklastirildi. Daha sonra erlenler igine yaklagik 20’er mi (Deney Grubu
VI'da) 10 ml ACN ilave edilip, bir isitici (izerinde kaynatildiktan sonra 20’er (Deney
Grubu VI'da) 25 ml balonjojeler igine ayrt ayn transfer edildi. Kantitatif bir transferi
saglamak icin erlenler igine yeniden 5er mllik ACN ilave edilerek, calkalanip
balonjojeler tzerine ayr ayn ilave edildi. Ardindan, balonjojeler tamamen oda
sicakhdina gelince ACN ile son hacimleri 50 ml'e tamamlandi. Analize hazir hale
gelen ornekler, TBrMBC konsantrasyonlari belirlenmek (zere otomatik olarak
HPLC'ye enjekte edildi. Analiz sonuglari D.G - V ve D.G - VI tablolarda verilmistir.
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TABLO XI - DENEY GRUBU V'IN KROMATOGRAFIK ALAN DEGERLERINDEN ELDE
EDILEN YUZDE DONUSUM VERIMLERI

Ornek MBC (ml) | Ret. Time Alan Teorik TBrMBC Deneysel %
(No) | 100ppm | TBrMBC | TBMBC | Konst.(ppm) | orMBC Konst.) DSnisim
+ (ppm) Olgiilen Verimi
S§ml Br; (dk.) (m AU x S) Hesaplanan
1 0.25 7.313 98.2 1.33 1.29 97.0
2 0.50 7.304 182.2 2.65 2.40 90.6
3 1.00 7.308 3514 5.31 462 87.0
4 2.00 7.308 753.2 10.62 9.91 93.3

Vson = 50 ml (ACN ile tamamlandi)

Mobil Faz Bilegimi : 60 : 40 —ACN : Su (V/V)

Mobil Faz Akis Hizi : 0.4 mi / dk.

Kolon Basinci : 248 — 250 bar

Kolon Sicakligr : 20°C

Tepki Faktéra (R.F.) : 0.0131578 ppm / alan

Enj. Hacmi : 25 pl
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TABLO XIl - DENEY GRUBU I'iN KROMATOGRAFIK ALAN DEGERLERINDEN

ELDE EDILEN YUzZDE DONUSUM VERIMLERI

Ornek MBC (ml) Ret. Time Alan Teorik TBrMBC Deneysel %
(No) 100ppm | TBIMBC | TBMMBC | Konst. (ppm) | E'MBC Konst.| Doniistm
52ml Br. k) | (MAUxS)| Hesapl (ppm) Oiguten | Vo™
2 . planan
7183 183.1 2.4 909
1 0.25 7.195 184.1 265 2.42 91.3
7.219 376.3 4.95 932
2 0.50 7.218 371.9 5.31 4.89 92.1
7.275 372.2 4.90 02.3
7310 7148 9.40 885
3 1.00 7.338 704.2 10.62 9.26 87.2
7.379 700.8 0.34 87.9
7436 14174 18.64 878
7.436 1401.1 18.43 86.8
4 2.00 21.24
7.451 1406.4 18.50 87.1
7.441 1415.3 18.62 87.7

Vson = 25 ml (ACN ile tamamlandi)

Mobil Faz Bilegimi : 60 : 40 — ACN : Su

Mobil Faz Akis Hizi : 0.4 ml / dk.

Kolon Basinci ; 239 — 283 bar

Kolon Sicakh@ : 20°C

Tepki Faktérti (R.F.) : 0.0131575 ppm / alan

Enj. Hacmi : 25 ul
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Hypersil BDS C-18 ,125* 3 mm’, HP
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2.9.6.DENEY GRUBU VFPNIN OLCULEN KONSANTRASYON (ppm)
DEGERLERININ BIRLESIK STANDART SAPMASI

0.0001+0.0021+0.0099 + 0.0299
SBirlesik = 5 a

0.042
Sgirlesik = e

SBirlesik = \/ 000525

Sgirlesik =0.07ppm
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2.9.7.MBC’'NIN BROMLAMA YONTEMi IiLE KROMATOGRAFIK
TAYININDEN ELDE EDILEN ANALIZ SONUGLARININ GUVEN ARALIGININ
BELIRLENMESI (Student-t) TESTI

G.S. = Glven sintrrlar

N = Olgiim sayisi
§= N 6lcimin ortalamasi

S = Standart sapma

t = Belli bir serbestlik derecesi ve gliven seviyesi igin tablo degerleridir

(student t olarak bilinir)

S = \/ZYRz —(ZYi)z/N
N-1

S = Standant sapma
yi = Olgim degeri
N = Olgiim sayisi

N — 1 = Serbestlik derecesi
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DENEY GRUBU - VIDAN ELDE EDILEN ANALiZ SONUGLARININ
GUVEN ARALIKLARININ BELIRLENMESI (Student-t)

Ornek - 1 igin giiven sinirlan
X = 4.83 x= 183.60

Tx%= 11.6645 N=2

S - \/11.6645—(4.83)2/2
2-1

S =0.007

Tablo, serbestlik derecesi 1 ve % 95 glven seviyesi i¢in t = 12.7 oldugunu

gosterir. Boylece,

12.7x0.0.007.

% 95 guven icin G.S. =2.42 + 75
G.S8.=242+0.12

Ornek — 2 serbestlik derecesi 2 ve %95 gliven seviyesi icin t = 4.30 ise
G.S.=4.91+£0.02

Ornek — 3 igin serbestlik derecesi 2 ve %95 gliven seviyesi icin t = 4.30 ise
G.S.=9.33+£0.02

Ornek — 4 icin serbestlik derecesi 3 ve %95 gliven seviyesi icin t = 3.18 ise

G.S. =18.55+0.01
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2.9.8.BENOMYL KONSANTRASYONUNU VEREN DENKLEMIN BULUNMASI

Metanol Bry
Benromyl ————» MBC ——»  TBrMBC
Kantitatif %89
Dénasim Donusim
1 290 g/mol
Coom  =Cppm X X :
Benomyi  TBrmBc 0.89 507 g/mol
(Olgtilen)
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3.SONUG VE TARTISMA

Benomyl ve bunun hidroliz Grini MBC’'nin analizi ile ilgili olarak bugine
kadar degisik yontemleri kullanan ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar, genel
olarak ya benomyl ve / veya MBC'nin direkt olarak, spektrofotometrik veya
kromatografik (HPLC) yéntemlerle analiz edilmesi ya da benomyl ve veya MBC bir
turevine cevrilerek, yine spektrofotometrik veya kromatografik (HPLC) olarak bu
tlrevin tayin edilmesi esasina dayanan yéntemlerdir. (7-19)

Bizim ¢alismamiz, diger metodlarda oldugu gibi temel olarak kromatografik
(HPLC) bir yéntemin kullaniimasiyla gergeklestirilmistir. Ancak, diger yontemlerden
farkli olarak, MBC’'nin retensiyon zamaninin mobil fazdan kaynaklanan solvent
pikleriyle gcok yakin olmasi nedeniyle iyi bir ayirmayi sadlamak (zere retensiyonu
MBC’den farkh (MBC’den daha sonra g¢ikan) ve duyarlihd MBC’'nin 286 nm'de
yapilan tayin metotlarina gére daha yuksek olan bir MBC tlrevinin yapilmasi
Ongbralmustir. Buna gére éncelikle benomyl'in metanolde MBC'ye kantitatif olarak
déndstmi bilindiginden baslangic maddesi olan Benomyl metanolde magnetik
kangtiricili bir 1sitici vasitasiyla geri sogutucu altinda 1/2 saat boyunca kaynatilip
hidroliz GrinG MBC'ye dénustiraldt. Metanolli ortamda gergeklestirilen hidroliz
sirasinda olugan diger Urin n-bltilizosiyanat metanol ile Gretan tUrevi vermektedir.
Bu son basamak benomyl'in MBC'ye déntsUimunt hizlandirmaktadir. (9)

Kolon oncesi tlrevlendirme metoduyla gergeklestirilen caligmamizda,
benomyl'in hidrolizlenmesiyle elde edilen MBC, TBrVIBC'ye dénustartlmastir.

Benomyl'in hidroliz Grintt MBC ile MBC'nin bromlanmasiyla elde edilen
TBrMBC'nin  degisik ¢o6zlict sistemleri kullanarak vyapilan ince tabaka
kromatografilerinin karsilastiriimasiyla birbirinden farkli ARf degerleri elde
edilmigtir. En blayuk ARf degerlerini veren, ¢ézlcl sistemleri iginde en énemlileri
sunlardir;

Etilasetat / Asetonitril / Kloroform — 1/3/7 — vivivl, ARf = 0.65
Etilasetat / Asetonitril / Kloroform — 1/7/3 — vivivl, ARf = 0.54

Etilasetat / Asetonitril / Kloroform — 1/1/9 — vivivl, ARf = 0.47
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MBC ve TBrMBC'nin asetonitrildeki ¢Ozeltilerinden sahit olarak asetonitril
kullaniimastyla elde edilen UV spektrumlarindan, MBC'nin 280 nm ve 286 nm'de
ikiz pik (286 nm’deki pikin absorpsiyon siddeti, 280 nm dekinden biraz daha
buyk), MBC turevi TBrMBC'nin ise 265 nm ve 305 nm'de belirgin iki pik verdigi
belirlendi. Bu iki pikten absorpsiyon siddeti en yuksek olan 265 nm'deki piktir. Bu
nedenle, kromatografik metodda UV dedektdri 265 nm'e ayarlanmisgtir.

MBC ve TBrMBC nin IR, Kutle ve NMR analizlerinin sonuglari, literatirde
bulunan MBC'nin ve sentezledigimiz TBrMBC’nin yapilarini dogrulamisgtir.

Gelistirdigimiz kromatografik (HPLC) tayin yéntemine gére; TBrMBc'nin
asetonitriide hazirlanan belli konsantrasyondaki stok c¢ozeltisinden degisen
konsantrasyonlarda standart ¢ézeltiler hazirlanip Dalga boyu; 265 nm, akis hizi:
0.5 ml/dk, mobil faz bilesimi; 60 : 40 — ACN : su, enjeksiyon hacmi: 25 pl, kolon
sicakh@r: 20°C olan sartlarda bir ters-faz kolon (BDS C-18, 125x3 mm, HP)
kullanarak, bu standart TBrMBC c¢ozeltileri kromatografik analize tabi tutuldu.
Analiz sonucunda elde edilen, kromatografik pikiere ait, alan degerierinden ve
standartlarin konsantrasyonlarindan yararlanarak, en kiglk kareler yéntemiyle bir
kalibrasyon grafidi olusturuldu. Daha sonra, degisen konsantrasyonlarda,
Benomyl'in hidroliz Grind olan MBC 6rnekleri hazirlanip asiri brom ilavesiyle
kaynatildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra ortamda kalan Br, fazlasi bir kaynar
su banyosunda uzaklastirildiktan sonra GriinG asetonitril ile ¢6zUp reaksiyonun
yapildig: ortamdan kantitatif olarak belli hacimdeki balonjojelere aktarildi. Balonjoje
hacimleri ACN ile tamamlanip, kalibrasyon grafiginin hazirlanmasinda kullanilan

sartlarda kromatografik analizleri yapildi.

Degisik sartlar altinda yapilan bromlandirma denemelerinin sonuglarina gére
déntsum verimi en ylUksek olan sartlarda yapilan denemeler baz alinarak,
MBC'nin, TBrMBC’ye doénUsum veriminin ortalamasi %89.4 olarak bulundu.
MBC'nin bromlanmas! sonucunda yapilan kromatografik analizlerde, déntsim
veriminden de anlasilacagi Uzere temel Grin TBrMBC'dir. Bu pikin disinda
verimleri ¢ok dustk yan uGrGnlerden kaynaklanan kromatografik pikler de elde
edilmigtir. Bu pikler arasinda reaksiyona girmeden kalan MBC'ye ait bir pike
rastlanmamigtir. DontsUm verimi ylGksek olan sartlarda yapillan denemelerin
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élgtlen konsantrasyonlarinin (ppm) birlesik standart sapmasi 0.07 ppm olarak
hesaplanmigtir.

Kromatografik analiz éncesinde, en kuclk kareler yéntemiyle hazirlanan
TBrMBC’nin kalibrasyon grafiginin verileri; TBrMBC'nin konsantrasyon (ppm) ve
kromatografik alan (mAUxS) degerleri kullanilarak elde edilmistir. 6 farkli TBrMBC
standartlarinin Gg¢ tekrarll analizi sonucu elde edilen alan — Kkonsantrasyon
grafiginin egimi 77.97 (mAUxS) / ppm olarak bulundu. En kuiglk kareler yontemiyle
elde edilen grafigin kesim noktasinin b = -0.8655 oldugu hesaplandi. Buradan
grafik dogrusunun denklemi; y = 77.97 x —0.8655 olarak bulundu. Regresyonla ilgili
standart sapma; Sr = 1.1 egimin standart sapmasi; Sm = 0.5, kesim noktasinin
standart sapmasi; Sb = 0.3 olarak hesaplandi. Bu standartiara ait ilk 4
konsantrasyonun birlegik standart sapmasi yapilan hesaplamalar sonucunda,

Sbirlesik = 0.6 olarak bulundu.

Doéntagim veriminin en ylksek oldugu sartlarda 4 farkli konsantrasyondaki
MBC'nin bromlama yéntemiyle kromatografik tayininden elde edilen analiz
sonuglarinin student-t'ye gére glven araliklari belirlenmistir. Buna gére,

Ornek — 1 igin; serbestlik derecesi 1 ve %95 glven seviyesi icin
G.S.=2.42 +£0.12 ppm

Ornek — 2 igin serbestlik derecesi 2 ve % 95 giiven seviyesi igin
G.S. =4.91 £ 0.02 ppm

Ornek — 3 igin serbestlik derecesi 2 ve % 95 giiven seviyesi i¢in
G.S. =9.33+0.02 ppm

Ornek — 4 icin serbestlik derecesi 3 ve % 95 gliven seviyesi igin
G.S5.=18.55 £ 0.01 ppm olarak bulundu.

Bu mefodun, MBC (Benomyl'in hidroliz triinti)’nin 286 nm'de yapilan diger
kromatografik analizlerinden 1.7 kat daha duyarl! oldugu bulunmustur.
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