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Sivi-sivi ekstraksiyonu (LLE) ve ardindan gaz kromatografisi kiitle spektrometrisi (GC/MS) ile pestisitlerin tayini igin ¢oklu kalintt
yontemi gelistirildi.

Yontem; her bir pestisit i¢in nicel tayin sinir1 (LOQ) ve belirtme alt sinir1 (LOD), dogrusallik ve dogruluk parametrelerine gore
degerlendirildi. GC/MS i¢in, LOD degerleri 1.27 pg/L ile 4.24 pg/L arasinda ve LOQ degerleri 4.23 pg/L ile 14.15 pg/L arasinda elde
edildi. Geri kazanim degeri, yiiksek konsantrasyon i¢in % 96 elde edilitken diisiik konsantrasyonlarda % 92 olarak bulundu.
Tekrarlanabilirlik (simazin hari¢) 3.81 ila 14.40 arasinda degisirken, yeniden firetilebilirlik (RSD%) 5.81 ila 17.32 arasinda
degismistir.

Anahtar Kelimeler: Pestisitler, Metot validasyonu, GC/MS.

Development of a Multiresidue Methods for The Simultaneous
Determination of Pesticide Residues in Water by GC/Mass
Spectrometry

Abstract

A Multi-residue methods were developed for the determination of pesticides by liquid-liquid extraction (LLE) and followed by gas
chromatographymass spectrometry (GC/Mass).

The method was evaluated with respect to the limit of detection and quantification, linearity and accuracy. For GC/MS, LODs were
between 1.27 pg/L and 4.24 pg/L and LOQs were between 4.23 pg/L and 14.15 pg/L. Recoveries were obtained over 96% in high
concentration and 92% in low concentration. Repeatabilities were varied from 3.81 to 14.40 (except for simazine) and
reproducibilities (RSD%) were varied from 5.81 t017.32.
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1.Giris

Pestisitler; kemirgenler, bocekler, mantarlar ve yabanci otlar gibi zararlilar1 6ldiirmek veya kontrol etmek i¢in kullanilan kimyasal
ya da biyolojik tirtinlerdir (Domotorova ve Matisova, 2008). Bu iiriinler, zararlilar1 yok ederken aym zamanda su ve topraga karisarak
canlilar i¢in ciddi riskler olusturmaktadir. Pestisitlerin canli viicuduna zararl etkileri sonucu, akut anemi, kemik yapisi bozukluklari,
teratojenik ve embriyolojik hastaliklar olugsmaktadir. Bunun yami sira viicuttaki sinir sistemi, endokrin sistemi gibi sistemlerde
dogrudan etkilenmektedir (Castilho vd., 2000). Maruz kalinan doza bagli olarak 6liime kadar varan sonuglar goriilmektedir. Ayrica
pestisitlerin yarilanma Omiirleri uzun olabildiginden canli organizmalar {izerinde uzun vadede etkileri devam etmektedir. Bunun
sonucu olarak, pestisitlere direng gelistiren yeni zararlilar ortaya ¢ikmakta ve bu zararlilarin olusturdugu farkli etkileri yok edebilmek
icin daha fazla pestisit kullanilmasi veya yeni tarim ilaglarmin gelistirilmesi s6z konusu olmaktadir (Costa vd., 2008). Bu dongii
nedeniyle ekosistem igerisinde pestisit kullanimi her gecen giin artmaktadir. Ozellikle tarimda yogun olarak kullamlan pestisitler
sulama sonucu yeraltt sular1 ve ylizey sularina kolayca karigmaktadir (Komatsu ve Vaz, 2004). Pestisitler kendi aralarinda
organoklorlu ve organofosforlu pestisitler, herbisitler, fungusitler gibi siniflara ayrilmaktadir. Bunlarin igerisinde en ¢ok kullanilani
organoklorlu ve organofosforlu pestisitlerdir. Son yillarda, organofosforlu pestisitlerin bozunma hizlar1 organoklorlu pestisitlere
kiyasla daha hizli oldugundan tarim alanlarinda kullanimi yayginlagmustir (Beltran vd., 1998; Driss vd., 1993). Pestisitlerin yogun bir
sekilde kullanilmasi nedeniyle toprak ve suda kirliligin siirekli artmasi, pestisitlerin varligini tespit etmek igin etkili analitik
yontemlerin gelistirilmesine ve bu yontemlerle kalintilarin diizeyinin siirekli takip edilmesi gerekliligine yol agmistir (de Souza
Pinheiro ve de Andrade, 2009; Park vd., 2011). Bununla birlikte, yeni gelistirilen yontemlerin ¢evreye daha duyarli, daha hizli, diisiik
dedeksiyon limitine sahip ve segici olmasi gereklidir.

Pestisitlerin belirlenmesi i¢in genellikle karmagsik kromotografik cihazlar kullanilmaktadir. Ancak sudan pestisiti ayirip diger
girisim yapabilecek maddeleri uzaklagtirmak ve daha hassas sonuglar elde edebilmek i¢in 6ncesinde bir ekstraksiyon islemine ihtiyag
duyulmaktadir (Beltran vd., 1998). Pestisitlerin ekstrakte edilerek sudan uzaklagtirilmas: ve daha yogun hale getirilmesi i¢in; sivi-sivi
ekstraksiyonu, kati faz ekstraksiyonu, kati fazli mikro ekstraksiyon, siiperkritik sivi Oziitleme, matris kati faz dagilhimi ve
hizlandirilmis ¢oziicti 6ziitleme gibi birkag dnemli teknik vardir (Jin vd., 2012).

Pestisitler gogunlukla, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), sivi kromotografi(LC/MS) veya gaz kromatografisi (GC)
gibi farkli kromatografik teknikler yardimiyla tayin edilmektedir(Dorea vd., 1996; Piedra vd., 2000; Rocha vd., 2012).

Gaz kromatografisi, genellikle farkli dedektorler yardimiyla birgok maddenin tespiti i¢in genis bir kullanim alanina sahiptir.
Organofosforlu bilesikleri, gaz kromatografisi/azot fosfor dedektér(GC-NPD) ve gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi(GC/MS)
yardimiyla daha yiiksek hassasiyetle tespit etmek miimkiindiir. Organoklorlu pestisitler, pyrethroidler ve imidazol kompleksleri; gaz
kromatografisi/elektron yakalama dedektorii(GC-ECD) ile miikemmel hassasiyette tespit edilmektedir. Organofosforlu ve
organoklorlu pestisitler ayn1 anda gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi (GC/MS) ile tespit edilebilmektedir (Menezes Filho vd.,
2010).

Yeni gelistirilen yontem; kalintilarin tanimlanmasini ve gok diisiik konsantrasyon seviyelerinde dahi miktarin dogru bir sekilde
tespitini saglamalhidir(Vidal vd., 2006). Pestisit kalint1 analiz metodu esas itibariyla giivenilir, verimli, saglam ve basit olmalidir.
Metodolojinin gecerliligi, analitik verileri teyit ettigi i¢in son derece énemlidir (Suman ve Singh, 2011).

Bu ¢aligmanin amaci, suyu kirleten pestisitleri GC/MS ile belirlemek i¢in basit (etkin, hizli) ve verimli ¢oklu kalinti yontemi
gelistirmektir. Laboratuarda kullanima uygunlugunu belirlemek igin, yontemin validasyonunun dogrusallik, tekrarlanabilirlik,
tekrariretilebilirlik, geri kazanim, LOQ ve LOD parametrelerine gore gergeklestirilmesi amaglanmaktadir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Kimyasallar

Aseton iginde 1000 ng/uL'lik klorpirifos metil, klorpirifos etil, metamidofos, simazin i¢eren pestisit standartlari; Dr. Ehrenstorfer
GmbH firmasindan satin alindi. Aseton/hekzan i¢inde 1000 pg/mL'lik olan diger pestisit standartlar1 (diazinon, etion, disiilfoton,
malatiyon, paratiyon metil, paratiyon etil) AccuStandard M614’den satin alinmis ve -10°C'de dondurucuda muhafaza edilmistir. Gaz
kromatografisine uygun iiretilen diklorometan, aseton ve sodyum siilfat, Merck'ten temin edildi.

Asetonda ¢oziinmiis ve herbiri 100 pg/L pestisit iceren stok ¢ozeltilerden, 10 tane pestisiti ihtiva eden ve konsantrasyonlar1 2.5-25
ng/L arasinda degisen 4 farkli ¢cozelti saf su igine ilave edilerek hazirland:.

2.2. Cihazlar

Turbovap evaporator sistemi, ekstraksiyon iglemi gergeklestikten sonra, buharlastima amaciyla kullanilmstir.

Gaz kromatografi-kiitle spektrometresi (GC/MS) ¢aligmalari igin, Perkin Elmer marka kiitle spektrometresi ile birlestirilmis
Perkin Elmer tipi Clarus 500 gaz kromatografi kullanilmistir. Pestisitlerin ayrilmasi, 30m elit-5MS silika kilcal kolon (0.25mm i.d. ve
0.25umfilm kalinlik) ile gergeklestirildi. Pestisitler, kiitle spektrometresi hem 2-1200 m/z araliginda hem de zamani 6nceden
belirlenmis secilmis iyon goriintilleme (SIR) ile tarandi. Gelistirilen yontemle tiim pestisitlerin goriintiilenmesi i¢in, tiim molekiiler
iyon kiitleleri belirlenerek Tablo 1°de verilmistir. Ayrica cihaz, standart bilesikler i¢in binlerce kiitle spektrumu kapsayan bir NIST
kiitiiphanesi de igermektedir.
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Tablo 1. Belirli pestisitler i¢gin kalma siiresi ve kiitle iyonlari

Alikonma siiresi Kiitle iyonu
metamidofos 6.12 47,94, 95
simazin 9.76 44,186, 201
diazinon 10.21 179, 137, 152
disiilfoton 10.46 88, 89, 29, 97
klorpirifos metil 11.23 286, 125, 288
paratiyon metil 11.38 109, 263, 125, 79
malatiyon 12.44 125, 173, 93, 127
klorpirifos etil 12.51 97,197,199, 29
paratiyon etil 12.64 291, 109, 97, 139
etion 18.10 231,97, 153, 125

2.3. Metotlar

Sivi-sivi ekstraksiyonu igin, organofosforlu bilesik igeren bir litre su numunesi alinarak 2 L'lik bir ayirma hunisine aktarildi,
karistirildi ve oda sicakliginda dengeye gelmesi i¢in bekletildi. Numuneler, ti¢ kere 100 ml'lik diklorometan (DCM) ilave edilerek
ekstrakte edildi. Ayirma hunisindeki asir1 basing tahliye etmek igin yaklasik dort dakikada bir periyodik havalandirma yapilarak
calkalandi. Her diklorometan ilavesinde organik katmanin 10 dakika siireyle ayrilmasina izin verildi ve bu katmanlar bir erlende
toplandi. Birlestirilen ekstrakt, bir susuz sodyum siilfat kolonu vasitasiyla siiziildi ve 35°C'ye ayarlanmis Turbovap evaporator
kullanilarak azot akimi altinda kuruyana kadar buharlastirildi. Kalinti, 1ml aseton ile ¢6ziindiriildii. 3 mikrolitrelik ¢6ziinmiis kalinti
split 50 modunda GC/MS igine enjekte edildi ve SIR modunda elde edilen kromatogramlar1 Sekil 1'de verilmistir. Tasiyict gaz olarak
ImL/dak'lik bir akis hizinda % 99.999 helyum kullamilmistir. ik enjektdr sicakligi 60 oC'ye ayarlandi ve 0,5 dakika tutuldu. 999
0C/dk hizla 320 oC'ye ¢ikarildi ve 10 dakika bekletildi ve 999 0C/dakika hizla sicaklik azaltilarak 60 oC'ye diisiiriildii. Numuneler,
asagidaki sicaklik programi kullanilarak analiz edilmistir: baslangi¢ sicakligr 73°C’de 1 dakika tutulmustur, 200C/dk hizla 210°C'ye
arttirllmug ve 1 dakika bekletilmistir, 20C/dK ile 240 oC'ye yiikseltilmis ve 1 dakika bekletilmistir ve son olarak 200C/dk ile 2800C'ye
yiikseltilerek 5 dakika boyunca bekletilmistir. Mass, tam tarama modunda (segilen iyon goriintiileme modu) ve 29-300 kiitle iyonu
araliginda ¢alistirldi. Tyonizasyon flamentinin emisyon akimi 70eV enerjiye ve 100uA iireten elektrona ayarlandi.
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Sekil 1. GC/MS i¢in SIR modu kullanilarak elde edilen kromatogramlar

3. Arastirma Bulgulari ve Tartisma

Metodun performans ozellikleri; standart ¢ozeltiler, pestisit igermeyen numuneler ve pestisit enjekte edilen 6rnekler yardimiyla
belirlenmistir. Dogrulama calismalari, belli konsantrasyonlarda suya eklenen pestisitlerin ekstrakte edilmesi ile elde edilen 6rnekler

yardimiyla gergeklestirildi.

3.1. Dogrusallik

Kalibrasyon egrileri, her bir pestisit i¢in analit konsantrasyonuna karsi cihazin verdigi yanitlar ¢izilerek hazirlandi. Kalibrasyon
egrileri on pestisit igin 6 farkli kalibrasyon seviyesinde (2.5, 5, 10, 25, 50 ve 100 pg/L) ¢izildi. Elde edilen korelasyon katsayilari

Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2. Caligilan pestisitler i¢in dogrusallikta elde edilen korelasyon degerleri
Alikkonma  R(Korelasyon

siiresi katsayisi)
Metamidofos 6.12 0,998
Simazin 9.76 0,996
Diazinon 10.21 0,987
Disulfoton 10.46 0,986
Klorpirifos metil 11.23 0,990
Paratiyon metil 11.38 0,986
Malation 12.44 0,977
Klorpirifos etil 12.51 0,992
Paratiyon etil 12.64 0,987
Etion 18.10 0,973

3.2. Dogruluk

Dogruluk "Gergeklik" (Geri kazanim) ve "Kesinlik" (tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik) olarak iki bilesenle ifade edilir:

Tekrarlanabilirlik ¢caligmasi i¢in tek konsantrasyonda (10ug/L) ve aym giinde alt1 analiz (6x2 = 12) yapilmistir ve sonuglar tablo
3'de verilmistir.

Tablo 3. Tekrarlanabilirlik; 10pg/L'de analiz edilen pestisitlerin ortalama, SD, RSD, r degerleri

Tekrar Ortalama SD RSD %RSD r
Sayisi

1 9.55 098 0.10 10.32 279

metamidofos

2 9.29 094 0.10 10.14 267

simazin 1 8.63 194 0.22 2244 548

2 8.67 186 0.21 2143 5.26

diazinon 1 1048 0.68 0.06 6.48 1.92

2 1044 094 0.09 9.01 2.66

disulfoton 1 1149 044 0.03 381 124

2 1146 084 0.07 7.34 238

Klorpirifos metil 1 12.08 143 011 11.88 4.06

2 1219 144 011 1180 4.07

. . 1 9.56 0.84 0.08 876 237
paratiyon metil

2 9.27 134 014 1440 3.78

malation 1 9.49 049 005 512 138

2 9.42 1.08 0.11 1149 3.06

Klorpirifos etil 1 9.64 095 0.09 9.838 2.69

2 9.73 1.34 0.13 1375 3.78

paratiyon etil 1 10.05 0.80 0.08 8.01 2.28

2 9.88 041 0.04 413 1.16

etion 1 1064 112 010 1052 3.17

2 1076 136 012 12.61 3.84

Tekrariiretilebilirlik i¢in; 25pg/L konsantrasyona sahip dokuz (9x2 = 18) farkli 6rnegin analizleri, 3 farkli giinde gerceklestirildi
(Tablo 4).

e-ISSN: 2148-2683 88



European Journal of Science and Technology
Tablo 4. Tekrariiretilebilirlik; 25pg/L konsantrasyonuna sahip (yalnizca klorpirifos metil igin 100pg/L) pestisitlerin ortalama, SD,
RSD, RSDr degerleri

TSZ"y:Zr Ortalama SD RSD %RSD [(a; — b;)/%]? RSDr %RSDr R

. a 26.16 4.16 0.15 1591 11.66
metamidofos 0.54 017 17.32

b 2391 400 0.16 16.74 11.20

. . a 2394 211 0.08 883 5.92
simazin 0.31 0.13 13.01

b 2256 298 0.13 13.23 8.35

L a 23.15 218 0.09 941 6.09
diazinon 0.42 0.15 15.24

b 2520 459 018 18.21 12.85

. a 2512 2.02 0.08 8.03 5.65
disulfoton 0.13 0.08 8.51

b 2448 178 0.07 7.28 4.98

L . a 97.04 533 0.05 549 14.91
klorpirifos metil 0.06 0.06 5.81

b 99.52 493 0.04 4.95 13.79

. . a 2537 312 012 12.28 8.72
paratiyon metil 0.15 0.09 9.26

b 2427 3.09 0.12 1273 8.65

. a 2439 187 0.07 7.68 5.25
malation 0.09 0.07 7.36

b 26.03 122 0.04 467 3.40

. . a 2762 296 0.10 10.73 8.29
klorpirifos etil 0.46 0.16 16.05

b 2499 348 0.13 13.95 9.76

. . a 24.99 3.63 0.14 1454 10.17
paratiyon etil 0.18 0.10 10.02

b 24.15 3.39 0.14 14.07 9.52

. a 23.75 358 0.15 15.09 10.03
etion 0.41 0.15 1511

b 25.30 3.69 0.14 14.57 10.32

Tekrar ftretilebilirlik relatif standart sapma (RSDr), Tekrariiretilebilirlik (R) ve Tekrarlanabilirlik (r) asagidaki formiiller
yardimiyla hesaplanmaistir.

—b:) /%12
1151)r — ’Z[(al Zl:)/xl] (1)

r=Standard Deviation (SD)*2.83 2
R=SD*2.8 @)

Gergeklik, iki konsantrasyon seviyesi igin suya eklenen 10 tane pestisitin geri kazanim yiizdesi ile belirlenmistir ve sudaki pestisit
kalintilar igin, ortalama %geri kazanim, standart sapma(SD) ve relatif standart sapma(RSD%) Tablo 5'de verilmistir.

Tablo 5. iki farkli konsantrasyon seviyesinde zenginlestirilmis numuneler icin ortalama geri kazanimlar, SD ve RSD degerleri

Konsantras- Ortalama

yon geri sD Rsp oD

(g/L) kazanim (%)

ng (%)

2.5 96.80 7.07 0.07 7.31
metamidofos

50 99.28 262 002 264
. . 2.5 102.33 9.48 0.09 9.27
simazin

50 100.28 403 004 4.02
L 2.5 113.07 9.55 0.08 8.45
diazinon

50 96.53 6.64 0.06 6.88

2.5 102.47 7.09 0.06 6.93
disiilfoton

50 97.24 4.48 0.04 4,61
metil 50 97.06 738 007 7.60
paratiyon metil 25 106.27 120 011 11.3
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5 4
50 100.25 467 004 4.66
2.5 94.13 139 0.14 14.8
malatiyon 4 1
50 101.48 280 0.02 276
2.5 100.33 277 002 276
klorpirifos etil
50 99.69 6.61 0.06 6.63
2.5 99.07 6.09 0.06 6.15
aratiyon etil
paratly 50 99.54 13;'0 013 31
) 2.5 97.20 343 0.03 353
etion
50 97.51 4.79 0.04 491

3.3. Nicel tayin simir1 (LOQ) ve belirtme alt simir1 (LOD)

5 pg/Lkonsantrasyona sahip her bir pestisitin standart sapmalar1 belirlenerek LOD ve LOQ degerleri belirlenmistir. LOD ve LOQ
degerleri sirastyla standart sapmanin 3 ve 10 kat1 kullanilarak elde edildi.

Tablo 6. LOD, LOQ, Mean, SD, RSD values at Sug/L for GC/MS.

Ortalama SD RSD %RSD LOD LOQ

Metamidofos 5.26 0.81 0.15 1537 242 8.08
Simazin 5.03 090 0.18 17.89 269 899
Diazinon 5.33 0.73 014 1365 219 7.28
Disulfoton 5.82 1.06 0.18 18.14 3.17 10.55

Klorpirifos metil 5.69 142 025 2485 424 14.15

Paratiyon metil 544 063 012 1162 189 6.32
Malation 546  0.65 0.12 1185 194 6.47
Klorpirifos etil 5.00 042 0.08 846 127 4.23
Paratiyon etil 512 0.84 0.16 16.31 250 8.35
Etion 519 043 0.08 828 129 429

4. Sonug¢

Dogrusallik sonuglarina goére, korelasyon katsayilarmin (R) biiylik cogunlugu 0,973'e esit veya daha yiiksek bulunmustur(Tablo
2). RSD%, tekrarlanabilirlik i¢in %5'den kiigiik ve tekrariiretilebilirlik i¢in % 12 den kiiglik bulunmugtur. (Tablo 3 ve 4). Test edilen
pestisitlerin gogunun geri kazanim degerleri, yiiksek konsantrasyonlarda ¢alisildiginda % 96, diisiik konsantrasyonlarda calisildiginda
%92’nin iizerinde elde edilmistir. Ortalama geri kazanimlarin hicbiri % 106’y1 gecmemistir. Uluslararas1 yonergeler, kantitatif
metodlarin validasyonunda ortalama geri kazaniminin %70-110 araliginda olmasi gerektigini gostermektedir (Commission, 2013).
Sonuclarin bu yonergelere uygun oldugu goriilmiistiir. Yiiksek geri kazanimlar, 50 pg/L’lik en yiiksek konsantrasyon seviyesinde
gozlenmistir. Geri kazamimlardaki degiskenlik LOQ'ya yakin konsantrasyonlara yaklastik¢a daha yiiksek olmaktadir. LOD ve LOQ
degerleri sirastyla 1.269 pg/L ila 4.244 pg/L ve 4.231 ug/L ila 14.145 nug/L arasinda degismektedir (Tablo 6).

Bu c¢aligmada, su numunelerinde tek bir enjeksiyonla 10 pestisit kalintisinin analizi i¢in yeni ve ¢oklu kalint1 yontemi gelistirildi.
GC/MS ile analiz, yaklagik 18 dakikada gergeklestirildi. Alt1 hiicreye sahip Turbowap evaporator sistemi ile ayn1 anda 6 numunenin
ucurulmast saglanarak analizin toplam siiresi azaltildi. Bu durum yiiksek numune sayisinin oldugu rutin analizlerde gereklidir.
Gelistirilen yontem yiiksek numune sayist igin elverislidir ve diisiikk maliyete sahiptir.
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