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DOMATESLERDE YUKSEK PERFORMANS LIKIT KROMATOGRAFISI (HPLC)
iLE KALINTI 24-DIKLOROFENOKSIASETIK ASIT (2,4-D) TAYINI'

DETERMINATION OF THE RESIDUES OF 2,4-DICHLOROPHENOXYACETIC
ACID (2,4-D) IN TOMATOES BY HIGH-PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY (HPLC)

Vural GOKMEN, Jale ACAR
Hacettepe Universitesi, Gida Miihendislifi Boliimii, Ankara

OZET: 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-I), herbisit olarak Tiirkiye* de kullanilmasina izin verilen bir maddedir. Ancak bu
maddenin kontrolsiiz bir gekilde, bazi sebzelerin serada yetigtiritmesinde biiyiimeyi diizenleyici olarak da kullamidif
bilinmektedir, Buna kargibk bugiine kadar Tiirkiye seralarnda yetigtirilen bu sebzelerde kahntr 24-D miktarinin
belirlenmesine yonelik bir ¢aligma yapilmamugtir,

Baz: bitkisel tiriinlerde 2,4-D tayini amaciyla kullamllan gaz kromatografik yontermlerde drnefin temizienmesi
ve esterifikasyonu uzun zaman aldifindan ve fazla miktarda kimyasal kullanimimi gerektirdiginden bu aragtirmada,
domateslerdeki 2,4-D* nin serbest asit formunda analiz edilebildifi yiiksek performans likit kromatografisit (HPLC) igin bir
ybntem geligtirmeye cahgilmishr, Bu amagcla bitkisel materyallerde gaz kromatografisi (GC) ile 24-D* nin metil esteri
formunda tayinine uygun bir ydntem esas alinmgtir ve HPLC® ye uyarlanmaya galgilnuigtir. Domatese ilave edilen 0,5 ve
4 mg/kg 2,4-D sirasiyla 9690,6-93,6 ve 962,85-74,65 olarak geri kazanulabilmigtir.

SUMMARY: 2 4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is permitted to be used only as a herbicide in Turkey, but It is well
known that it is also used ignorantly as growth regufator during the growth of some wvegetables in greenhouses.
Unfortunately, no study has been carried out to determine the residues of 2,4-D in greenhouse vegetables.

In most of the methods in which gas chromatography (GC) was used for the determination of the residues of
2,4-D in plant materials, cleaning-up of the sample and esterification of 2,4-D have appeared as very complex treatments
increasing the time and the total cost of analysis. Therefore, it has been the purpose of this study to develop an high-
pressure liquid chromatographic (HPLC) method for the determination of 2,4-D residues in tomatces. A gas
chromatographic method offered for the determination of 2,4-D residues in plant materials as methyl ester form was
accepted as the basis and modified for HPLC. Quantitative analyses were carried out by HPLC as free acid form, %
recoveries corresponding to the added 0.5 and 4 mg/kg of 24-D were found out to be 90.6-93.6%, 62.85-74.65%,
respectively, '

GIRIS

Son yillarda artig gbsteren 6rtii alti sebze tariminda domates énemli bir yere sahiptir. Dig satimin
onem kazanmasi nedeniyle bu ver giderek genigleme egilimindedir. Buna ragmen, ortii alti sebze
yetigtiriciliginde bazi sorunlar bulunmaktadir. Bunlarin en énemlisi seralarda diizenli ve yeterli bir 1sitma
yapilamamas1 sebebiyle meyve tutumunun yetersiz olmasidir, Her ne kadar soguk kig aylarinda giinlitk
ortalama sicakliklar bitki gelisimi igin yeterli ise de, gece sicakhiklarimin diigiik olmasy, gigek tozu olugumunu
engellemekte ve normal meyve tutumu ger¢eklesememektedir. Don ve diisiik sicakliklardan korunmak
amaciyla yapilan 1s1itma ise, toplam firetim maliyetini artirdiindan meyve tutumu igin pratik bir ¢dziim
olarak gorilmemektedir. Bu nedenle értii alti domates ve diger bazi sebzelerin yetigtirilmesinde, hormon
olarak bilinen bitki bityiime diizenleyici kimyasallarin knllanim zorunlu hale gelmis ve son yillarda kullanum
giderck artmugtir,

Yaygin olarak kullamlan 2,4-D bir herbisit olup; yine bu amagla kullamlmak iizere Tarim ve
Koyisleri Bakanh@* nea imaline 07.08.1964, ithaline ise 17.05.1971 yihndan beri izin verilmektedir. Aym
amacla 2,4-D ester halinde de kullanifabilmektedir. 2,4-D esterinin imaline ise 02.01.1973° den beri izin
verilmektedir (ANONYMOUS, 1992).

Ashnda herbisit olan bu maddeler bitkilerde biiyiime dizenleyici kimyasal olarak da
kuflamlabilmektedir. Ancak kullammundaki bilgi ve deneyim eksikligi nedeniyle, yanlis ve yilksek dozda 2,4-

* Bu caligma Vural Gokmen'in, Hacettepe Universitesi Aragtirma Fonu Bagkanlift tarafindan desteklenen master tezinin bir
boélimidiir.
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D uygulanmas: sonucu ozellikle domates meyvelerinde koflasmalar ve sekil bozukluklan gozlenmektedir.
Diger taraftan kanserojen olarak nitelenen bu tiir maddelerin, domateslerin titketilmesi ile insan saghging
olumsuz etkileyebilecegi de bildirilmektedir. .

Klorlu fenoksiasetik asit grubunda yer alan 2,4-D ile insan hiicre kiiltiirleri iizerinde yapian in-vitro
¢aligmalarda, bu bilesigin diigiik konsantrasyonlarda bile DNA hasan meydana getirdigi ve dolayisiyla 2,4-
D‘nin genetik hasar olugturma potansiyeline sahip oldugu bildirilmektedir. 2,4-D ile yapilan kanserojenite
testlerinde bu etkinin degerlendirilebilmesinin yetersiz oldugu, ancak bu maddenin ko-kanserojenik etkiye
sahip oldugu ileri siiriilmektedir. Bazi ¢aligmalara gére de timér olusumuny hizlandirdig: belirtilmektedir
(BURGAZ, 1982). 2,4-D*nin hayvanlar iizerinde oral 8ldiriicii dozunun (LDg,) 300-1000 mg/kg oldugu
bildirilmektedir (ANONYMOUS, 1981).

Birlegmis Milletler Gida Tarim Tegkilat1 (FAO) ve Diinya Saghik Teskilati (WHO) ortak komisyonu
(Codex Alimentarius Commission), 1986 yili subat ayinda 2,4-D igin baz gidalarda bulunabilecek en yitksek
diizey ile ilgili smirlamalar getirmigtir. Buna gore arpa, bugday ve cavdarda 0,5 mg/kg, turunggillerde 2
mg/kg, et, siit ve yumurtada 0,05 mg/kg ve otlarda 0,5 mg/kg diizeyine kadar 2,4-D kahnti diizeyine izin
verilmistir. Almanya ve diger Avrupa iilkeleri ise kendi standartlarinda bu miktarlar: bugday ve diger
hububat igin 0,1 mg/kg olarak sinrlarken, taze meyve ve sebze icin 0,2 mg/kg stmrint koymuslardir
(GILSBACH ve THIER, 1982; EBING ve ark., 1985; MEEMKEN ve ark., 1987).

Ulkemizde 2,4-D*nin herbisit olarak kullammina yasal olarak izin verildigi halde, 2,4-D uygulanmig
iiriinlerde 2,4-D kahnti diizeyinin belirlenmesine yonelik kapsaml bir caligma heniiz yapilmamigtir,

2,4-D klorlu feroksiasetik asit grubunda yer alan ve herbisit olarak kullamlan bir maddedir. Erime
noktas: 138°C olan 2,4-D, benzen, alkol, eter, kloroform vb. organik ¢oziiciilerde ¢oziniirken; suda ¢ok az
¢ozlinen beyaz kristal bir tozdur (BURGAZ, 1982). 2,4-D‘nin sudaki ¢oziinitrligi, 25°C‘de 0,07 ppm‘dir
(ANONYMOUS, 1981). 2,4-D'nin kimyasal agtk formili Sekil 2de verilmigtir (BURGAZ, 1982).

Bitkisel materyallerdeki 2,4-D kalint: dilzeyinin belirlenmesinde
CH.COOH " kullamlan yéntemler genel olarak su agamalardan olugmaktadur:
2 i.Ekstraksiyon; ii.Ekstraktin temizlenmesi; iii.Derivatizasyon;
; iv.Kantitatif veya kalitatif tayin
Cl ! Ozellikle son yillarda yapilan calismalarda, 2,4-D'rin bitkisel
materyal biinyesindeki formuda gz dniine alinarak, ekstraksiyondan 6nce
asit veya alkali hidrolizi uygulandigi veya drnekteki kalintmmn dogrudan
seyreltik alkali ile ekstrakte edilmeye caligildigy gorilmektedir.
Uygulanan ekstraksiyon ydntemi ne olursa olsun, ekstraktin mutlaka
temizlenmesi gerekir. Genellikle ekstrakta uygulanan ilk temizleme islemi
Cl asit/baz ayirmadir. Bunun igin asitlendirilmig organik ekstrakt, seyreltik
Sekil 1. 24-Dmin Kimyasal ack  suly alkali goecltisi ile ekstrakte edilir. Boylelikle renkli organik faz
formala atilirken, daha az renkli, 2,4-D igeren sulu faz ayrilmis olur (MUNRO,
1972; CESSNA, 1980; JENSEN ve GLAS, 1981; BRISTOL ve ark., 1982;
COOK ve ark,, 1983; ERNER ve COGGINS, 1989). i

Ekstraktin daha etkin bir sekilde temizlenmesi igin ise goguntukla kolon veya jel kromatografisi
kullanilmaktadir. Kolon kromatografisi daha ¢ok érnek derivatize edildikten sonra uygulanan bir temizleme
iglemidir. Kolon dolgu maddesi olarak silikajel, aluminyum oksit, asidik aluminyum veya florisil kullanildig
goriilmektedir (POPOV, 1979; SAMOILOV ve ark., 1979 CESSNA, 1980; SPECHT ve TILLKES, 1981;
BRISTOL ve ark., 1981; BRISTOL ve ark, 1982; ROSEBOOM ve ark., 1982; SEKITA ve ark., 1982;
COOK ve ark., 1983).

Baz ¢aligmalarda ise kolon dolgu maddesi olarak polistiren jel yapidaki maddelerin kullamldig
bilinmektedir. Bunlar arasinda Amberlite XAD-2, Separon SE sorbent ve polistirendivinilbenzen kopolimeri
yer almaktadir (PIETRZYK ve CHU, 1977a; PIETRZYK ve CHU, 1977b; SMITH ve HAYDEN, 1979;
SPECHT ve TILLKES, 1981; SMITH ve PIETRZYK , 1983; KLEMENT ve ark., 1986).

SPECHT ve TILLKES (1981), 11 fenoksialkanoik herbisitin tayininde, ekstraksiyondan sonra jel
kromatografik temizleme uygulamiglardir, Aragtirmacilar, dolgu maddesi olarak Bio Beads S$-X3‘ii
kullanmislar ve bagaril sonug almiglardir.
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Son 20 yildir, bitkisel materyallerdeki kalinti 2,4-D ve benzeri asidik herbisitlerin tayinine yonelik
gelistirilen yontemlerin hemen tamamen gaz kromatografik yontemler oldugn dikkati cekmektedir (YIP,
1971, MUNRO, 1972; RENBERG, 1974; LOKKE, 1975, SMITH ve HAYDEN, 1979; CESSNA, 1980;
BRISTOL ve ark, 1981; MOYE, 1981; SPECHT ve TILLKES, 1981; BRISTOL ve ark., 1982; COOK ve
ark., 1983; SELL ve MAITLEN, 1983; SPECHT ve TILLKES, 1985; WALISZEWSKI ve WALISZEWSKI
,» 1987; ALLANDER, 1989; ERNER ve COGGINS, 1989; STEINWANDTER, 1989; CESSNA, 1990;
BRONDZ ve OLSEN, 1992). Ancak 2,4-D gibi yitksek polariteye sahip bilesikler, gaz kromatografik
tayinlerinden dnce mutlaka derivatize edilmek zorundadirlar (MIERZWA ve WITEK, 1976; JENSEN ve
GLAS, 1981; ROSEBOOM ve ark., 1982; AKERBLOM ve LINDGREN, 1983; WALISZEWSKI ve
SZYMCZYNSKI, 1985; ALLANDER, 1989; FAYYAD ve ark., 1989).

Fenoksikarboksilik asit herbisitlerin  derivatizasyonu amaciyla geligtirilmis birgok ydntem
bulunmaktadir. Bunlar arasmnda metilasyon, pentaflorobenzilasyon, etilasyon ve trikloroetilasyon sikga
rastlamlan yontemlerdir (JENSEN ve GLAS, 1981; ROSEBOOM ve ark., 1982; WONG, 1982; BRONDZ
ve OLSEN, 1992). Ancak metilasyon, reaksiyonunun kolayligr ve verimi agisindan daha ¢ok tercih
edilmektedir (ROSEBOOM ve ark., 1982).

Bununla birlikte, 2,4-D ve diger fenoksikarboksilik asitlerin gaz kromatogarafik olarak tayinlerinde
uygulanan derivatizasyon igleminin baz1 dezavantajlari bulunmaktadir (MOYE, 1981). Bu dezavantajlar soyle
stralanabilir: ‘

1. Derivatizasyon sirasinda olugan yan iriinler, kromatografik tayinde aramlan maddenin
separasyonunu engelleyerek yontemin duyarhligim dilgiirmektedir,

2. Derivatizasyon reaksiyonunun verimi uygulanan yonteme gore degismekte ve her zaman aym
oranda gergeklesmemektedir. Bu da yontemin tekrar edilebilirligini engellemektedir.

3. Derivatizasyon sirasmda olusan reaksiyon yan iriinlerinin temizlenmesi i¢in uygulanan ek
iglemler hem ydntemin siiresini uzatmakta, hem de yontemin maliyetini yitkseltmektedir.

Buna kargilik, fenoksikarboksilik asit herbisitler, serbest asit formunda, derivatizasyona gerek duyulmadan
HPLC ile analiz edilebilmektedir. Bu, analizi éneml blgiide basitlestirip, hizlandumaktadir. Bu tiir
madelerin HPLC ile analizlerindeki en bilyilk problem ise duyarliliin digitk olmasidir,

Bitkisel materyallerde gaz kromatografik yontemlerle 2,4-D kalintilarimin saptanmas: konusunda
gahsan bazi aragtrmacilar kullandiklart yontemin bazi modifikasyonlarla HPLC'ye uyarlanabilecegini
bildirmektedirler {SPECHT ve TILLKES, 1981). Ayrica ¢esitli fenoksikarboksilik asitlerin serbest asit
formunda HPLC ile tayin edilmesi konusunda gelistirilen bir yontemin, bitkisel materyallerdeki 2,4-D
kalintilatinin belirlenmesinde de kullamlabilecegi ileri siirilmektedir (ROSEBOOM ve aik., 1982).

Bu galiymanmn amaci, daha énce SPECHT ve TILLKES (1981) tarafindan bitkisel materyallerdeki
cegitli fenoksikarboksilik asit kalntilarinin belirlenmesi amaciyla gelistirilen ve domatesler igin nygun oldugu
da yapilan 6n denemelerle saptanan gaz kromatografik yontemin modifiye edilerek, domateslerdeki 2,4-D
kalntilarmun HPLC ile saptanabilmesi olanaklarmin aragtirilmasidir,

MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Aragtirma materyali; Denemelerde Ankara piyasasindan yaz aylarinda saglanan, 2,4-D
uygulanmamig tarla domatesleri materyal olarak kullamImigtir, Domates drnekleri analiz edilinceye kadar,
polietilen torba iginde -18 C'deki dondurucuda muhafaza edilmistir.

Kimyasallar ve diger yardimet maddeler: Denemelerde kullanilan tiim organik ¢oziiciler HPLC
kullanimi igindir. 2,4-D standart ¢ozeltileri 0,5, 1, 2, 3 ve 4 ng/ul konsantrasyonlarinda olacak sekilde 1000
ng/ul'lik stok ¢bzeltiden izopropil alkol:su (75:25, v/v) kargim i¢inde hazirlanmastr,

Yontem

Cabgmada Varian Star model likit kromatografi cihazi kullamlmigtir, Bunun igin izokratik
galigmalarda Varian 9001 model ve gradiyent cabgmalarda 9010 model pompa, Rheodyne model 7125 alti
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yollu, 10 4 kapasiteli 6rnek tutma hiicresi bulunan enjeksiyon valfi ve 280 nm‘de ¢aligtirilan Varian 9050
model, dalga boyu ayarlanabilir UV-VIS dedektor ite baglanmigtir. Calismada paslanmaz ¢elikten yapilms,
15 cm x 4,6 mm (i¢ ¢ap) boyutlarinda, oda sicakhginda ¢aligan, 5 pm partikiil bityiikligiindeki oktadesil
(Cye) gruplan ile doldurulmug kolon kullamlmistir. Kolon, analizden 6nce en az 2 saat mobil faz ile
kondisyonlanmigtir. Ayrica analitik kolonun kullanim émriinii uzatmak igin hat iizerine 4 cm x 4,6 mm i
¢ap boyutlarnda bir koruyucu kolon monte edilmistir. Kromatografik sonuglar Varian 4400 model
integrator ile kaydediimigtir,

2,4-D tayini i¢cin mobil faz secimi; Arastrmanin baglangicinda izokratik pompa ile ¢ahgilmig ve 3
ayr1 mobil faz kullanilarak, HPLC de standart gozeltilerde 2,4-D tayini yapilmistir. Kullanilan mobil fazlarin
bilegimleri soyledir:

1.0,001 M PO,? ve 0,005 M hegzadesiltrimetilamonyumbromid (setrimit) igeren metanol: su {75:25,
v/v) kangim1 (ROSEBOOM ve ark., 1982)

IL. Asetonitril: %2 asetik asit igeren su (75:25, v/v) kangmu (LARSON ve HOUGLUM, 1991)

HI. Asetonitril: %2 asetik asit igeren su (50:50, v/v) karigim
Caligmaya daha sonra gradiyent pompa ile devam edilmis ve agagida verilen gradiyent program
kultanmilogtzr:

t =0. dak. t =3. dak, t =7, dak.
Asetonitril %40 %50 %50
%2 asetik asit %60 %50 %50

Kullanilan mobil fazlarm pH deperleri Schott CG 840 model pH-metre ile olgitlmiig ve
sonuglar Cizelge 1'de verilmistir.

Cizelge 1. Arastirmada Kullamlan Mobil Fazlara Ait pH Kullanilan mobil faz karigtmlarimin 1,0 ve

Degerleri 1,5 ml/dak akig hizlarinda 24-D  tayinine

Mobil Faz oH e;kileri a‘rz_1§t1rllm1§t1r. Ayrica 24-D ‘ar{alizle—

rinde en iyi sonuglarin alindig asetonitril : %2

Metahol: Squ0,00l M PO‘,'i, 0,00.; M Setrimit;75:25) | 5,62 asetik asit iceren su karigim1 (50:50, v/v) ile

Asetonitril: % 2 asetik asit (75:25 3,50 BRI TIRE .

Asctonitril: % 2 asetik asit (50:50) 3,00 tekrar e_dl'lcb_ﬂ"lflf df{?emetller ! fﬁ'lmﬁt‘;‘ oD

Asetonitril: % 2 asetik asit (gradiyent) 2,80-3,00 Dowmates  Sruelder.nde  kahnti 2,4-

miktarinin belirlenmesi: Bu amagla, SPECHT
ve TILLKES (1981) tarafindan bitkisel
materyallerde GC yardimiyla 2,4-D tayini i¢in 6nerilen yontem once higbir farkhilik yapmadan oldugu gibi
uygulanmig ancak orneklerde metilasyon yapilmamistir. Daha sonra elde olunan sonuglar incelenmis ve
bu konudaki diger kaynaklar da gozoniine alinarak belirtilen yontemde bazi degigiklikler gerceklestirilmigtir.

Once parcalanmig domates drneklerine 0,0 (kontrol), 0,5 ve 4,0 mg/kg olacak sekilde 2,4-D ilave
edildikten sonra SPECHT ve TILLKES (1981) tarafindan 6nerilen yontem geregince drnekler temizlenmis,
ardindan esterifikasyon uygulanmadan HPLC yardimyla 2,4-D tayini yapilmugtir. Bu yontemde yapilan tiim
degigiklikler ve yontemin uygulamgi akim semas) halinde $ekil 2de verilmistir. SPECHT ve TILLKES
(1981) tarafindan yegil bitkilerde 2,4-D igin 2,4-DME formunda gaz kromatografik olarak tayini yontemi
oncelikle dogrudan kullarulmig (Sekil 2de A yolu) ancak drneklerde metilasyon uygulanmadan dogrudan
24D'nin HPLC'de miktar tayini gergeklestiriimistir. Diger taraftan akim semasmda baz1 degigiklikler
uygulanarak (B yolu) érneklerde 2,4-Dénin serbest asit formunda HPLC'de analizi yapilmigtir. B yolu iie
cahgildiginda daha iyi sonug alindigindan domateste geri kazanma denemelerinde bu akim semasima gore
gabgtlmigtir.

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bitkisel materyallerdeki 2,4-D kalint1 diizeyinin belirlenmesinde ¢ogunlukla GC kullanilmaktadir. Ancak
2,4-D ve diger fenoksikarboksilik asitler gibi yitksek polariteye sahip bilegiklerin gaz kromatografik olarak
analiz edilebilmeleri icin mutlaka esterlegtirilmeleri gerckmektedir. HPLC kullanildiginda ise bu bilesiklerin
csterlegtirme yapilmadan serbest asit formda analizleri mimkiindiir. Asagrda farkli mobil faz
kombinasyonlari ve akig hazlarinm standart ¢ozeltilerde, asit formda 2,4-D tayinine etkileri verilmektedir.
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Izokratik 0,001 M PO 2 ve 0,005 M setrimit igeren metanol:su (75:25, v/v) kangminmin etkileri

Mobil faz olarak 0,001 M PO,? ve 0,005 M setrimit iceren metanolisu (75:25,v/v) kargimi
kullamldiginda yayvan bigimli 2,4-D pikleri elde edilmigtir. 0,5 ng/pl konsantrasyonunda pik gzlenmesine
kargilik, 1 ng/gd‘nin altinda duyarhhgim digiik oldugu saptanmugtir. Tayin edilebilen en diigiik 2,4-D miktar
yaklagik 0,5 ng/d 2,4-D olarak tespit edilmistir.

Lokratik asetonitril: %2 asetik asit
iceren su (75:25, v/v) kangwumn
etkileri

Asetonitril: %2 asetik asit igeren
1 su (75:25, v/v) karnigimi mobil faz
, . olarak kullanildiginda keskin ve dik

IASPion ite homogenizasyon | pikler elde edilmigtir, Ancak bu kez

de 2,4-D pikinin diger piklerden
ayriima derecesinin diisitk oldugu ve
1 ng/pl‘nin  alinda duyarlihgm
distiigh gozlenmistir.

Ianlonnetan ile ekstraksiyon _l

A yolu B yolu

]

t_OB N NaQH ite ekslraksx);;;q .
Lzokratik asetonitril: 902 asetik asit
iceren su (50:50, v/v) kangmunin
etkileri

Filtrasyon

Konsantrasyon (2 mi}

Elilasetat:siklohekzan ile Amberlile XAD-2 kaloni ~fa
15 ml' ye tamamlama temizleme (Elual 2)

i Pik sekli ve ayrilma derecesi
Q"%?Sﬂ“nfp’iéﬂj tglonunda agisindan yiiriitillen ilk denemelerde
[ asetonitril: %2 asetik asit iceren su
%4'li% NaHCO3 ite ekslraksiyon l . (50:50’ V/V) kar1§1mmm mobil faz
' olarak kullamlmasiyla iyi sonuglar
. elde edilmigtir. Ayrica bu mobil faz
karigimimin kullanimasi ile diger
karigimlara oranla duyarhhigin da
Konsantrasyon o yitksek oldugu goriilmiigtiir. Bu
mobil faz karigim ile duyarliligin 0,5
ng/uPden daha disik oldugu
saptanmigir. Akiy hzmm 1,5
mi/dak diizeyine gikarlmasiyla, 1,0
ml/dak akiy hizinda gorillemeyen
bazi piklerin  de bulundugu
saptanmugtir. Asetonitril: %2 asetik asit iceren su (50:50, v/v} kangim kullamlarak 1,0 ve 1,5 ml/dak akig
hizlarinda elde edilen 2,4-D kromatogramlar: Sekil 3 ve Sekil 4‘de verilmistir.

Denemelerde keskin ve iyi ayrilmig piklerin elde edilmesi, duyarlihgm yiksek olmasi vaninda
istatistiksel analiz sonuglar: da bu mobil faz karigmunin 2,4-D tayinindeki etkinligini ortaya koymaktadir.
Istatistiksel analiz sonuglarina gore 1,0 ve 1,5 ml/dak akig hizlan igin konsantrasyon ile pik yitksekligi
arasindaki iliski Onemli bulunmug (p<0,05) ve korelasyon katsayisi yitksek ¢ikmugtir, Elde edilen 2,4-D
standart egrileri Sekil 5de verilmistir.

Asetonitril: %2 asetik asit igeren su (50:50, v/v) karigimi kullamldxgmda tekrar edilebilirlik diizeyinin
belirienebilmesi amaciyla analizler yaklagik bir ay ara ile tekrar edilmistir. 1,0 ml/dak akig hzinda tekrar
edilebilirligin yitksek oldugu saptanmigtir. Buna kargihk 1,5 ml/dak akig lzinda ikinci kez yiriitilen
denemelerde 2,4-Dfnin aynilma dilzeyinin oldukc¢a digtingii goriilmiis ve 1 ng/ul 2,4-D iceren érnekler
chginda ayrilmamn yeterli olmadif saptanmigtar.

[Diklarmetan ile ekstraksiyon |

I |zopropil atkoksu{75:25, viv) iginde gozme

Sekil 2. Domateslerde kalinty 2,4-D tayini igin kullamtan yontemlerin alam gemas:
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Alag hizi=1,0 ml/dak,
(a) 0,5 ng/ul,

(b) 1 ng/pl,

(¢) 2 ng/ul,

(d) 3 ng/ul,

(¢) 4 ng/ul

=}
Sekil 3. 24-D kromatogramlar. Mobil faz: {zekratik
aselonitril: %2 asetik asit iceren su (50:50, v/v)
karignmi.
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Sekil 4. 2,4-D kromatogramlart. Mobil faz: fzokratik

asetonitril : %2 asetik asit iceren su (50:50, v/v)
karigin,

Konsantrasyon {ng/pl)

Sekil 5. 244-D kalibrasyon egrisi. Mobil faz olarak izokratik asetonitril : %2 asetik
asit igeren su (50:56, v/v) kanigmn kellamlnugtr. (a) Alas = 1,0

bir sekilde clde edildigi goriilmiigtiir. Ancak ¢ozeltideki 2,4-

etkilenmis ve piklerin netligi azalmigtyr.

{}]

O]

Alug iz =1,5 mi/dak,
(a) 0,5 ng/u,

(b) 1 ng/ul,

(c} 2 ng/ul,

(d) 3 ng/ul,

(e) 4 ng/ul

Gradiyent asetonitril: %2 asefik asit
iceren su kangiminin etkileri

Zaman program Béliim 2.2.1°de
verilen gradiyent asetonitril: %2
asetik asit iceren su kargmm
kullansldiginda izokratik karigimlara
oranla duyarhligm daha yitksek
oldugn gbzlenmigtir. 0,5 ng/llik
24D piki izokratik karigimlarm
gogunda keskin ve dik bir gekilde
gozlenemezken, gradiyent karigim
ile 0,5 ng/uklik 2,4-D pikinin de net

D miktart artttkca ayrilma diizeyi olumsuz
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Bu cahigmada 2,4-D*nin serbest asit formunda HPLC ile analizinde pik gekli ve ayrilma diizeyi agisindan
en iyi sonuglar 50:50 (v/v) oramindaki izokratik asetonitril; %2 asetik asit igeren su kangimu ile elde edilmis-
tir. Ancak akig hizimin 1,0 ml/dak‘dan 1,5 ml/dak‘ya gkaritmasi, 2,4-D analizlerini olumsuz etkilemistir,

2,4-Dnin domatesten % geri kazanma oraniun belirlenmesi

. 60 -
€

3 50{

5

X 30 .

2 2.

i 10 »

Y T
0 100 200 300 400 500

Kolona enjekte edilen drnek
miktari {ng)

Sekil 6. Kantitatif analizlerde kullamilan
24-D standart efrisi (xr= 0,9996,
p<0,05)

Geri kazanma oranlanmn belirlenebilmesi amactyla, 2,4-D

" uygulanmadan yetigtirilen tarla domateslerine izin verilen ve duua

yitkksek dozlarda olmak iizere 2,4-D ilavesi yapiinugtir. Bunun igin
pargalanmig domates drneklerine 0,5 ve 4 mg/kg olacak Sekilde 2,4-D
lave edilerck % geri kazanma oranlan belirflenmigtir. 2,4-D ilave
edilmemig 6rnek kontrol olarak kullamlmugtir, Ekstraktin HPLC de
analizinde en iyi ayrilmig 2,4-D pikleri asetonitril: %2 asetik asit igeren
su (50:50, v/v) kanigimi kullamidiginda elde edilmigtir. Bu nedenle
kantitatif analizlerde mobil faz olarak asetonitril: %2 asetik asit iceren
su (50:50, v/v) karigimi kullamlmigtir, 0,5 ve 4 mg/kg diizeylerinde 2,4-
D ilave edilmig domateslerden elde edilen ekstraktlar igindek: 2,4-D
konsantrasyonunun 5-50 ng/gl araliginda oldupu saptanmigtir. Bu
nedenle kantitatif analizlerde kullanslmak {izere 0-50 ng/ul
konsantrasyon arabiginda 2,4-D standart egrisi hazirlanmugtir. Bu
standart egri Sekil 6‘da verilmigtir.

Farkh diizeyde 2.4-D ilave edilen domateslerle yiiriitiilen denemelerde

2,4-D’ nin geri kazanma orammn da farkh oldugu gozlenmistir. Denemelerde elde edilen % geri kazanma

oranlar: Cizelge 2‘de verilmistir.

Cizelge 2°de de gorildiigii gibi domatese ilave edilen 2,4-D miktari, bagka bir deyigle domatesteki 2,4-D
miktan artttk¢a geri kazanma oraminda dnemli diizeyde bir azalma olmakta ve ybntemin duyarlilips

diigmektedir.
Cizelge 2. Domateste farkh ilave diizeylerinde 2,4-D icin eide edilen % geri kazanma oranlan
Tiave dilzeyi 25 g Ornekteki 24-D miktann |- Geri Kazamlan 24-D miktan Geri Kazanma
Mg/kg) (ng) (ng) (%)
0,5 12500 11324-11705 90,6-93,6
4 100500 62860-76646 62,85-74,65

B yolunda agikianan
ybnteme gore 0,5 ve 4 mg/kg
ilave diizeyleri igin elde
edilen 6rnek  kromatog-
ramlar1 swrasiyla Sekil 7de
verilmigtir,

Daha 6nce de belirtildigi
gibi  turunggil meyveleri
harig, diger taze meyve ve
sebzelerde bulunabilecek
maksimum 24-D miktan bir-
¢ok ilkede 0,2 mg/kg diize-
yinde oldugundan temizleme

a o

yontemlerinde bagaril: olunsa
bile HPLC nin analiz duyark-
hixn bu gahgmalar igin yeterli
bulunmamigtur,

‘ (a (1)

(a) 0,5 mg/kg, (b) 4 mg}kg. Mobil faz: 1,0 ml/dak akig hizindaki asetonitril: %2 asetik asit
iceren su kanigimu (50:50).

Sekil 7. Ornek kromatogramm
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