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ONSOZ

Son yillarda memelilerde daha az toksikasyon yapmasi nedeniyle neonikotinoid pestisit tiirii
bitki koruma {rlinleri kullaniminda bir artis goriilmektedir. Ancak yeni gelistirilen
neonikotinoid pestisit tiirti bitki koruma {riinleri, memelilerde ve kuslarda daha az
toksikasyon yapmasina karsin, ar1 ve diger bocek tiirlerinde daha fazla toksik etkilere neden
olmaktadir. Bu tiir neonikotinoid pestisitlerin, ar1 koloni saglig1 tizerinde olumsuz etkilerini

gosteren bir¢ok calisma yayinlanmistir.

Bal arilari, ¢evrede kullanilmis olan bitki koruma tirlinleri gibi toksik maddelerin varligini

ortaya ¢ikarabilen biomarkerlar olarak kabul edilmektedir.

Bu ¢alisma, Tekirdag ili ve bagl ilge merkezlerinde neonikotinoid pestisit tiirii bitki koruma
diriinlerinin kullanimini ortaya g¢ikarmak ve olast ar1 koloni sagligi iizerindeki etkilerini

arastirmak amaciyla toplanan 33 adet bal 6rneklerinde gergeklestirilmistir.

Bu proje, Namik Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan NKUBAP.00.23.AR.14.05 Protokol No’su ile desteklenmis, toplanan bal
orneklerinin analizleri, Namik Kemal Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar
Uygulama ve Arastirma Merkezi Enstriimantal Analiz Laboratuarinda mevcut olan Yiiksek
Basingli  Likit Kromatografisi  Kiitle = Spektrometri (HPLC-MS/MS)  cihazinda

gerceklestirilmistir.

Projeye destek veren Namik Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimine ve Namik Kemal Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve
Arastirma Merkezi Enstriimantal Analiz Laboratuarinda c¢alisan uzman arkadaslarima

tesekkiir ederim.

Yard. Dog. Dr. Nurullah OZDEMIR



OZET

Tekirdag Ili Cevresinde Toplanan Bal Orneklerinde Neonikotinoid Pestisit

Kahintilarimin Arastirilmasi

Proje kapsaminda, Tekirdag ili ¢evresinde toplanan bal orneklerinde neonikotinoid pestisit
kalintilarinin  arastirilmas1 amaclanmistir. Tekirdag ve bagl ilce merkezlerindeki bal
tireticilerinden 33 adet bal 6rnegi toplanmistir. Toplanan bal 6rnekleri, likit-likit ektraksiyon
yontemi kullamilarak ekstrakte edildikten sonra, analizler Namik Kemal Universitesi Bilimsel
ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezindeki Yiiksek Basingli Likit
Kromatografi-Kiitle Spektrofotometri (HPLC-MS/MS) cihazinda gerceklestirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, analizi gergeklestirilen ballarda, maksimum kalint1 limiti tizerinde

herhangi bir neonikotinoid pestisit kalintis1 tespit edilmemistir.

Anahtar kelimeler: Bal, HPLC-MS/MS, Kalint1, Neonikotinoid pestisit, Tekirdag,



ABSTRACT

Investigation of Neonicotinoid Pesticide Residues In Honey Samples Collected Around

Tekirdag Province

In this project, the honey samples collected around Tekirdag province aimed to investigate the
neonicotinoid pesticide residues. 33 honey samples of honey producers in Tekirdag and its
districts were collected. The collected honey samples, then extracted using liquid-liquid
extraction methods, analysis Namik Kemal University in Scientific and Technological
Research and Application Research Center of High Pressure Liquid Chromatography-mass
spectrometry (HPLC-MS / MS) was performed on the device. According to the obtained
results, the analysis carried out in the honey, the maximum residue limit has not identified any

neonicotinoid pesticide residues.

Keywords: HPLC-MS/MS, Honey, Neonicotinoid pesticide, Residue, Tekirdag.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1 Neonikotinoid Pestisitler

Neonikotinoidler, MSS’nde nikotinik asetilkolin resporlerine baglanarak nikotin benzeri
uyarici etkiler gosteren insektisitlerdir. Nikotinik reseptorler, memelilerde hem merkezi hem
de periferik sinir sisteminde bulunurken, boceklerde sadece merkezi sinir sisteminde bulunur.
Neonikotinoidler, boceklerde merkezi sinir sistemi reseptorlerine memelilere gore daha siki
ve geri doniisiimsiiz bir sekilde baglanir. Bu nedenle kuslar ve memeliler tizerinde toksik
etkileri, boceklerden daha diisiik toksisiteye sahip olmakla birlikte, baz1 yikimlanma iiriinleri
toksiktir [1]. Bu grupta; imidacloprid (diinyada en yaygin kullanilan), asetamiprid, klotiyanid,

nitenpiram, nitiazin, tiyakloprid, ve tiametoksam yer almaktadir [2].

Neonikotinoidlerin kullanimmna bagli olarak goriilen olumsuz ekolojik etkiler, ar1
kolonilerinde ve bdcek popiilasyonunda azalma ve buna bagl olarak kuslarin sayisindaki
azalma gibi nedenlerle, Avrupa Birligi ve diger iilkelerde kullanimina kisitlama ve

yasaklamalar getirilmistir [3].

Son yillarda Neonikotinoidler 120°den fazla iilkede ruhsatlandirilmistir. 2008 yili verilerine
gdre 1.5 milyar € ciroluk insektisit pazarinda %24 oraninda paya sahiptir. Ozellikle tohumlar
icin kullanilan insektisitler arasinda satiglarin %80°’1 neonikotinoidler teskil etmektedir. 1990
yilinda piyasaya ilk girdiginde 150 milyon € olan pazar pay1, 2008 yili itibariyle 957 milyon €

ciroya ulagmistir [4].

1.2. Neonikotinoid Pestisitlerin Kullanim
Neonikotinoid insektisitler, ABD’de musir ve kanola tiiretiminde %95 oraninda, soya
iretiminin yarisinda, seker pancari, sorgum ve pamuk iiretiminin biiylik bir kisminda, ayrica

sebze ve meyve liretiminde, piring, findik ve saraplik {liziim tiretiminde de uygulanmaktadir

[5].

Imidakloprid, topraktaki emici boceklere karsi etkili bir maddedir, ayn1 zamanda evcil
hayvanlarda pire ile miicadele de kullanilmaktadir. Diinyada en yaygin olarak kullanilan
neonikotinoid pestisittir [6]. Tahil, pamuk, bugday, baklagiller, patates, baz1 meyveler, ¢im ve
sebze gibi yaprakli bitkilerde yaprak tedavisinde, toprak, tohum, aga¢ ve hayvanlardaki zararl
boceklere karsi da uygulanmaktadir. Ayrica sulama sistemine de katilarak uygulanabilir.
Sudaki kontrollii salinim formulasyonlari, suda %50’sinin salinimi 2-10 giin igerisinde

gerceklesmektedir [7].



Zararli miicadelesinde, neonikotinoid tohum tedavilerinin faydasi, dikim zamanlamasina ve
haserelerin ulasimina baglidir. Neonikotinoid tohum tedavilerinde, zararli miicadelesi i¢in
herhangi bir yarar gériinmemektedir [8]. Soya fasulyesinde, neonikotinoid tohum tedavisi,
soya bitine kars1 etkili degildir, ¢ilinkii dikimden 35-42 giin sonra bilesikler yikimlandiginda,
soya biti heniiz mevcut degildir veya zarar verebilecek populasyona ulasmamustir [8, 9, 10].
Neonikotinoid tohum tedavleri, ge¢ ekilen alanlarda veya erken biiyiime sezonlarinda genis
enfestasyonlarin goriildiigii alanlarda verimi koruyabilir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
soya zararlilaria karsi toplam verim kazancglar dikkate alindiginda, neonikotinoidlerin tohum

tedavileri yerine yaprak boceklerine karst kullanimi 6nerilmektedir [8].

1.3. Tarihge

Nikotinik bilesikler, baslangi¢ c¢alismalarinda insektisit etki bakimindan basarili degildi.
Purdue Universitesi’nde bir kimyaci tarafindan sentezlenen nithiazin én maddesinin, Shell
arastirmacilari tarafindan yapilan bir taramada insektisit potansiyelinin oldugu tespit edilerek
nithiazin maddesi gelistirildi. Nithiazin, organik fosforlu ve karbamat insektisitlerin aksine
asetilkolinesterazi inhibitori olarak hareket etmez. Nithiazin, memelilerde diisiik toksisite gibi
istenilen Ozeliklerde olmasina karsin, 1s1ga karst duyarli oldugu i¢in ticari alanda uygulama

alan1 bulamamustir [11].
[lk ticari neonikotinoid, 1985 yilinda Bayer tarafindan patenti alinan imidakloprid’tir [12].

Neonikotinoidlerin ¢ogu suda ¢oziiniir ve c¢evrede yikimlanmasi yavastir, bdylece bitki
tarafindan alinir ve bitki biiyilidiikge boceklere karsi koruma saglanmis olur. 1990’11 yillarin
sonlarinda pestisitlerin bu sinifi, 6zelikle imidakloprid, yaygin bir sekilde kullanilmistir.
2000’11 yillarin baslarinda, diger iki neonikotinoid, klotianid ve tiametokzam pazara girmistir.
2013 yili itibariyla Amerika’da ekilen tiim muisirlar, bu iki neonikotinoid ile islem gormiis
durumdadir. 2014 yili itibartyla soya ekim alanlarmin yaklagik ticte birinde, genellikle
imidakloprid veya tiametokzam tiirii neonikotinoid insektisit ile islem gormiis tohumlar

kullanilmigtir [13].

1.4. Toksisite

1.4.1. Ani kolonilerinde kayiplar

2006 yilinda an kayiplarindaki dramatik artig, ar1 koloni saghigmi etkileyen potansiyel
faktorler konusunda ilgi uyandirmistir [14]. Neoikotinoidler, bir¢ok bocek tiirii igin diisiik
toksisiteli olarak tanitilmig, ancak son arastirmalarda diisiik temas diizeylerinde bal arilar1 ve

diger faydali bdcek tiirleri i¢in potansiyel toksik etkili oldugu oOne siriilmiistiir.
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Neonikotinoidler, arilarin gida kaynaklarina ulasma yollarim1 6grenme ve hatirlama gibi
beslenme amaclh ugus kabiliyetlerini etkileyebilmektedir. Neonikotinoid maruziyetine bagli
letal ve subletal etkilerden ayri olarak, akarlar ve diger patojenlerle kombinasyonlar1 da
arastirtlmaktadir [15]. Neonikotinoidler, kralige {iretimi ve ar1 koloni biiyiimesinde zararli

etkilerden sorumlu olabilirler [16].

Arilar i¢in Onceden tespit edilemeyen maruziyet yollar arasinda nektar, polen ve kiigiik
partikiiller sayilabilir [17]. Koloni ¢okiis bozuklugunun primer semptomu, arilarin sub-
nanogram diizeylerde toksisiteye bagli letalite olusmaksizin kovana doniislerin basarisiz

olmasidir [18].

Neonikotinoid pestisitler, toprakta ve sulama kanallarinda kalici oldugu ve gevresel

kirlenmeye neden oldugu bir arastirmada ortaya konmustur [19].

2012 yilinda yapilan bir arastirmada, tarim alan1 yakinlarina konuslandirilan kovanlarin
etrafindaki Olii arilarda, tiametoksam ve klotianidin saptanmistir. Kovandaki diger arilarda,
kasilmalar, hareketlerde koordinasyon bozuklugu ve kasilmalar gibi insektisit zehirlenmesinin
tiim belirtileri goriilmiistiir. Neonikotinoid insektisitlerle islem goérmiis tohumlarin ekildigi
topraklarda ve bu alanda yetisen bitkilerin ¢iceklerinde iki yi1l boyunca diisiik diizeylerde
kalmtilar bulanabilir ve bu kalintilar arilar tarafindan kovana tasinabilir. Insektisitlerle islem
yapilan tohumlar, ¢evreye salinimi kontrol etmek i¢in yapiskan bir maddeyle kaplanir, daha
sonrada makine ile dikimi kolaylastirmak i¢in bir talk ile kaplanir. Bu talk, bliyiik miktarlarda
cevreye salinmig olabilir. Cevreye salinan talklardaki insektisit diizeylerinin, arilar igin letal
dozun yaklasik 700 000 kat kadar fazla oldugu tespit edilmistir. Insektisit igeren talklar, o
kadar yogundur ki bitkilerin cigeklerindeki kiiciik miktarlar bile arilar1 oldiirebilir yada
kontamine polenlerin kovana tasinmasina neden olabilir. Testler, neonikoinoid pestisitlerin,
polenlerle kovanlara tasindigini, yaklasik 100 ppb altindaki diizeylerin pozitif kabul edildigi,
bu miktarlarin akut toksisite i¢in yeterli olmadig1 ancak yeter miktarda tiiketen arilar igin

oldiiriicii olabilecegini gostermistir [20].

2013 yilinda yapilan bir ¢calismada, neonikotinoidlerin genel kullanim miktarlarinin arilar
icin zararli oldugu ve acilen giivenli alternatiflere ihtiya¢ oldugu sonucuna varilmistir [21].
Yine ltalyan arastirmacilar tarafindan yapilan bir calismada, neonikotinoid insektisitlerin
arilarin immun sistemini bozabilecegi ve bu durumda normalde viral etkenlere direncli olan

arilarin, viral enfeksiyonlara duyarli hale geldigi belirtilistir [22].



1.4.2. Diger yaban hayati iizerindeki etkileri

2013 Mart ayinda, American Bird Conservancy’de yayimlanan 200’e yakin bir makale
yorumlarinda, kuslar akuatik omurgasiz canlilar ve diger yabani hayat tizerindeki toksik
etkilerinden dolayr tohum islenmesinde neonikotinoid pestisit kullaniminin yasaklanmasi

cagrisinda bulunulmustur [23].

Nature dergisinin Temmuz 2014 sayisinda, Hollanda’da neonikotinoid insektisit kullanimi
ve bazi kus popiilasyonlarindaki azalma arasinda korelasyon gozlemlendigi caligmada,
cevresel orneklerde tespit edilen neonikotinoid insektisit diizeyleri ile bocek yiyen kuslarin
popiilasyonlarindaki azalma arasinda giiclii bir korelasyon oldugu gosterilmistir. Ayni
sayidaki diger bir editdr, neonikotinoid pestisit kullanimina bagli olarak kus sayisindaki
azalma arasindaki olas1 baglanti bulunmustur ki bu endise verici bir durumdur. Neonikotinoid
bilesiklerin kalici (yarilanma omrii 1000 giin) oldugu ve dogrudan diisiik toksik etkileri
nedeniyle, kus sayisindaki azalmanin muhtemel sorumlusu olarak, bu bilesiklerin ¢evreye
yaygin bir sekilde dagilmasi ve kuslarin besin kaynagi olan bdceklerin tilkenmesi olarak

gosterilebilir [24].

2. MATERYAL VE METOT

2.1 Kimyasallar ve Standart Maddeler

a) Neonikotinoid pestisit standartlari: Imidacloprid (%99.9), asetamiprid (%99.9),
klotianidin (%99.9), nitenpiram (%99.9), tiyakloprid (%99.9), dinotefuran (%98.8) ve
tiametoksam (%99.6). Standart maddeler, Sigma-Aldrich firmasindan sertifikali olarak
alinmistir, her bir standart maddenin saflig1 %98.8’in tizerindedir.

b) Internal standart: Klotianid-d; Sigma-Aldrich firmasindan sertifikali olarak
alinmigtir, standart maddenin saflig1 %97 nin tizerindedir.

c) Asetontiril: Analiz amagh, Fluka

d) Diklorometan: Analiz amagl, Merck

e) Asetik asit (glacial): %100, Anhidri, analiz i¢in, Merck

2.2. Cozeltiler ve Standart cozeltileri
a) Mobil faz A: Asetonitril
b) Mobil faz B: Asidifiye su (%0.2 Asetik asit): 1 L balon joje igerisine 2 mL asetik asit
almir ve 1 L ¢izgisine kadar distile su ile tamamlanir.
C) Mobil fazlar hazirlandiktan sonra 15 dakika ultrasonik banyoda bekletilerek degaze
edildi.



d)

9)

h)

Stok Standart ¢ézeltisi (So): Her bir standart maddeden ayr1 ayr1 olmak tizere, 10
mL’lik balon jojelere 10 mg tartildi ve tlizeri 10 mL c¢izgisine kadar metanolle
tamamlandi. Biitiin stok standart ¢ozeltiler, -18 °C’de muhafaza edildi.

So-Calisma standart ¢cozeltisi (10 ug/mL): Her bir stok standart ¢ozeltiden 0.1 mL
alinarak tlizeri metanolle 10 mL’e tamamlandi. Calisma standart ¢ozeltileri buzdolabi
sicakliginda muhafaza edildi.

S4-Calisma standart ¢ozeltisi (0.1 ug/mL): S, ¢alisma standart ¢ozeltisinden 0.1 mL
almarak iizeri metanolle 10 mL’e tamamlandi. Bu ¢6zelti ayn1 zamanda HPLC-
MS/MS dedektorde, standart maddelerin tanimlanmasinda kullanildi.

Standart spike ¢ozeltisi karisggmi: Her bir referans standart maddenin baldaki
Maksimum Kalint1 Diizeylerine uygun olarak, konsantrasyonlar: klotianidin,
dinotefuran, nitenpiram, tiametoksam 10 pg/kg, asetamiprid ve imidakloprid 50 pg/kg,
tikloprid 200 pg/kg diizeyinde hazirlandi. Bu amagla, Klotianidin, dinotefuran,
nitenpiram, tiametoksama ait S, standart ¢alisma ¢ozeltisinden 1 mL, asetamiprid ve
imidaklopride ait S4 standart ¢alisma ¢ozeltisinde 5 mL, tiaklopride ait S, standart
calisma ¢oOzeltisinde 0.2 mL alinarak tizeri metanolle 10 mL’e kadar tamamlandi.
Internal standart ¢ézeltisi: internal standart olarak kullanilan clotianidin-ds’e ait S

caligma standart ¢ozeltisi kullanildi.

2.3. Ekipman

a)
b)
c)
d)
€)
f)
9)

Mutireaks (Coklu karistirict) (Heidolph Instruments, Germany)

Ultrasonik banyo

Santrifiij

UHPLC sistem. Eksigent, ekspert UltraL.C 100.

Analitikal kolon; Agilent Proshell 120 SB:C18 2,7um 100x3,0 mm.
Tandem quadrapol mass spectrometer (MS/MS). —AB Sciex 3200 QTRAP
Software: Analyst 1.6.1

2.4. Orneklerin Toplanmasi

Bal ornekleri, bal hasadinin tamamlanmasinin ardindan Ekim ve Kasim aylari icerisinde

Tekirdag ili merkez ve bagh ilge merkezlerindeki bal iireticilerinden 33 adet bal G6rnegi

toplanmustir. Orneklerin dagilimi tablo 1°de gosterilmistir.
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Tablo 1:Bal 6rneklerinin alindig ilgeler

Alindig1 yer Alman miktar
Tekirdag Merkez 4
Cerkezkoy 10
Corlu 3
Saray 6
Hayrabolu 3
Sarkdy 4
Malkara 3
Toplam 33

2.5. Orneklerin ektraksiyonu

Bal orneklerinin ektraksiyonu amaciyla Jovanov P. ve ark. (25) kullandigi ekstraksiyon
metodu kullanildi. 2 g bal numunesi 15 mL PPE tiiplere alinarak tizerine 100 uL internal
standart ilave edildi. 0.5 mL asetonitril ve 2.0 mL diklorometan ilave edildi. 1 dakika
vortekste karigtirildi, 10 dakika ultrasonik banyoda bekletildi, tekrar 1 dakika boyunca
vortekste karistirildi. Daha sonra 2500 rpm de 5 dakika santrifiij yapilarak iist faz alindi. Azot
akimi altinda 40 °C’de uguruldu. 0.2 mL mobil faz A/B (50/50) karisimi ile ¢ozdiiriildii ve 2

dakika vorteksle karigtirildi. 0.22 p enjektor filtrelerden gegirilerek insort viallere aktarildi.

2.6. UHPLC Sartlarn
UHPLC, direkt kiitle spektrofotometri dedektoriine bagl olarak calismaktadir. Mobil faz

gradient akis programi tablo 2’de gosterilmistir. Analitik ayirim igin Agilent Proshell 120
SB:C18 2,7um 100x3,0 mm. kolonu kullanild1. Akis hiz1 0.3 mL/dakikadir.

Tablo 2: Mobil faz gradient akis programi

Zaman | Mobil faz A (%) | Mobil faz B (%) | Akis iz
00:00 80 20 0.30
01:00 80 20 0.30
01:10 50 50 0.30
03:30 50 50 0.30
03:40 80 20 0.30
06:00 80 20 0.30
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2.7. MS/MS Sartlari

Kiitle spektrofotometri dedektorii olarak AB Sciex 3200 QTRAP (AB Sciex, Foster City,
USA) kullanildi. Tyonizasyon, pozitif iyon modunda ve elektrosprey ionizasyon (ESI) modiilii
kullanilarak gergeklestirildi. Tarama tipi, MRM (Multiple Reaction Monitoring) olarak
ayarlandi. Kapillar voltaj 5500 V, azot gazinin kullanildig1 nebuliser gaz (7 psi), curtain gaz
(30 psi), heater gas (50 psi) ve collision gas (50 psi) olarak ayarlandi. TurbolonSprey
modiiliiniin sicakligi 400 °C’de sabitlendi. Analite bagimli parametreler; DP (declustering
potansiyeli), CE (carpigsma enerjisi) ve CXP (hiicre ¢ikis potansiyeli) i¢in her bir standart
maddenin S2 ¢alisma standart ¢ozeltisi kullanildi. Her bir analite ait MS/MS iyonlari, tutunma

stiresi (RT) ve diger enstrument parametreleri tablo 3’te gdsterilmistir.

Tablo 3: MS/MS dedektor parametreleri ve tutunma zamanlari (RT)

Analitler Retention Q1 Q3 DP EP CEP CE CXP
Time (Da) (Da) (volts) | (volts) | (volts) | (volts) | (volts)

129.1* 36 8 18 15 4

Dinotefuran 2.4 203.08
114.1 36 8 18 17 4
) 225.20* 36 55 16 15 4

Nitenpyram 2.8 271.12
56.00 36 55 16 49 4
211.10* 31 115 16 15 4

Thiametoxam 3.0 292.00
132.10 31 115 16 25 4
132.00* 41 7.5 14 19 4

Clothianidin 3.2 250.07
169.10 41 7.5 14 15 4

Clothianidin-d3
3.2 253.01 | 132.00 41 8 14 23 4
(1S)

Imidacloprid 290.10* 36 9 14 19 4

3.3 256.10
175.10 36 9 14 21 4
o 126.20 41 9 12 27 4

Acetamiprid 3.4 223.07
99.20 41 9 12 47 4
126.20 46 12 14 29 4

Thiacloprid 3.7 253.06
99.10 46 12 14 53 4

*Konfirmasyon iyonu
DP: Declustering potential, EP: Entrance Potential, CEP: Cell exit potential, CE: Collision
energy, CXP: Collision Cell Exit Potential
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2.8. Hesaplamalar
Tayin Limiti (LOD) ve Olgiim limiti (LOQ)’nin hesaplanmasi

0.5MRL diizeyinde 6 paralel analizler yapilarak Ol¢limlerin ortalamasi ve standart sapmasi

hesaplandi. Tayin limiti ve 6l¢iim limiti asagidaki formiile gore hesaplandi.
Tayin limiti, LOD=C+3SD

Olgiim limiti, LOQ=C+10SD

C=Standart konsantrasyonu

SD=Standart sapma

CC.Karar limiti ve  CCgtespit limitinin hesaplanmasz:
0.5, 1.0, 1.5, 2.0 MRL diizeyinde olmak iizere blank dahil 5 farkli konsantrasyon diizeyinde 6

paralel analizler yapilmis, CC,ve CCpgdegerleri hesaplanarak tablo 4’de gosterilmistir.

CCquve CCp degerleri, lineer olg¢iim araliginda olusturulan kalibrasyon grafiginden

yararlanilarak asagidaki formiile gére hesaplanmistir.
CC,=MRL + 1,64 x SDW|R, MRL
CCp =MRL + 3.28 X SDw,

Tablo 4: Neonikotinoid pestisitlerin LOD, LOQ, CC,, ve CCgy degerleri

Linearite | Tespit | Olgiim | Karar | Tespit | MRL

Analit | Kalibrsayon Limiti | Limiti | Limiti | Limiti | (EU)

g (LOD) | (LOQ) | (CCy) | (CCp) | murkg
Dinotefuran 5-20 09908 | 625 | 945 | 1074 | 1150 | 19
Nitenpyram 5-20 09984 | 815 | 1277 | 1108 | 1217 | 19
Thiametoxam | 5-20 09963 | 642 | 1272 | 1148 | 1294 | 19
Clothianidin | 5-20 09910 | 542 | 870 | 1094 | 1188 | 19

Imidacloprid |  25-100 09956 | 2663 | 36.94 | 57.18 | 6437 | 5g

Acetamiprid 25-100 09954 | 29.18 | 4320 | 56.86 | 63.73 50

Thiacloprid 100-400 0.9922 102.67 155.34 221.11 242.22 200

13




3. SONUCLAR

3.1. Metot Validasyonu
Calisma kapsaminda metot validasyonu amaciyla, selektivite/sensitivite, linearite, tespit limiti
(LOD) ve 6l¢iim limiti (LOQ), CCyve CCg degerleri, dogruluk (accuracy) ve geri kazanim

(recovery) parametreleri hesaplanmistir.

Selektivite/sensitivite: Blank ornekler farkli standart maddelerle yiikleme yapilarak analiz
edildi, tutunma siirelerinde herhangi bir interferasyon gozlemlenmedi. Metotun
selektive/sensitivite yonlinden uygun olduguna karar verildi. MRL diizeyinde yapilan

yiiklemeden elde edilen kromatogram sekil 1’de gosterilmistir.

Linearite (dogrusallik): Metodun linearitesini belirlemek amaciyla, standart maddelerin balda
tespit edilen MRL diizeyine uygun olarak 0.5, 1, 1.5 ve 2 MRL seviyelerinde 4 farkl
konsantrasyon noktasi kullanilarak 6 paralel analiz gerceklestirildi. Her bir standart maddeye
ait kalibrasyon egrileri olusturuldu. Her bir standart maddeye ait kalibrasyon egrisindeki r?

degerinin 0.9908-0.9984 arasina oldugu goriildii.

Tespit limiti (LOD) ve olgiim limiti (LOQ). Tespit limiti ve Ol¢im limitini belirlemek
amactyla 0.5 MRL diizeyinde 10 paralel analiz gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar tablo 4’te

gosterilmistir.

CC, Karar limiti ve CCpg tespit limiti: Linearite g¢alismalarindan elde edilen sonuglar
kullanilarak CC, Karar limiti ve CCg tespit limit degerleri hesaplanmis ve tablo 4’te

gosterilmistir.

Dogruluk (Accuracy): Linerite ve geri kazanim ¢alismalarindan elde edilen degerleri

kullanilarak elde edilmistir ve tablo 5’da gosterilmistir.

Geri Kazanim (Recovery): Geri kazanim oranlarinm1 belirlemek amaciyla blank numunelere
MRL seviyelerine uygun olarak 0.5, 1, 1.5 ve 2 MRL diizeyinde yiiklemeler yapilarak

analizler gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar tablo 5’da gdsterilmistir.
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Tablo 5: Neonikotinoid pestisitlerin dogruluk, geri kazanim ve iyon oranlari

) Olciilen 5 Geri
Analitler ‘I{:llill{(lg;lle deger S;zn ?ﬁ;t RSD (I,Z\gcg:lj:flzlil(l:k) Kazanim
(ort) b y (Recovery)
5 5.25 0.12 11.56 105.00 84.08
. 10 10.86 0.77 7.11 108.56 82.57
Dinotefuran
15 15.79 0.97 6.16 105.29 82.52
20 18.72 1.30 6.92 93.63 78.94
5 5.13 0.41 7.98 102.75 87.92
) 10 10.42 0.76 7.27 104.20 92.75
Nitenpyram
15 15.71 2.01 12.77 104.80 74.75
20 19.08 1.57 8.20 95.30 63.71
5 4.98 0.41 8.27 99.69 71.36
_ 10 10.03 0.98 9.75 100.25 84.50
Thiametoxam
15 15.25 1.11 71.27 101.59 78.63
20 19.79 1.63 8.21 98.74 73.02
5 5.06 0.60 11.94 101.34 63.04
10 10.13 1.11 10.94 101.31 73.65
Clothianidin
15 15.18 1.53 10.09 101.23 70.72
20 19.75 1.19 6.03 98.81 86.06
25 23.55 2.57 10.92 94.10 74.68
) ) 50 51.59 3.34 6.48 103.21 74.98
Imidacloprid
75 77.64 5.64 7.26 103.63 77.57
100 96.70 6.39 6.61 96.70 71.26
25 23.61 2.44 10.34 94.50 103.19
o 50 52.36 4.40 8.42 104.70 95.83
Acetamiprid
75 79.23 7.42 9.37 105.53 94.94
100 94.70 8.11 8.56 94.70 93.64
100 100.23 7.15 7.13 100.23 94.12
_ ) 200 209.00 19.42 9.30 104.45 92.00
Thiacloprid
300 318.00 33.70 10.60 105.99 92.21
400 377.88 40.98 10.84 94.51 90.56
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3.2. Bal orneklerinin analiz sonuclari

Bal orneklerinin analizlerinden elde edilen bulgulara goére, Maksimum Kalinti Seviyesi

tizerinde herhangi bir neonikotinoid tiirii pestisit kalintis1 tespit edilmemistir. Maksimum

Kalint1

gosterilmistir.

Tablo 6: Bal numuneleri analiz sonuglari

Seviyesi

altinda bulunan veriler degerlendirilmemistir.

No | Dinotefuran | Nitenpyram | Thiametoxam | Clothianidin | Imidacloprid | Acetamiprid | Thiacloprid
1 0,64 <0 <0 0,21 1,23 1,95 0,65
2 0,53 <0 <0 0,15 1,4 1,97 0,53
3 0,47 <0 <0 0,57 1,21 2,07 0,58
4 0,40 <0 <0 0,15 1,22 1,95 0,50
5 0,48 <0 <0 0,67 1,26 1,95 0,64
6 0,52 <0 <0 0,32 1,21 1,93 0,51
7 0,61 <0 <0 0,15 1,33 1,94 0,50
8 0,42 <0 <0 <0 1,23 1,94 0,51
9 0,60 <0 <0 <0 1,22 1,95 0,51
10 0,55 <0 <0 0,46 1,26 1,97 0,51
11 0,73 <0 <0 0,21 1,43 2.00 0,54
12 1,03 <0 <0 1,39 1,33 1,99 0,52
13 0,96 <0 <0 <0 1,24 3,64 0,54
14 0,51 <0 <0 0,28 1,27 1,98 0,52
15 0,58 <0 <0 0,23 1,25 1,94 0,52
16 1,12 <0 <0 0,17 1,30 1,95 0,53
17 0,87 <0 <0 0,12 1,22 1,95 0,51
18 0,71 <0 <0 1,49 1,24 1,96 0,54
19 0,53 <0 <0 0,23 1,22 1,96 0,52
20 0,60 <0 <0 0,36 1,25 1,99 0,55
21 0,43 <0 <0 0,13 1,24 1,95 0,56
22 0,98 <0 0,07 1,58 1,46 2,06 0,52
23 0,88 <0 <0 <0 1,24 2,16 0,51
24 1,18 <0 <0 0,36 1,33 1,98 0,58
25 1,02 <0 <0 0,57 1,48 1,99 0,65
26 1,35 <0 <0 0,50 1,33 1,98 0,56
27 0,95 <0 <0 <0 1,27 1,96 0,54
28 1,56 <0 <0 0,37 1,46 2,06 0,53
29 0,64 <0 <0 0,64 1,23 1,93 0,51
30 0,89 <0 <0 0,11 1,25 3,39 0,52
31 0,55 <0 <0 0,68 1,44 1,95 0,51
32 0,81 <0 1 0,81 1,78 2,01 0,53
33 0,48 <0 <0 0,51 1,24 2,46 0,51

Sonuglar tablo 6’da

20



4. TARTISMA

Tekirdag ili ve ¢evresinde bal hasadin1 miiteakip, merkez ve merkeze bagl il¢elerden 33 adet
siizme bal rnegi toplanmistir. Ornekler Namik Kemal Universitesi Bilimsel ve Teknolojik
Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi biinyesindeki Yiiksek Basingli Likit
Kromatografi Kiitle Spektrometri (HPLC-MS/MS) cihazinda, hizmet alimi yoluyla analiz

edilmistir.

Kiitle spektrometri dedektoriinde, pozitif iyon modunda, ElektroSpray lonisation (ESI)
modiili  kullanilarak, MRM (Multiple Reaction Monitoring) modunda analizler

gerceklestirilmistir.

Numuneler analiz edilmeden Once, kisa metot validasyonu yapilmig, validasyon ile ilgili
veriler tablolar halinde sunulmustur. Neonikotineoid pestisitlere ait, baldaki tespit limitleri,
CCqve CCg degerleri ve linearite ¢aligmalari maksimum kalinti limitlerine uygun olarak

belirlenmistir.

Baldaki neonikotinoid pestisitlerin analiz sonuglar1 tablo 6’da gosterilmistir. Bu sonuglara
gore dinotefuran i¢in 0.40-1.35 pg/kg arasinda elde edilen sonuglarn 5 pg/kg olan MRL
degerinin altinda oldugu, nitenpiram igin tespit edilen bir deger olmadigi, tiametoksam icin
sadece iki numunede 0.07 ve 1 pg/kg degerlerin tespit edildigi ve bu degerlerin 5 pg/kg olan
MRL degerinin altinda oldugu, klotianidin igin 0.11-1.58 pg/kg arasinda elde edilen
sonuglarin 5 pg/kg olan MRL degerinin altinda oldugu, imidakloprid i¢in 1.21-1.78 ng/kg
arasinda elde edilen sonuglarin 50 pg/kg olan MRL degerinin altinda oldugu, asetamiprid i¢in
1.93-3.64 pg/kg arasinda elde edilen sonuglarin 50 pg/kg olan MRL degerinin altinda oldugu
ve tiakloprid i¢in 0.50-0.64 ng/kg arasinda elde edilen sonuglarmm 200 ug/kg olan MRL

degerinin ¢ok altinda oldugu goriilmiistiir.

Bu sonuclara gore, Tekirdag ili ve ¢evresinden toplanan bal 6rneklerinde, maksimum kalinti

limitleri tizerinde neonikotinoid pestisit kalintilar1 igermedigi sdylenebilir.

Bu sonuglara paralel olarak, Tekirdag ve ¢evresinde neonikotinoid pestisit tiirii bir ilacin
kullanilmadig1 diistiniilmektedir. Bu duruma, Avrupa’daki bazi iilkelerde neonikotinoid
pestisitlerin kullanimmin yasaklanmasi veya kullanimina sinirlamalar getirilmesi nedeniyle,

tarimsal {irlin yetistiricilerinin bu tiir pestisit kullanimindan kaginmasi yol agmis olabilir.

Ballarda neonikotinoid pestisit kalintilar1 ile ilgili yayinlanmis pek ¢ok ¢alisma

bulunmaktadir, yayinlarin ¢ogu metot bilgileri ve metot validasyonu ile ilgili bilgileri
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kapsamaktadir. Ballarda neonikotinoid pestisit kalintis1 ile ilgili yapilan tarama galismalari

asagida kisaca dzetlenmistir.

Avusturya’da Gina Tanner ve Christoph Czerwenka tarafindan yapilan ve 2011 yilinda
yayinlanan bir arastirmada, analiz edilen bal Orneklerinde asetamiprid, tiakloprid ve
tiametoksam kalintilarina rastlanmis, ancak bizim calismamiza paralel olarak tespit edilen
miktarlar, maksimum kalint1 limiti altinda oldugunu belirtmislerdir. Metot olarak asetonitril
ile ekstraksiyondan sonra QuCHERS kati faz ekstraksiyon yontemini kullanmiglar ve
analizleri HPLC-MS/MS cihazinda gergeklestirmislerdir. Yapmis olduklari validasyon
sonuclarina gore %60-114 arasinda geri kazanim orani, %2.7-12.8 arasinda RSD degeri, 2-10
ug/kg arasinda tespit limiti degerleri elde ettiklerini belirtmisglerdir (26). Yine metot
validasyon degerlerinin, bizim ¢aligmamizda elde etmis oldugumuz degerlerle paralel oldugu

goriilmektedir.

Yine benzer sekilde, 2014 yilinda yayinlanan ve Konstantinos M. Kasiotis ve ark. tarafindan
yapilan bir ¢aligmada Yunanistan’da 2011, 2012 ve 2013 yillarinda farkli bolgelerden
toplanan, ar1, polen ve bal drneklerinde 115 adet pestisit taramasi yapilmis, 32 adet numunede
pozitif bulgular elde edilmistir. Pozitif drnekler, ar1 ve polen o6rneklerinde goriiliirken, bal

orneklerinde sadece bir 6rnekte karbendazim isimli pestisite rastlanmistir (27).

Fransa’da Marie-Pierre Chauzat ve ark tarafindan yapilan, 2009 yilinda yayinlanan ve 2002-
2005 yillarim1 kapsayan {i¢ yillik bir ¢alismada, ar1 koloni sagligi lizerine pestisit kalintilarinin
etkisi arastirilmistir. Calismada polen, bal, balarisi ve balmumu o6rnekleri incelenmis, 185
polen Orneginin %57.3’linde, 239 bal 6rneginin %29.7’sinde ve 187 bal aris1 orneginin

%26.2’sinde imidakloprid kalintis tespit edilmistir (28).

Yine 2010 yilinda yayimlanan, Christopher A. Mullin ve ark tarafindan 2007 ve 2008 yillarini
kapsayan ve Kuzey Amerika’da gergeklestirilen diger bir c¢alismada, ar1 koloni sagligi
tizerinde pestisitlerin etkileri incelenmis, 208 balmumu &rneginin %]1’inde, 350 polen
orneginin %17.7’sinde ve 140 bal 6rneginde %0.0 diizeyinde imidakloprid kalintis1 tespit
edilmistir (29).

Yapilan ¢alismalara bakildiginda bal o6rneklerinde neonikotinoid pestisit kalintisina pek
rastlanilmadigi, pozitif sonuglarin genellikle bal mumu, polen ve ar1 orneklerinde tespit

edildigi goriilmektedir.
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5. SONUC

Tekirdag ili ve bagl ilge merkezlerinden toplanan 33 adet bal 6rneklerinde yapilan analiz
sonuclarina gore, maksimum kalint1 limitlerini asan neonikotinoid pestisit kalintist tespit
edilmemistir. Bu sonuclara gore, Tekirdag ili ve baglh ilce merkezlerinde neonikotinoid
pestisit tiirti bitki koruma ftrtinlerinin kullanilmadig1 sonucu ¢ikarilabilir. Diger yandan bu tiir
bitki koruma triinlerinin Avrupa’da bazi iilkelerde yasaklanmasi ve kullanimina sinirlamalar
getirilmesi nedeniyle, tarimsal iriin yetistiricilerinin bu tiir bitki koruma {iriinlerinin

kullanimindan kaginmis olmasi da diistiniilebilir.

Tekirdag ili ve bagl ilge merkezlerinde neonikotinoid pestisit tiirii bitki koruma {irlinlerinin
kesin bir sekilde kullanilmadiginin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla ¢alismanin, bal mumu, polen,
propolis ve bal aris1 drneklerini igerecek sekilde daha fazla numune ile yapilmasi gerektigi

sonucuna varilmaistir.
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