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ONSOZ

Neonikotinoidler; giiniimiizde diinya da en yaygin kullanilan pestisit grubunu
olusturur ve son yillardaki bilimsel ¢alismalar ile, insan saglig1 tizerine potansiyel risk
olusturabilecegi de bildirilmistir. Bu sebeple, insanlar tarafindan tiiketilen gida
tiriinlerinde neonikotinoidlerin miktarmi belirlemek Onemlidir. Bu ¢alisma ile;
Ankara’da satisa sunulan siizme bal numunelerinde, sik kullanilan bazi
neonikotinoidlerin  (asetamiprid, klotiyanidin, imidakloprid, tiyaloprid ve
tiyametoksam) analizi i¢in; 2002/657/EC sayili Avrupa Komisyonu Kararina gore
uygun yontemin olusturulmasi, olusturulan bu yontem ile baldaki kalint1 diizeylerinin

LC-MS/MS yontemi ile belirlenmesi amaglanmastir.

Tez calismamda bilimsel yardim ve katkilarimi esirgemeyen basta danisman
hocam Sayin Prof.Dr. Levent ALTINTAS olmak iizere; Tez izleme Komitesinde yer
alan Saym Prof.Dr. Begim YURDAKOK DIKMEN ve Dog.Dr. Giizin
[PLIKCIOGLU ARAL ’a; Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri,
Ogretim Elemanlar1 ve calisan prersonele; Veteriner Kontrol Merkez Arastirma
Enstitisii Miidiirligiine ve Toksikoloji Laboratuvarinda gorevli tiim mesai
arkadaglarima; hayatimda 6nemli bir yeri olan Prof.Dr. Behi¢c SERPEK’e ve burada
adlarin1 sayamadigim, maddi ve manevi katkisini esirgemeyen herkese tesekkiirlerimi
sunarim. Ayrica; beni bu yasa kadar getiren aileme ve tez ¢aligmalarim siiresince
destegini esirgemeyen degerli esim Naile SECILMIS ERGUN, kizim Elif Miray
ERGUN ve oglum Gokalp Eray ERGUNe tesekkiirii bir borg bilirim.
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1. GIRIS

1.1. Bal

Bal, arilar tarafindan islenen dogal bir tirtindiir ve diinya da ¢ok eski bir gegmise
sahiptir. Bal, 6nemli bir gida maddesi ve tedavi edici degerleri nedeniyle eski
caglardan beri kullanilmaktadir. Bal, arilar tarafindan farkli bitkilerin nektarlarindan
ve salgilardan toplanarak {rettigi ve peteklerinde biriktirdigi sifali bir besin
maddesidir. Arilar sahip oldugu invertaz enzimi sayesinde topladiklar1 nektarlari sabit
sekerlere dontstiiriirler (Cubuk, 2008; Tuzen ve ark., 2007 ve Yiicel ve Sultanoglu,
2013).

2001/110/EC sayili Avrupa Konseyi Direktifi’ne gore bal; arilar tarafindan, bitki
nektart ile bitkinin canli kisimlarimmn frettigi salgilardan, bitki emen bdocekler
tarafindan bitkinin canli kisimlarinda iretilen salgilarinin iirettigi veya topladigi,
kendilerine has maddelerle birlestirerek doniistiirdiikleri, biriktirdikleri, kuruttuklari,
depoladiklari, peteklerde olgunlastirdiklar1 ve olgunlasmasi i¢in peteklere biraktiklar
dogal tatli madde olarak tanimlanir (Anonim, 2001).

Tiirk Gida Kodeksi 2020/07 sayili Bal Tebligi’ne gore bal, “bitki nektarlarinin,
bitkilerin canli kisimlarinin salgilarmin veya bitkilerin canli kisimlar1 iizerinde
yasayan bitki emici boceklerin salgilarin, bal arisi tarafindan toplandiktan sonra
kendine 6zgli maddelerle, birlestirerek degisiklige ugrattigi, su icerigini diistirdiigii ve
petekte depolayarak olgunlastirdigi, dogasi geregi kristallesebilen dogal iiriinii”
seklinde tanimlanir (Bal Tebligi, 2020).

Tirk Standartlarina gore ise bal, “bitkilerin ¢iceklerinde veya diger canli
kisimlarinda bulunan nektar bezlerinden salgilanan nektarin ve bitki {izerinde yasayan
bazi boceklerin, bitkilerin canli kisimlarindan yararlanarak salgiladigi maddelerin, bal

arilar1 tarafindan toplanmasi, viicutlarinda bilesimlerinin degistirilip petek gozlerine



depo edilmesi ve buralarda olgunlagsmas1 sonucunda meydana gelen tath bir tirtindiir”

seklinde tanimlanir (Anonim 2002).

Arilar tarafindan iiretilen bal, besleyici 6zelligine sahip olmasinin yani sira hem
dogal hem de saglikli bir gida maddesidir. Tatlandirict 6zelliginin yani sira igermis
oldugu proteinler, enzimler, vitaminler ve mineraller bakimindan zengin olan bal, esi
benzeri olmayan bu 6zelliginden dolayr hem degerli bir besin maddesi hem de
organoleptiktir. Bal, monofloral veya polifloral olabilir. Belirlenmis bitki nektar1 ve
polen muhtevast daha Onceden tanimi yapilmis oranlara sahip ise monofloral,
tanimlanmamis farkli nektar ve polen karigimina sahip ise polifloraldir. Cevresel,
cografi ve iklimsel kosullar nedeniyle balin polen igerigi ve bagil nemi degisiklik
gosterebilir. Bal bes kitada iiretilmekte olup, tiiketimi ise kiiltiirel sebeplere ve

beslenme aliskanliklar1 gore tilkeden iilkeye degisir (FAO, 2019).

Insan saghgini korumak, gelistirmek ve yasam kalitesini artirmak igin bedenin
ihtiyag duyulan temel bir besin 6gesi ve enerji kaynagi olarak bal kullanilir. Bal,
hastaliklara kars1 ve saglikli fertlerin gelismesinde ihtiva ettigi mineraller, vitaminler
ve enzimlerin yani sira; anti-mikrobiyal, anti-viral ve anti-paraziter 6zellige de sahiptir
(TKDK, 2016).

Bal; sekerler (monosakkaritler ve oligosakkaritler), organik asitler, amino
asitler, enzimler, hormonlar, flavanoidler, vitaminler, ugucu yaglar, steroller ve
fosfolipitler gibi 300’den fazla farkli kimyasal gruptan bilesik iceren karmasik bir
matrikstir (Gawel ve ark., 2019).

Bal, genel olarak % 79’u farkli sekerlerden (%38 fruktoz, %31 glikoz, % 8
disakkaritler ve % 2 diger sekerler), % 17’si ise sudan olusur. Balin geriye kalan

%4’liik kismi ise daha ¢ok enzimler, vitaminler, mineraller ve amino asitler gibi farkli

maddelerden olusur (FAO, 2019).

Ballarin biyokimyasal bilesimi, rengi ve aromasi balin tiiriine bagl olarak biiyiik

o6l¢iide iiretiminde yer alan ¢iceklere, bolgesel ve iklim kosularina gore degisir. Ayrica



balin bilesimi isleme, saklama kosullari, paketleme ve depolama siirelerinden de
etkilenir. Bal, depolanma sirasinda bilesimin de bircok degisiklige ugrayan bir
besindir. Bunlar genellikle fermantasyon, oskidasyon ve 1s1l islem dahil olmak {izere

farkli kimyasal reaksiyonlardir (Da Silva ve ark., 2016).

Baldaki nem igerigi, balin iiretildigi bolge, iklim kosulu ve hasat zaman: gibi
birgok faktore bagli olarak degisir. Bal sicak ve kuru bolgeler de iiretiliyorsa nem
icerigi % 16-19; yagish ve serin bolgelerde iiretiliyorsa % 17-20 oraninda degisir. Nem
icerigi yiiksek olan ballar da baz1 mayalar (ozmofilik maya) yasamini siirdiirebilir ve
bu mayalar balin biitiinliigliniin bozulmasina yol agar. Fermantasyon ve kristalizasyon
bakimindan balin nem igerigi dnemli olan bir Slgiittlir. Bal da bulunan glikoz, balda
ki su orani azaldik¢a, bir molekiil su elde ederek glikoz hidrat sekline doniisiir. Olusan
glikoz hidrat ¢okelti olusturarak balin kristallesmesini saglamaktadir. Kristalize olmus
bal donuk bir goriiniime sahiptir. 2020/07 sayili Bal Tebligi’nde, salgi ve ¢icek
ballarindaki nem igerigi en fazla %20’ye kadar, piiren ve funda ballarin da ise en fazla

% 23’¢ kadar nem icerebilecegi belirtilmistir (Bal Tebligi, 2020 ve Dogan, 2014).

Kiil igerigi, balda bulunan minerali degerlendiren bir kalite dlglistidiir. Ayrica,
ballarin besin degerini degerlendirmek icin de bir parametre olarak kullanilir. Balin
elektriksel iletkenligi, balin kiil ve asit igerigi, iyonlar, organik asitler ve proteinlerin
varligiyla yakindan iligkilidir. Elektriksel iletkenlik, balin iiretildigi bitkinin orijininin
belirlenmesinin yani1 sira, ¢igek ve salgit ballarmin ayriminda da kullanan bir
parametredir. Salgi ballarinda elektriksel iletkenlik, ¢igek ballarina nazaran daha
yiiksektir. Elektriksel iletkenlik, hem balin asitligi hem de kiil icerigi ile dogru
orantilidir (Da Silva ve ark., 2016; Yildiz ve ark., 2016 ve Yiicel ve ark., 2013).

Balda bulunan sekerlerin % 75’1 monosakkaritler, %10-15"1 disakkaritler ve az
miktar1 da diger sekerlerden olusur. Balda mevcut sekerler, viskozite, enerji degeri,
higroskopiklik ve graniilasyon gibi 6zeliklerden mesuldur. Bal arilarinin dogal besin
kaynag1 olan karbonhidratlar, genellikle enerji tiretiminde kullanilir (Seraglio ve ark.,
2021).



Balin en biiyiik ikinci bileseni sudur. Bu igerik balin botanik kdkenine, kovanda
olusan olgunluk diizeyine, isleme tekniklerine ve saklama kosullarina bagli olarak 15

ile 20 g 100 g ! arasinda degisebilir (Yiicel ve ark., 2013).

Balin protein igerigi balin tiirline gore degisir. Baldaki proteinler ve amino
asitlerin ana kaynagi polendir. Ancak, bal arilarinin tiikiirik bezleri ve farenksinin
stvilart ile nektar salgilart da dahil olmak iizere hem hayvansal hem de bitkisel
kaynaklardan da elde edilir. Amino asitler balin % 1’ini olusturur. Balda ve polende
en ¢ok bulunan amino asit, prolindir. Prolinin birlikte balda ayrica, glutamik asit,
glutamin, aspartik asit, alanin, histidin, fenilalanin, trozin gibi amino asitler de
bulunur. Bal arilari, topladiklar1 nektarlar1 bala doniistiirmesi sirasinda prolini tiikiiriik
salgilarindan saglar. Baldaki prolin, tiim amino asidin % 50-85’ini olusturur (Da Silva
ve ark., 2016 ve Nikhat ve ark., 2021).

Balin ihtiva ettigi proteinlerin az bir kismi1 a- ve B- glukosidaz, invertaz, glukoz
oksidaz, diastaz, asit fosfataz ve katalaz gibi enzimler olusturur. Diastaz, a- ve -
amilazlar1 iceren bir grup amilolitik enzimdir. Balda bulunan diger bir enzim ise glikoz
oksidazdir. Glikozu, glikonik aside hidrolize olan §-glukononlaktona doniistiir. Glikoz
oksidaz, ayrica bakterisital etkiye sahip hidrojen peroksit tiretir (Nikhat ve ark., 2021
ve Seraglio ve ark., 2021).

Balin igerdigi mineral madde miktar1 % 0,1- %1 arasindadir. Balin igerigin de
en fazla bulunan metal potasyumdur. Ayrica siilfiir, klor, kalsiyum, sodyum fosfor ve
magnezyum gibi metallerin yan sira az miktarda bakir, demir, manganez ve ¢inko da
igerir. Balin mineral madde igerigi, balda bulunan bitkinin, biiyiidiigii su ve toprak,
polen ve nektar icerigine bagl olarak degisir (Alqarni ve ark., 2012 ve Yiicel ve ark.,
2013).

Ballarin pH degeri, icermis oldugu organik asitlere bagh olarak 3,5 ile 5,5
arasinda degisir. Balin asitligi; 6zellikle bali olusturan bilesiklerin % 0,5’den daha az
miktarin1 meydana getiren organik asitlerin yan1 sira igermis oldugu fosfat, glikonik

asit ve kloriir gibi organik olmayan iyonlarin bulunmasina baghdir. Cigek ballarinin



icermis oldugu asitlik diizeyi, salgi bali olan ¢cam balina gore daha yiiksektir (Karadal
ve ark., 2012 ve Yildiz ve ark., 2016).

Hidroksimetil furfural (HMF) ve diastaz sayisi, uzun siiredir balin kalitesini
belirlemek i¢in kullanilan kimyasal kalite 6lgiileridir. HMF diizeyi balin bozulmasinin
gostergesi olarak sunulur. Bal herhangibi bir 1s1 kaynagi ile 1sitildiginda veya
tikketimden 6nce uzun siire depolandiginda, monosakkaritlerin ayrigmasi veya bir gesit
esmerlesme (Maillard) reaksiyonu olusur. Uygulanan 1s1 islem diizeyine veya
depolanma siiresi uzamasina bagli olarak, HMF oran1 da biiylik dl¢iide artar. Ayrica
baldaki seker profili, pH, organik asit varligi, nem igerigi ve floral kaynaga bagh diger
faktorler de HMF seviyesini etkileyebilir. HMF orani yalnizca fazla isinma veya uygun
olmayan saklama kosullarinin bir gostergesidir. Balin igeriginde diastaz (o- ve P-
amilazlar) enzimleri bulunur. Diastaz sayisi; 38-40 °C’de, amilaz enzimlerin 100 gram
balda, 60 dakika igerisinde pargalamis olduklar1 nisasta diizeyini gosterir. HMF’ye
benzer sekilde, diastatik aktivite, sicaklik artisinin ve depolanma siiresinin uzunlugun
bir gostergesi olarak kabul edilir. Clinkii ballarin depolanma sirasinda veya iiriin 60
°C’nin lizerinde 1s1ya maruz kaldiginda diastatik aktivite azalir (Ahmed ve ark., 2013
ve Yiicel ve ark., 2013).

Bal, 6zellikle polenden gelen B vitamini kompleksi (B1, B2, B3, B5, B6, B8 ve
B9) ve vitamin C igerir. Balda bulunan bu vitaminler balin diisiik pH’st nedeniyle
korunur. C vitamini bal tiirlerinin hepsinde bulunur ve esas olarak antioksidan etkisi

ile degerlendirilir (Bonté ve ark., 2013).

Fenolik bilesikler, temel kimyasal yapilarina gore farkli siniflara ayrilir. Bunlar,
flavonoidler (flovanlar, flovanoller ve flavanonlar gibi) ve flavonid (fenolik asit)
olmayanlar seklinde ikiye ayrilir. Bu bilesikler yapilarinda bir veya daha fazla
hidroksil grubuna sahip aromatik bir halkaya sahiptir. Balin temel fonksiyonel
bilesenleri flavonoidlerdir. Flavonoidler, balin antioksidan etkisine miihim olciide
katkida bulunmasinin yani sira insan sagligi i¢in de faydalidir (Andersen ve ark., 2006
ve Alvarez-Suarez ve ark., 2012).



Renk, balin en ¢ekici 6zelligidir. Balin rengi balin ticarilestirilmesi i¢in 6nem
tasimaktadir. Tiketicilerin bali kabul etmesi ve tercihi i¢in O6nemli bir kalite
parametresidir. Balin rengi agik tonlardan baslayarak koyu kehribar tonlarina kadar
degisir. Renk, en c¢ok degisen parametrelerden biridir. Balin tretildigi botanik
kokeninin yani sira, kiil igerigine, balin kovanda kaldigi sicakliga ve depolama

sliresine bagli olarak balin renginde degisiklikler olabilir (Gambaro, 2007).

Tirk Gida Kodeksine gore ballarin genel 6zellikleri Cizelge 1.1.’de verilmistir.
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1.1.1. Diinyada ve Ulkemizde Bal

Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) 2019 yili diinya bal iiretimi raporuna gére; Cin
444 bin tonluk tiretim ile birinci sirada, Tiirkiye 109 bin tonluk tiretim ile ikinci sirada
ve 80 bin tonluk iiretim ile de Kanada iiglincii sirada yer alir. Cin, diinyadaki bal
tiretiminin yaklagik % 24’tinii karsilar. Avrupa Birligi (AB) iilkeleri ise bal iiretiminde
yaklasik % 23’liikk bir paya sahiptir. Kovan sayisi bakimindan ele alindiginda; ilk
sirada Hindistan yer alirken, onu sirasiyla Cin ve Tiirkiye takip eder. Cizelge 1.2°de
Diinyada aricilik verilerinin yillara gore degisimi verilmistir (FAO, 2019 ve Tarim ve

Orman Bakanligi, 2021).

Cizelge 1.2. Diinyada aricilik verileri (1000 Ton) (FAO, 2019; Tarim ve Orman Bakanligi,
2021).

2015 2016 2017 2018 2019  Degisim (%)

Bal Uretimi 1,877 1,926 1,926 1,882 1,853 -1,6
Bal mumu 67 69 69 65 66 1,0

Uretimi

Verim 21,0 21,4 21,2 21,0 20,6 -2,2
(Kg/Kovan)

Kovan 89,228 90,133 90,971 89,557 90,116 0,6
Adeti (Bin)

Thracat 650 638 684 672 639 19,7

Ithalat 658 644 712 690 677 1,6

Trande Map, diinya bal ticareti gostergelerine gore 2020 yili bal ihracatinda,
2019 yilina gore, % 9,6 artis ile Cin ilk sirada; Ukrayna % 45,1 ikinci sirada ve % 9,5
oranlarinda artis ile Arjantin’de meydana gelmistir. 2020 yilinda kiiresel bal ihracati
2019 yila gore yaklasik % 15,6 yiikselerek 2,3 milyar dolar hacme ulagmistir. 2020
yili bal ithalatinda, 2019 yilina gore, ABD % 4,1 artis ile ilk sirada yer alirken,
Almanya % 7,1 ile ikici sirada ve Japonya ise % 10,2 ile tigiincii sirada yer almistir.
Kiiresel bal ithalat1 2020 yilinda % 10,1°1ik bir yiikselis ile 2,25 milyar dolarlik miktara
ulagsmigtir (Trande Map, 2021).
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Diinyada bal iiretiminde ikinci sirada olan Tiirkiye, ihracatta ise yirmi ikinci
sirada yer alir. Bal, petek ve siizme bal olarak iki sekilde ihracat edilir. Bal ihracatinin
yaklasik %70’lik kism1 slizme bal olarak yapilir. 2020 yili bal ihracati, 2019 yilina
gore % 8’den fazla artarak 6.001 ton olarak gerceklesmistir. Tiirkiyede bal {iretimine
bakildig1 zaman Ordu ili birinci, Adana ili ikinci ve Mugla ili ise ii¢ilincii sirada yer
alir. Bolgesel olarak bal tiretimine bakildig1 zaman %22,5’lik payla Dogu Karadeniz
Bolgesi birinci sirada yer alirken, Akdeniz Bolgesi %19,2°lik payla ikinci sirada
bulunur (Tarim ve Orman Bakanligi, 2021). Ulkemizdeki aricilik verilerine iliskin
bilgiler Cizelge 1.3’de verilmistir (TUIK, 2021).

Cizelge 1.3. Tiirkiye’de aricilik verileri (TUIK, 2021).

2016 2017 2018 2019 2020 Degisim (%)
Bal Uretim 105,727 114,471 107,920 109,330 104,077 -4,8
(Ton)
Verim 13,4 14,3 13,3 13,5 12,7 -5,4
(Kg/Kovan)
Kovan 7900 7991 8108 8128 8179 0,6
Adeti (Bin)
isletme 84 047 83 210 81 830 80 675 82 862 2,7
Adeti
Ihracat 3623 6 448 6413 5543 6 011 8,4
(ton)
Ithalat (ton) 1 0,3 22,3 315 16,2 -48,5

1.1.2. Bal Cesitleri

Diinya da 300’den fazla kedine has bir tada sahip veya baska bir 6zelligi ile 6ne
¢ikan monofloral (akasya bali, yonca bali, okaliptiis bali, portakal ¢icegi bali, gam bali
vb.) bal ¢esidi bulunur (FAQO, 2019).

Tiirkiye, cografi konumu, iklim kosullar1 ve yilin {i¢ mevsiminin bal iiretimine

uygun olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle bal iiretimi ve ¢esidi agisindan diinyanin en

zengin bolgelerindendir. Tiirkiye yaklagik 10000 farkli bitki tiirii mevcudiyet ile
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Avrupa’nin en varlikli bitki florasina sahip iilkelerden olmasi yani sira, diinyada tespit
edilmis aricilik i¢in 6nem arz eden nektarli bitki tiirlerinin ise yaklasik % 75’ine
sahiptir. Tiurkiye sahip oldugu bu Ozeliklerden dolayr hem monofloral hem de
polifloral bircok nektar ve polen bitki tiiriine ev sahipligi yapar (Can ve ark., 2015 ve
Toptanci, 2013).

2020/07 sayili Bal Tebligi’'ne gore Tiirk Gida Kodeksi tarafindan bal; bal
cesidi/kokeni ve iiretim/pazara sunulusuna gore smiflandirmistir. Kokenine gore
ballar; bitki nektarlarindan erisilen ballar (¢igek bali) ve bitkinin canli boliimiinden
salgisindan veya bitkinin canli boliimii iizerinde yasayan bitki emici bocek salgisindan
erigilen ballar (salgi bali) diye ikiye boliimlendirilir. Ihlamur, kekik, yonca ve pamuk
bali gibi ballar ¢igek ballari i¢erisinde yer alir. Cam, koknar, mese, yaprak bali gibi
olanlarsa salg1 bali siifinda yer alir. Uretim/pazara sunuluslarma gore ise; petekli,
dogal petekli, siizme, petekli siizme, kara kovan, sizma, filtre edilmis ve pres bah
seklinde isimlendirilirler (Bal Tebligi, 2020 ve Olmez, 2009).

Tiirkiye’de salgt bali olarak, ¢cam bali iiretilirken; ¢igek bali olarak ise daha ¢ok
kestane, kekik, thlamur, narenciye, orman giilii (deli bal), ay¢icegi ve pamuk ballar
tiretilir. Bal ihracatinda biiytik bir orana sahip olan ¢gam bal1 ve kestane bal1 tiretiminin
tamami ormanlardan saglanirken, yayla ve kekik ballarinin énemli bir kismi da
ormanlardan elde edilir. Ulkemizde iiretilen ballarm % 85’i orman ve ormana yakin
alanlardan tiretilmekte iken, geri kalan %15’lik kisim ise tarim alanlarindan elde edilir

(Tarim ve Orman Bakanligi, 2021b).

Cigek bali, genel olarak ¢igeklerin nektar: kullanilarak {iretilen ballara verilen
bir isimdir. Giinliik yasamda en ¢ok tiiketilen bal olmakla birlikte, diinyada iiretilen
ballarin da biiyiik bir kismini olusturur. A¢ik kehribar renge ve keskin tatli bir haza
sahiptir. Arinin nektar topladigi ¢icege gore tadi ve kalitesi degisir (Rahman ve ark.,
2014).

Kestane bali, kestane agaglarinin ¢iceklenme donemi olan Mayis ve Haziran

aylarinda arilarin bu agaglarin ¢igeklerinin nektarlarindan elde etmis oldugu bir

monofloral bal ¢esitlidir. Kestane (Castanea Sativa Mill.) agaglari, Orta ve Giliney
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Avrupa’nin yani sira, Akdeniz havzasi ¢evresinde bol bulunur. Kestane ¢igekleri, yaz
basinda bal arilar igin en iyi nektar ve polen kaynaklarindan biridir. Tiirkiye’nin
kuzeyinde o6zellikle Karadeniz, Marmara ve Ege bolgesinde yetisir. Yogun kahve
renge, acl, kestaneye has bir tadi ve aromasiyla kestane bali, ¢i¢ek ballarindan 6nemli

bir dlglide farklidir (Kolayli ve ark., 2016).

2020/07 sayili Bal Tebligi’nde, Tiirk Gida Kodeksi, cam balini, “bazi ¢am
agaglar1 (Pinus brutia, P. nigra, P. pinea) iizerinde yasayan Marchalina hellenica
(kosnil)’in gelisim doneminde bu agaglarin karbonhidrat¢ca zengin tatli 6zsuyundan
olusturdugu bal ¢iginin, bal arilar1 tarafindan toplanip degisiklige ugratarak irettigi
salgi bali” seklinde tamimlamigtir. Cam bali, arilarin ¢igeklerden nektar toplayarak
degil; halk arasinda basra bocegi/kosnil (Marchalina hellenica) olarak bilinen ve bazi
cam tlirlerinin gdvdesinde yasamini siirdiiren bir bdceginin salgisini kullanarak
tiretmis oldugu bir baldir. Cam balinin {iretilmesi i¢cin bu bocege ihtiya¢ vardir.
Yalnizca kizilgam (P. brutia), karacam (P. nigra) ve halep caminda (P. halpeensis)
yasayan bu bocek, camin 6z suyunu emerek beslenir. Beslenmesinden sonra artan 6z
suyu sekerli salgi halinde disariya atar. Basra bocegi tarafindan salgilanan bu sivi arilar

tarafindan toplanarak bala doniistiirtiliir (Bal Tebligi, 2020 ve Cinar, 2010).

Diinyada ¢am bal1 sadece iilkemizde ve Yunanistan’da iiretilir ve tilkemizdeki
en 6nemli salgi bali tiiriidiir. Tiirkiye ¢am bali iiretiminde diinyada % 92 oran ile ilk
sirada yer alirken, Yunanistan ise ¢cam bali {iretiminin % 8’ini karsilar. Mugla ilinde
bulunan kizilcam ormanlarinda {ilkemizdeki ¢am bali iiretimin yaklasik % 80’1

gerceklesir (Arslan ve ark., 2021 ve Tananaki ve ark., 2007).

1.1.3. Insan Saghg ve Beslenmesi Bakimindan Balin Onemi
Eski caglardan beri insanoglu hayatini siirdiirmek i¢in beslenme ihtiyaglarina

gereksinim duyar. Bal, ilk¢aglardan beri gida ve tibbi iiriin olarak kullanilmaktadir.

Insanloglu tarafindan uzun siire dnemli bir karbonhidrat kaynag1 ve yaygin bir sekilde
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kullanilan yegane tatlandirict olan bal, 1800’lerde endiistriyel seker iiretiminin

baslamasina kadar bu 6zelligini stirdiirmiistiir (Alvarez-Suarez ve ark., 2009).

Bal, icermis oldugu makro ve mikro bilesiklerle 6nemli bir besin maddesidir.
Bal, hizli karbonhidrat emilimi nedeniyle, kolayca sindirilen ve viicudun enerji ihtiyaci
icin kullanilan, her yastan insan i¢in uygun bir gida maddesidir. Bal icermis oldugu
karbonhidratlarin yani sira vitaminler, mineraller, enzimler ve antioksidanlar gibi
maddeleri de igerir. Balin icermis oldugu besin degerleri Cizelge 1.4’de verilmistir.
Bal sadece bir enerji kaynagi olarak degil, ayn1 zamanda anti-inflamatuvar, anti-

bakteriyel, anti-fungal ve anti-oksidan etkileri i¢in de kullanilir (Ilia ve ark., 2021).

Cizelge 1.4. Balin i¢ermis oldugu besin degerleri (100 g balda) (FAO, 2019).

Vitaminler (mg) Mineraller (mg) Enerji
Filokinon 0,025 Sodyum 1,6 — 17 Karbonhidrat 300 kcal.
Tiamin 0,01 Kalsiyum 3 — 31 Proteinler 0,5 g.
Riboflavin 0,01 — 0,02 Potasyum 40 — 3500 Yaglar 0 g.
Piridoksim 0,01 — 0,32 Magnezyum 0,7 — 13
Niasin 0,10 — 0,20 Fosfor 2 - 15
Pantotenik asit 0,02 - 0,11 Cinko 0,05 - 2
Askorbik asit 2,2 - 2,5 Bakir 0,02 — 0,06

Demir 0,03 -4
Manganez 0,02 — 2
Krom 0,01 -0,3

Selenyum 0,002 - 0,01

Bal, cok ¢esitli etkilere sahip giiclii bir anti-mikrobiyal ajandir. Balin
mikroorganizmalara karsi etkinligi, botanik kokenine, arinin sagligmma ve isleme
yontemine bagl olarak iiretilen balin tiirine gore degisir. Ozmolarite, hidrojen
peroksit tiretimi, diisiik pH, fenolik asit seviyesi ve flovonoidler balin antibakteriyel
aktivitesi icin Onemlidir. Bal, yiizeysel yaralarin, yaniklarin ve iltthaplanmanin
tedavisinde kullanilmistir. Antibiyotiklerle birlikte uygulandiginda, sinerjik bir etkiye
sahiptir. Balin tibb1 ortamlarda kullanilmasi, geleneksel tedavilere kiyasla dogrudan
maliyetleri diisiirerek daha az antibiyotik kullanimina, daha hizli iyilesmeye ve daha

az hastanede kalis stiresi saglayarak ekonomik faydalar sagladig: bildirilmistir. Bal,
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akut, kronik, travmatik, ameliyat sonrasi yaralarin yani sira ilser, yanik, goz
hastaliklari, ag1z mukozasi sorunlari ve nekrotik alanlarin tedavisinde de yaygin olarak

kullanilir (Almasaudi, 2021).

Bir antioksidan kaynagi olan bal, gidalarin 1s1 ve metaller sonucu bozulan
oksidasyonunu 6nlemede 6nemli bir rol oynar. Balin farkli Candida (C. albicans, C.
glaprata, C. dupliniensis) tiirlerine kars1 antifungal aktivite gosterdigi bildirilmistir.
Bal, kanserin farkli asamalar1 (baslama, ¢ogalma ve ilerleme) tizerinde de etki eder

(Cianciosi ve ark., 2018 ve Mutlu ve ark., 2017).

1.1.4. Balda Kalint1 ve Yasal Diizenlemeler

Insan saghig1 iizerindeki olumsuz etkileri bilinen, giiniimiizde en 6nemli
sorunlardan biri olan gidadaki kalintilarin azaltilmasi igin yasal diizenlemeler giin
gectikce artmaktadir. Bu kapsamda Avrupa Birligi Ilag Degerlendirme ve Danigsma
Merkezi (EMEA) kurulmustur. EMEA kurulusunun biinyesinde bulunan Veteriner
lag Uriinleri Komitesi (CVMP)’nce Maksimum Kalint1 Limitleri (MKL) tayin
edilmistir. Avrupa Birligi 2377/90 nolu yonetmelik geregince, veteriner tibbu iiriinlerin
kullanima sunulmasina izin verilmeden 6nce toksikoloji ¢aligmalar1 ile maksimum

kalint1 limitlerinin tayin edilmesini mecburi tutmustur (Bagci, 2019).

Ulkemizde 29899 sayili Resmi Gazetede ve 25.11.2016 tarih ile yayinlanan Tiirk
Gida Kodeksi (TGK) Pestisitlerin Maksimum Kalint1 Yonetmeligi ve 30000 sayili
Resmi Gazetede ve 07.03.2017 tarih ile yaymlanan Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal
Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik Aktif Maddelerin Simiflandirilmas: ve
Maksimum Kalint1 Limitleri Yonetmeligi’'nde balda kalintt bulunmayacag:

belirtilmistir (Resmi Gazate, 2017).
Ar ve bal iirlinlerinin saglikli, dogal ve kirleticilerden arindirilmig bir imaji

vardir. Ancak iiretildigi yerlerin bircogu farkli kaynaklar tarafindan kirletilmis

cevredir. Pestisitler, giiniimiizde kirleticilerin en 6nemlisidir. Pestisitlerin yaygin
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kullanim1 ve g¢evreye direnci, bala bulagsma ihtimallerinin oldukga yiliksek olmasina
neden olur. An yetistiriciliginde dogrudan bir bulas ihtimali yaninda, ¢evre kaynakli
olarak dogrudan veya dolayli bulaslar da olabilir. Gidalarda olabilecek pestisit
kalintisi, ¢esitli halk sagligi sorunlarina ve genetik mutasyonlar ile hiicresel bozulmaya
da yol agabilir (Shendy ve ark., 2016).

Pestisitlerin fazla miktarda kullanilmasi; tarimsal zararli mikroorganizmalarin
zararinl minimize etmek, verimliligi artirmak ve masraflarin azaltilmasini saglamak
igindir. Pestisitlerin amaglar1 disinda yanlis ve siirekli kullanimina bagli olarak toprak,
hava, su ve bitkilerin kontaminasyona sebep olmakta kalmayip, ayrica faydali
canlilarin zarar gormesine, boylelikle hem farkli zararlilarin olugmasi hem de

kendilerine kars1 direng gelismesine yol agar (Oliviera ve ark., 2016).

En 6nemli a1 dirtind olan bal, ar1 kovanlarinda uygulanan tedaviden veya tarim
alanlarinda kullanilan pestisitlerden kaynaklanan pestisit ve/veya antibiyotik
kalintilar1 ile kontamine olabilir. Avrupa Birligi (AB), tiiketicilerin sagligini korumak
i¢in balda, farkli neonikotinoidlerin maksimum rezidi limitlerini (MRL) belirlemistir.
Cizelge 1.5°de neonikotinoidlerin balda maksimum rezidii limitleri verilmistir (Hau ve
ark., 2019 ve Tanner ve ark., 2011).

Cizelge 1.5. Neonikotinoidlerin balda maksimum rezidii limitleri (MRL) (Hau ve ark., 2019
ve Tanner ve ark., 2011).

Neonikotinoid Maksimum Rezidii Limitleri (MRL) (ng/g)
Asetamiprit 50

Klotiyanidin 50

Dinotefuran 10

Imidakloprit 50

Tiyakloprit 200

Tiyametoksam 50
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1.2. Pestisitler

1.2.1. Pestisitlerin Tanim ve Siniflandirilmasi

Pestisit kisaca pest (Hasarat) ismi verilen canlilart 6ldiirmek i¢in kullanilan genel
bir terimdir (Kaya ve ark., 2014). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan pestisitler;
“Badcekler, kemirgenler, mantarlar ve istenmeyen bitkiler (yabani otlar) dahil zararli
bocekleri oldiirmek igin kullanilan kimyasal bilesiklerdir. Pestisitler, dogasi geregi,
insanlar dahil diger organizmalar igin potansiyel olarak toksiktir ve giivenli bir

sekilde kullanilmalar: ve uygun sekilde atilmalar: gerekir” seklinde tanimlanmistir

(WHO, 2019).

Pestisitler birkag farkli sekilde siniflandirilabilir. Bu bakimdan pestisitler
kimyasal yap1 ve kaynaklarina, etkidikleri parazit tiirlerine, etki hizina, uygulandiklari

cevrede kaliciliklarina, zehirliliklerine, etki sekillerine ve formiilasyona gore

smiflandirilir (Das ve ark., 2016).

Kimyasal yap1 ve kaynaklarina gore pestisitler; sentetik organik maddeler (OK,
OF, karbamatlar), inorganik maddeler (arsenik, kursun), bitkisel maddeler ve sentetik
tirevleri  (piretroidler), sinerjistler (piperonilbutoksit), mikrobiyal bilesenler
(avermektinler), bitki ve bocek gelisim diizenleyicileri, fumigatlar (dazomet) olarak
siniflandirilir. Pestisitler hedef aldiklar1 canli tiirtine gore; boceklere karsi kullanilan
maddeler (insektisidler), kemiricilere karsi kullanilan maddeler (rodendisitler),
bakterilere kars1 kullanilan maddeler (bakterisitler), kenelere karsi kullanilan maddeler
(mitisitler), larvalara karsi kullanilan maddeler (larvasitler), solucanlara kars
kullanilan maddeler (nematositler), Ortiimceklere karsi kullanilan maddeler
(akarisitler), salyangozlara kars1 kullanilan maddeler (mollusitler), yabanci otlara kars1
kullanilan maddeler (herbisitler), mantarlara kars1 kullanilan maddeler (fungisitler),
boceklerin gelisimini olumsuz etkileyen bocek gelisme diizenleyicileri, kagirtici olarak

kars1 kullanilan maddeler (repellent) ve pestisitlerle birlikte kullanilarak pestisitlerin
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etkilerin artiran maddeler (sinejistler) olarak siniflandirilir (Das ve ark., 2016 ve Kaya
ve ark., 2014).

1.2.1.1. Diinya’da Pestisit Kullanimi

Diinyada tarimsal amacli pestisit kullanimi yillik 3,8 milyon ton olup,
pestisitlerin satis tutarindan elde edilen kazang 2018 yil1 sonu itibariyle yaklasik olarak
58 milyar dolardir. Pestisit kullaniminin Avrupa iilkeleri %45’ini, Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) %25’ini ve o6teki lilkelerin %25’ini olusturdugu bildirilmistir.
1990’11 yillarin baslarinda organik fosforlular (%43), piretroidler (%18) ve karbamat
grubu pestisitler (%16) daha ziyade kullanilirken; giintimiizde yaklasik %80’lik bir
oranla neonikotinoidler ilk tercih konumundadir. Bu grubu; yaklasik %8 erlik oranlar
ile karbamatlar ve fibroniller, %3 ile organik fosforlular ve %2 ile de piretroidler izler
(Kartal, 2019; Yalgin ve ark., 2016 ve ZMO, 2019).

Avrupa tilkelerinin bazilarinda tarim alanlarina hektar bagina (kg/ha) kullanilan
pestisit etken maddesi miktarlari; Almanya ve Fransa 4,5, Belgika 11, Danimarka 2,2,
Ingiltere 3,7, Hollanda 18, Ispanya 2,8, Italya 7,6 ve Yunanistan 6,0’dir (Arslan ve
ark., 2018).

1.2.1.2. Tiirkiye’de Pestisit Kullanim

Tiirkiye’de kullanilan tarimsal ila¢ miktar1 2018 yilsonu itibariyle 59 000 ton
olup, tarimsal ilaglarin satis tutarindan elde edilen gelir yaklasik olarak 2,5 milyar
TL’dir. Tirkiye’de tarimsal ilag uygulamalar1 gelismis iilkelere gore oldukca diisiik
olup; tarimsal ilag kullaniminin yilara gore degisimi Cizelge 1.6’da verilmistir.
Tiirkiye’de diinya ortalamasi olan 2,0 kg/ha’in altinda ilag kullanilir; ancak ¢ok tirtinlii
tarim yapildigi Adana, Antalya, Mersin ve Sanlurfa gibi illerde bu oran 3,0 kg/ha
kadar ¢ikmaktadir (ZMO, 2019).
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Cizelge 1.6. Tiirkiye’de tarimsal ilag kullanimi (Ton) (ZMO, 2019).

Yil 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Toplam 37,651 38,555 39,534 42,611 39,440 39,723 39,026 50,054 54,098 59,00

Tiirkiye’de pestisitlerin kullanim oranlari; % 41 fungisitler, % 22 herbisitler, %
21 insektisitler, % 5 akarisitler ve % 11 digerleri seklindedir. Bolgelere gore pestisit
kullanim oranlar1 ise; % 29 Akdeniz, %19 Giiney Dogu Anadolu, %18 i¢ Anadolu,
%16 Marmara, % 14 Ege ve % 4 Karadeniz Bolgesi seklinde siralanir (Arslan ve ark.,
2018 ve ZMO, 2019).

1.2.2. Neonikotinoidler

Neonikotinoidlerin gelisimi 1990’larda Bayer firmasi tarafindan baslatilmistir.
Bayer sirketi ilk kez ticari bir neoniotinoid olan imidakloprid gelistirmis ve 2000’li
yillarin baslarinda iki yeni neonikotinoid olan klothianidin ve tiyametoksam
kullanilmak {izere genel pazara sunulmustur. Son yillarda, neonikotinoid insektisitler,
modern bitki koruma da en hizli biiyliyen insektisit siifi olmustur. Giiniimiizde
neonikotinoidler sentetik pretroidlerden bu yana kiiresel pazara sunulan insektisitlerin
en 6nemli kimyasal sinifidir. Neonikotinoidler kiiresel olarak 120’den fazla iilkede,
140°dan fazla {iriin ile, yaprak bitleri ve bitki zararlilar1 gibi, bocek haserelerinin

kontrolii i¢in kullanilan en etkili insektisitler arasindadir (Jeschke ve ark., 2011).

Zamanla, diger bitki koruyucu iiriinlerin yani sira pestisitlerin {iretiminde de
onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Neonikotinoidler, daha 6nce kullanilan ajanlarin
aksine daha diisiik dozlarda kullanilabilme avantajina sahiptir. Ornegin, DDT ve diger
Klorlular i¢in hektar basina 1,5 kg; organanofosfatl: insektisitler i¢in bu dozun yarisinin
kullanilmas1 gerekirken; neonikotinoid igeren {iriinler icin hektar basina 20 g’in

altindaki dozlar yeterli olmaktadir (Reynoso ve ark., 2019 ve Wood ve ark., 2017).
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Kimyasal olarak neonikotinoidler nikotin ile iliskilidir. Nikotin bdcek 6ldiirticii
etkiye sahiptir. Gegmiste bazi hasere tiirlerini ortadan kaldirmak i¢in infiizyonlar
olarak uzun wyillar kullanilmistir. Bagta nikotin stilfat olarak kullanilan nikotin
yakilarak, sera fumigasyonu yapilarak yaprak bitleri ve ¢esitli sera mahsulii
zararlilarinin kontroliinde iyi sonuclar elde edildi. Nikotin memeliler i¢inde zehirlidir.
Bu nedenle bitkilerin korunmasinda kullanilmasi durdurulmustur. Nikotin tarimda
sadece siilfat seklinde degil, ayn1 zamanda ¢ogu bocek tiiriinii kontrol etmede ¢ok etkili
olan formlarda kullanilmistir. Tarimsal amaglar i¢in nikotin (nikotin siilfat) yasagi,
insanlar iizerindeki toksisitesinden degil, boceklerin bu maddeye kars1 gelistirdigi

direncten kaynaklanir (Hayes, 1982).

Neonikotinoidlerin ticarilestirilmesi onlar1 iireten sirketler icin tiitlin
yapraklarindan daha diisiik maliyetle kolayca ekstrakte edilen nikotine gore daha
karlidir. Neonikotinoidler, suda kolay ¢oOzilniirler ve toprakta yavas yavas
pargalanirlar. Bu nedenle bitkiler tarafindan olayca emilirler ve bitki biiylimesi
sirasinda koruma saglarlar. Bu o6zeliklerinden dolayr neonikotinoidler artan bir

popiilariteye sahiptir (Frederickson ve ark., 2016).

1.2.2.1. Neonikotinoidlerin Yapisi ve Ozellikleri

Kimyasal yapilarina gore neonikotinoidler farkli siniflandirmalar uygulanir. Son
zamanlarda olusturulan neonikotinoidlerin kimyasal yapilarinda dort ortak unsur
vardir. Bunlar (1) aromatik heterosiklik grup, (2) elastik baglar, (3) hidroheterosiklik
veya guanidin/amidin gruplart ve (4) elektron ¢eken grupdur. Ayrica, siyano veya
nitroguanidin/amidin grubunun, yerine bir siilfonamid fonsiyonel grubu (siilfoksikfor
gibi), yapilar1 degistirilerek siirekli olarak yeni neonikotinoid tiirevleri olusturulur
(Yang ve ark., 2014). Bu alt siniflarin daha basit bir sekilde nitroguanidin ve siyano
amidin gibi iki gruba ayrilabilir.Nitroguanidin tipi neonikotinoidler, yapilar1 igerisinde
oksijen atomu i¢ren N-nitro grubu icerdigi icin daha fazla polar ve reaktif 6zellik
gosteriler. Bu grup neonikotinoidler, imidakloprid, tiyametoksam ve klotianidindir.

Klotianidin yapis1 geregi bal arilari i¢in en zehirli maddeler arasinda sayilabilir (Pisa
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ve ark., 2015). Siyano amidin tipi neonikotinoidler N-nitro yerine oksijen atomu
icermeyen siyannoamidin grubu igerirler. Bu nedenle daha az polar ve daha az
reaktiflerdir. Bu tiir maddeler arasinda asetamiprid ve tiyakloprid bulunur. Arilar i¢in
asetamiprid toksisitesi, organizmalarinda kolayca metabolize edildiginden diistiktiir

(lwasa ve ark., 2014).

Ana neonikotinoidler imidakloprid (IMI), nitenpyram (NIT), tiyametoksam
(TMX), asetamiprid (ACE), Kklotiyanidin (CLO), dinotefuran (DIN), sulfox (SUL),
tiyakloprid (THI) ve benzerleridir. Bunlar arasinda imidakloprid, neonikotinoid
insektisitlerin “birinci neslinin” tipik bir temsilcisidir. Imidakolprid, diinyada en
yaygin kullanilan ve en fazla {retilen pestisittir. Cin, neonikotinoidlerin
gelistirilmesinde énemli bir rol oynar. Ayrica Cin, en biiyiik imidakloprid iireten ve
ihrag eden iilkedir. Neonikotinoid insektisitlerin “ikinci nesil” tipik bir temsilcisi olan
tiyametoksam; iyi temas, gastrik toksisite ve inhalasyon aktivitelerine sahiptir.
Imidakloprid ile karsilastirildiginda, tiyametoksam daha giivenlidir, daha genis bir
bocek oldiriicti spektruma, daha hizli etki hizina ve daha uzun bir etki siiresine
sahiptir. Su anda satiglarda imidakolprid‘ten sonra tiyametoksam ikinci bir bocek ilact
sinifi haline gelmistir. Dinotefuran, neonikotinoid insektisitlerin tek "ti¢iincii neslidir".
Japonya'da Mitsui Company tarafindan gelistirilmistir, klor atomlar1 ve aromatik
halkalar icermez. Diger neonikotinoidlerden farkli bir kloropiridin veya klorotiyazol
halkal1 bir tetrahidrofuran grubu saglar ve neonikotinoidlerin temel yapisal elemani
olarak kabul edilir. Sekil 1.1.’de neonikotinoidlerin kimyasal yapilar1 verilmistir.
Kisacasi, neonikotinoid insektisitlerin "ilk nesli": imidakloprid (IMI), nitenpyram
(NIT), tiyakloprid (THI) ve asetamiprid (ACE)’dir. Neonikotinoid insektisitlerin
"ikinci nesli": tiyametoksam (TMX) ve Kklotiyanidin (CLO)’dir. Neonikotinoid
insektisitlerin tiglincii nesli: dinotefuran (DIN)’dur. Dérdiincii nesil neonikotinoid
insektisit ise sulfoxafor (SUL)’dur (Xu ve ark., 2022).

Neonikotinoidler kimyasal yapilarina gore ayirt edilebilirler; ancak etki
mekanizmalari1 aynidir. Clinkii hepsi ayni aktif kisma sahip olduklar igin asetilkolinin
nikotin reseptorleri tizerindeki (nAChR’ler) agonistleri olarak hareket ederler (Moffat

ve ark., 2016). Neonikotinoidlerin kimyasal o6zelikleri ve belirli fizikokimyasal
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parametreleri Cizelge 1.7.°de verilmistir (Bontamin ve ark., 2015). Neonikotinidler,
toprakta ayrigma Ozelikleri, bocek organizmasindaki metabolizmalar1 ve arilar
iizerindeki etkileri sahip olduklar tek bir kimyasal yapiya bagl degildir. Ornegin
siyano grubu igeren bilesikler, diger neonikotinidlere gore arilar i¢in daha diisiik
toksisiteye sahiptir. Ayrica siyano grubu iceren bilesikler suda yasayan bocekler icin

nitroguanidin neonikotinidleri kadar zehirlidir (Morrissey ve ark., 2015).

Sekil 1.1. Neonikotinoidlerin kimyasal yapisi (Tanner ve ark., 2011).
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Cizelge 1.7. Neonikotinoidlerin fiziksel ve kimyasal parametreleri (Bontamin ve ark., 2015).

Neonikotinoid  Molekiiler Suda Kaynama Oktanol-su Ayrisma Toksikolojik Molekiiler
Formiilasyon Coziiniirliikleri Noktalar1 dagihm kat sabiti simflandirma Agirhiklar
sayis1
20 °C [mg I'] [°C] PpH7.20°C 25°C (g/mol)
(log Pow)  (pKa)

Asetamiprit  C10H11CiN4 2950 98,9 0,8 Giiglii Orta 222,67
asit
Klotiyanidin  CsHsCiNsO2S 340 176,8 0,9 Giigli Yiiksek 249,7
baz
Dinotefuran ~ C7H14N4O3 39,830 107,5 -0,5 Cok Yiiksek 202,21
zayif
asit
Imidakloprit CoH10CiNsO2 610 144,0 0,6 - Yiiksek 255,7
Nitenpyram Ci11H1sCiN4O2 590,000 82 -0,66 - - 270,72
Tiyakloprit ~ C10HgCiN4S 184 136 1,26 - Orta 252,72
Tiyametoksam CgH10CiNsO3S 4100 139,1 -0,1 - Yiiksek 291,71
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1.2.2.2. Neonikotinoidlerin Kullanim

Son yillarda neonikotinoidlerin, emici bdcekler, toprak bocekleri ve tahil
bitkileri, baklagiller, ¢im, pamuk, patates ve diger sebzeler ile beslenen hasereler gibi
hedef zararlilar karsi siklikla kullanilan bocek oldiriiciilerdir. Ayrica evcil
hayvanlarda pireleri O6ldiirmek igin de kullanilir. Neonikotinoidler, sistemik
insektisitlerdir. Sistemik insektisit olan neonikotinoidler, bitkinin yiizeyinde
kalmazlar, bitkinin damar doku sistemine girerler ve tiim organizma boyunca
taginirlar. Bu nedenle bu {irlinlerin bir kism1 ekim zamaninda, bitkinin ¢imlenmeye
veya tamamen biiylimesine kadar, zararlilara karsi koruma saglamak igin bitki
tohumlarin iginde kullanilir. Neonikotinoidler uzun siire aktif kalarak bitkileri
zararlilara kars1 uzun vadeli korurlar. Bitkilerin saplar1 vasitasiyla ¢igeklere oradan
nektar ve polene, bitki stomalarindan salgilanan su damlaciklarina gecer (Bredeson ve
ark., 2018 ve Buszewski ve ark., 2019).

Neonikotinoidlerin, sulama sistemlerinde ve toprakta uzun siire kaldigi
bildirilmistir. Cizelge 1.8.’de neonikotinoidlerin topraktaki yar1 dmiirleri verilmistir.
Tohumlarin neonikotinoidlerle muamele edilmesinden 2 yil sonra bile toprakta hala

diisiik seviyelerde bulundugu da bildirilmistir (Schaafsma ve ark., 2015).

Cizelge 1.8. Neonikotinoidlerin toprakdaki yar1 6mrii.

Neonikotinoid Toprakdaki Yar1 Omrii
Asetamiprit 1-8 Giin
Klotiyanidin 148-1155 Giin
Dinotefuran 138 Giin
Imidakloprit 40-997 Giin
Tiyakloprit 1-27 Giin

Tiyametoksam 25-100 Giin
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1.2.2.3. Neonikotinoidlerin Etki Mekanizmasi

Neonikotinoidler, boceklerin merkezi sinir sistemin de sinaptik iletimde ¢ok
onemli bir rol oynayan asaetilkolinin (nAChR’ler) nikotin reseptorleri lizerinde segici
olarak etki eder. Bu maddeler, nikotinik asetilkolin resetorlerinin nikotin agonistleri
gibidir. Bu reseptorler memelilerde merkezi ve periferik sinir sistemlerinde
bulunurken, boceklerde merkezi sinir sistemine yerlesirler. Neonikotinoidlerin ¢ogu,
istenmeyen boceklerin organizmalarinda ndrotoksik aktivite gosterir. Ayrica bu
maddeler, boceklerin nororeseptorlerine memelilerinkinden ¢ok daha giiclii baglanir

(Chen ve ark., 2014 ve Kimura-Kuroda ve ark., 2012).

Sinir sistemi olan tiim hayvanlarda asetilkolinin (nAChR’ler) nikotin reseptorler
ve neonikler, bu reseptorii olusturan a4p2’nin (Alfa-4 Beta-2 nikotinik reseptorii)
agonistleridir. Bocekler ve omurgalilar arasindaki fark, boceklerde tiim nikotinik
asetilkolinin (nAChR’ler) reseptorleri bu alt birimleri igerirken, omurgalilarda
nAChR’leri yalnizca yaklagik % 8-10"unda bu alt birimler bulunur. Bu nedenle
omurgalilarin neonikotinoidlere duyarliligi boceklerinkinden ¢ok daha azdir

(Buszewski ve ark., 2019).

Neonikotinoidler, nikotik asetilkolin (nAChR’ler) reseptorlerine baglanarak ve
sinaptik iletimini etkileyerek etki gosterirler. nAChR’ler reseptorleri genellikle
asetilkolin (ACh) olarak bilinen ndrotransmittere baglanarak aktivite edilir. ACh,
asetilkolin estreraz enzimi (AChE) tarafindan pargalandiktan sonra asetat ve kolin
olusturarak inaktivide olur. ACh’e benzer sekilde, neonikotinoidler nAChR’ler
reseptorlerine baglanabilir ve nAChR’ler reseptorlerini aktivite edebilir. Ancak
ACh’nin aksine AChE tarafindan de aktivasyona neden olmazlar. Bu sinir sisteminin
asir1 uyarilmasina ve nihayetinde hiicre Oliimiine yol acar. Neonikotinoidlerin,
nAChR’ye baglanma yerleri elektronegatiftir, bu da boceklerde toksisitelerine katkida
bulunur. Neonikotinoid insektisitlerin etkisinin bu segiciligi nedeniyle, memeliler igin
daha az toksik olarak kabul edilirler (Chang ve ark., 2013; Chen ve ark., 2014 ve
Kimura-Kuroda ve ark., 2012).
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1.2.2.4. Arilarda Neonikotinoidlerin Metabolizmasi

Bal arilan ¢icekten ¢igege polen tasiyarak cok sayida bitki tiiriiniin gelisme
dongiisiinde 6nemli bir rol oynarlar. Ayrica, genis alanlarda yiyecek arama faaliyetleri
onlarin pestisitler de dahil olmak iizere gesitli kirleticiler temasa gegmesine neden
oldugu igin c¢evresel Kkalitenin belirlenmesin de iyi bir biyogdstergedir.
Neonikotinoidlerin yaygin kullanim1 nedeniyle bal arilarinin bu pestisitlere temas etme

stkiligi artirir (Paradis ve ark, 2014 ve Tanner ve ark., 2011).

Yapilan bir calismada, 50 ppm nikotin iceren sekerli suyla beslenen arilarin
sadece 3,2 ppm nikotinli bal tirettikleri gosterildiginden, arilarin heniiz bilinmeyen bir
mekanizma ile nektardaki nikotini detoksifiye edebildikleri bildirilmistir (Singaravelan
ve ark., 2005).

Asetamipridin, bal aris1 (Apis Mellifera)’nda invivo metabolizmasi arastirilmig
ve asetamipridin ile metabolitlerinin dagilimi 6 biyolojik bélmede (bas, gogiis, karin,
hemolenf, orta bagirsak ve rektum) 72 saatlik bir siire boyunca incelenmistir. Arilarin
asetamipride agiz (oral) yoluyla maruz kaldiklari 25 dk i¢in metabolitlerine dontistiigi,
24 saat iginde ise metabolize edilmeye baslandigi ve 72 saat sonra % 50’sinden
fazlasinin metabolize edilerek viicuttan uzaklastirildigi bildirilmistir. Bu hizh
doniisiimiin; arilarda bulunan sitokrom P450 enzimleri tarafindan neonikotinoidlerin
daha hizli detoksifiye edilebilmelerine bagli olabilecegi bildirilmistir (Brunet ve ark.,
2005).

1.2.2.5. Neonikotinoidlerin Arilar Uzerine EtKkisi

Baslangigta neonikotinoidler, bitkileri zararlilardan koruyan, bircok faydal
bocege karsi diisiik toksisite gosteren maddeler olarak kabul edilmistir. Ancak tim
diinyadaki ar1 popiilasyonunun maruz kaldig biiyiikk kayiplar nedeniyle bu goriis

tartisilir hale gelmistir (Buszewski ve ark., 2019 ve Wood ve ark., 2018).
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Aragtirmalar, tarimda kullanilan eser miktarda neonikotinoidlerin genellikle
artlar1 dogrudan oOldiirmedigi, ancak arilarin insektisit zehirlenmesinin tiim
semptomlarini (koordinasyonsuz hareketler, titreme ve kasilma) gostermesi nedeniyle,
dolayl etkiye sahip oldugunu ortaya koydugu bildirilmistir. Ayrica neonikotinoidler,
arilarin durumu ve onlarin yiyecek arama, 6grenme, ¢icek konumlarini hatirlama,
koloni, kovan veya siiriiye geri doniis yolunu bulma kapasitelerini, bal aris1 kolonisinin
bliylimesini ve krali¢ce arinin dogurganligini da olumsuz etkileyebilir. Bu boceklerin
ani Olimiine yol agmasalar da; sagliklarint 6nemli 6lgiide kotiilestirir, beslenme
stireglerini bozar, koku alma duyusu ve gezinme yeteneklerini bozarak arilarin daha
erken ve sik 6lmesine neden olurlar (Friedli ve ark., 2020; Laycock ve ark., 2012;
Schneider ve ark., 2012 ve Yang ve ark., 2014).

Arilar neonikotinoidlerin tadin1 hissetmezler, bu da kontamine nektarlari
yedikten sonra zehirlenme riskini arttirir. Neonikotinoidler, beyin bolgeleri arasindaki
iletisim dahil olmak {izere boceklerin sinir sisteminin isleyisini bozarak fel¢ ve
6liimlere neden olabilirler. Bitki koruma kimyasallari, arilar ve ¢esitli tozlayicilar dahil
olmak iizere boceklerin hastaliklara ve parazitlere karsi direncini azaltabilirler
(Fairbrother ve ark., 2014; Sanchez-Bayo ve ark., 2016 ve Schneider ve ark., 2012).

1.2.2.6. Neonikotinoid Kullaniminin Yasaklanmasi

Tozlayict bocekler ¢evrenin 6nemli bir boliimiinii olusturur. Son yillarda yapilan
arastirmalarda neonikotinoitlerin, toksik ve norotoksik 6zellikleri nedeniyle bal arilar
ve tozlayicilar i¢in 6liimciil oldugu kanitlanmistir. Neonikotinoid pestisit kullanimi bal
aris1 popiilasyonlarinin azalmasinin ana sebeplerinden biri olarak tanimlanmustir.
Arilar TUzerine olan zehirli etkilerinden dolayr diinyanin birgok {ilkesinde
neonikotinoidlerin kullanimi yasaklanmustir. Imidakloprit Fransa’da 2004 yilinda,
klotiyonidin, imidakloprid ve tiyametoksamin musir tohumunda kullanimi italya’da
2008 yilinda ve 2013 yilinda da AB’nde yasaklanmistir (Orug ve ark., 2019 ve
Sanchez-Bayo, 2018).
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Ulkemizde Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigii tarafindan klotiyonidin,
imidakloprid ve tiyametoksam kullanimi 19 Aralik 2018 tarihinde yasaklanmistir

(Tarim ve Orman Bakanligi, 2019).

1.3. Likit Kromatografi Kiitle Spektrometri/Kiitle Spektrometri (LC-
MS/MS)

Giliniimiizde ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) modlu likit kromatografi-tandem
kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) neonikotinoid insektisit kalintilarinin miktarinin
belirlenmesi i¢in bir¢ok matrikste en yaygin kullanilan ve kabul goren bir teknik haline

gelmistir (Hou ve ark., 2019).

LC/MS, Yiiksek performansli sivi kromatografisinin (HPLC) ayirma giicii ile
kiitle spektrometresinin algilama giiciinii birlestiren bir tekniktir. Kiitle spektrometresi,
yikli tiirlerin iiretilmesi, ardindan ayrilmasini ve tanimlanmasini igeren genis
kapsamli analitik bir tekniktir. Kiitle spektrometresi, gaz iyonlarim kiitle/yiik (m/z)
degerlerine gore ayirmak icin tasarlanmis bir cihazdir. Kiitle spektrometresi,
LC/MS’de ¢esitli iyonizasyon yontemi ile liretilen yiikli tiirlerin ayrilmasimi igerir.
Bunlar; (1) Elektrosprey iyonizasyon (EI), (2) Atmosfer basinci kimyasal iyonizasyon
(APCI). Her iki durumda da, ytikli tiirler, atmosferik basing kosullar1 altinda gaz fazi
iyonlar1 olarak iretilirler. Gaz fazi iyonlarinin ayrilmasi, iyonlart ayir etmek icin
elektrik ve/veya manyetik alanlar kullanilarak, kiitle spektrometresi icinde gergeklesir.
Kiitle spektrometresi, analizore ek olarak ayrica bir atmosferik iyonizasyon odasi, bir
vakum sistemi bir de detektor igerir (Kruve ve ark., 2015). LC-MS cihazinin ana

unsurlar1 Sekil 1.2.°de verilmistir (Chromacademy, 2021)
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: 1 | DjiFrum HPLC System

Zolurmn

Sekil 1.2. LC-MS cihazinin ana unsurlar1 (Chromacademy, 2021).

(1) iyon kaynag (ion source), HPLC eluenti, atmosferik basing bélgesine piiskiirtiiliir.

(2) Skimmer konisi (Skimmer Cone); tercihen faz fazi 6rneklerini iyonlarini 6rneklemek ve kiitle analiz
cihazinin vakum sistemine giren gaz yiikiinii azaltmak i¢in ¢ap1 kiigiiltiilmiis bir 6rnekleme agzina sahip
bir koni.

(3) Kuadrupol (Quadrupole); Iyonlari, birbirine paralel dort esit mesafeli cubugun merkezi ekseni
boyunca gecerken kiitle/yilik (m/z) oranlarina gore ayirmak i¢in elektrik alanlarini kullanan cihazdir.
(4) Carpisma hiicresi (Collision Cell); Ilk kiitle analizériinden ¢ikan iyonlar bir potansiyel farki
kullanilarak hizlandirilir ve Hz, N2 veya Ar gibi ndtr gaz molekiilleri ile carpigarak analitin
par¢alanmasina neden olur.

(5) Kuadrupol (Quadrupole); Iyonlari, birbirine paralel dért esit mesafeli ¢ubugun merkezi ekseni
boyunca gegerken kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore ayirmak igin elektrik alanlarini kullanan cihazdir
(6) Detektor (Detector); tretildikten ve ayrildiktan sonra iyonlarin algilanmasi ve kullanilabilir bir
sinyale doniistiirilmesi gerekir. Elektron ¢ogaltici, dinod ve fotodiyot gibi detektdrler modern kiitle
spektrometre sistemlerin ¢cogunda yaygin olarak kullanilmaktadir.

(7) Vakum sistemi (Vaccum system): kiitle analizorleri, 6ngoriilebilir ve verimli bir sekilde ¢aligmak
icin yiliksek diizeyde vakum gerekir. Bircok modern Lc/ms sisteminin vakum sistemleri, {ireticisine
baglt olarak, farkli tasarimli bolmeler veya 2 ya da daha fazla delikli plaklar ile ayrilmis, farkli
pompalanan vakum odalarindan olugmaktadir.

LC-MS’de kiitle analizorleri kuadrupol ile birlikte iyon tuzakli (Ion Trap; IT) ve
ucus zamanl (time of Flight, TOF) kiitle analizorleri yaygin olarak kullanilir
(Chromacademy, 2021).

Tandem Kiitle Spektrometrisi (MS/MS): MS/MS, iki ya da daha fazla kiitle

spektrometresinin birlesimidir. Ik deney sirasinda izole edilen iyonlar1 parcalayarak
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yapisal bilgi elde etmek veya hem birinci hem de ikinci analizdrler kullanilarak temsili
iyon gegislerini segerek nicel analiz igin daha iyi secicilik ve hassasiyet elde etmek
amaciyla kullanilir. MS/MS analizi, ¢oklu analizlerin birlestirilmesi ile (ayn1 veya
farkli tiirden) veya bir iyon tuzagi ile yakalanan iyonlarin ardisik parcalanmasiyla

gerceklesebilir (Kruve ve ark., 2015). Tandem Kiitle Spektrometrisi (MS/MS) Sekil

Q2
Q3 Scanning

1.3.’de verilmistir (Chromacademy, 2021).

lon Bridge

Q1 Static

Sekil 1.3. Tandem Kiitle Spektrometrisi (MS/MS) (Chromacademy, 2021).

1.4. Metot Validasyonu ve ilgili Validasyon Parametreleri

Avrupa Birligi (AB) 2002/657/EC sayili Komisyon kararma gore, gidalardaki
kalintilarin belirlenmesin de kullanilan LC-MS/MS analizlerin de dogru sonuglarin
elde edilmesi i¢in; dogrusallik (linearity), geri kazanim (recovery), kesinlik
(precision), spesifiklik (specificity), tespit limiti (LOD), 6l¢iim limiti (LOQ), karar
limiti (CCa), tayin yeterliligi (CCP) ve saglamlik parametrelerinin belirlenmesi
gereklidir (European Commission, 2002 ve ICH, 2006).

1.4.1. Dogrusallik (Linearity)

Dogruluk; test sonucu ile kabul edilen referans deger arasindaki anlagsmanin

yakinlig1 seklinde tanimlanir. Baska bir ifade ile; 6lgiim cihazi ya da yontemi ile elde
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edilen sonucun, gercek degere olan yakinligi olarak da tanimlanir. Gergekligi ve

kesinligi belirterek belirlenir (European Commission, 2002).

1.4.2. Gergeklik

Gergeklik, bliyiik bir dizi test sonuglarindan elde edilen yaklasik deger ile kabul
edilen bir referans degeri arasindaki anlagmanin yakinligi demektir. Gergeklik genelde
egilim olarak ifade edilir. Egilim, test sonucu beklentisi ile kabul edilen referans degeri

arasindaki fark seklinde tanimlanir (European Commission, 2002).

1.4.3. Kaesinlik

Kesinlik; bagimsiz 6l¢iim sonuglarinin birbirine olan yakinligini ifade eder ve
genellikle 6l¢timii, kesin olmama terimleri ile tanimlanir. Hesaplanmasi, analiz
sonuglarinin standart sapmasi alinarak yapilir. Kesinlik azaldikca, standart sapma
biiyiir. Yontemin Kkesinligi, ayn1 kosullar altinda birden fazla sayidaki Olgiim
sonuglarinin  birbirine olan benzerlik derecesidir. Tekrarlanabilirlik ve tekrar
tiretilebilirlik olarak kesinlik iki bilesene ayrilir. Tekrarlanabilirlik; analiz yapilan giin
ve analizi yapan kisi, 6l¢iim cihazi ve metodu, laboratuvar sartlari ve ¢alisma kosullart
gibi parametrelerin ayni oldugu sartlarda yapilan bagimsiz test sonuglarinin elde
edilmesi olarak tanimlanir. Tekrar iiretilebilirlik ise; yukarida belirtilen etkenlerden bir
veya birkaginin degismesi durumunda elde edilen bagimsiz test sonuglari olarak
tanimlanir. Laboratuar iginde iiretilebilirlik, dogrulanmis uzun zaman araliklari
boyunca 0Ongoriilmiis (Onceden belirtilmis) kosullar (6rnegin, yontem, test
materyalleri, operatorler, ¢cevre) altinda ayni laboratuarda elde edilen kesinlik demektir

(European Commission, 2002).

Kesinlik degerleri (s, ve Sg) asagidaki formiillerle hesaplanabilir:

Tekrarlanabilirlik ~ standart sapmasi (S) ‘Gruplar Iginde  Kareler
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Ortalamasinin’ karekokiine esittir.

S, = VMSw

Grublar arasindaki standart sapma (Sp) asagidaki esitlikten hesaplanir. Negatif

¢tkmasi durumunda sifir olarak alinir.

MSb—MSw

S = [T,

Tekrar tiretilebilirlik standart sapmasi (Sr) asagidaki esitlikten hesaplanir.

Sp = |8, %+ 8,2
R .,Jr b

C : Geri kazanim

C1 : Spike edilen 6rnegin konsantrasyonu
C2 : Ornek konsantrasyonu

C3 : Standart konsantrasyonu

C =(C1-C2)/C3

Cort= Cort Ortalama Geri Alim = Geri Alim Degerlerinin Toplami/n

(n: analiz tekrar1 say1st)
RSDr(%) :Tekrar edilebilirlik nisbi standart sapma ytizdesi

RSDr(%): Laboratuar igi tiretilebilirlik nisbi standart sapma yiizdesi
RSDr(%) = (sr*100)/ Cort

RSDr(%)= (S *100)/ Cort
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1.4.4.  Spesifiklik (Specificity)

Spesifiklik, 6l¢iilen analit ve diger maddeleri ayirt etme yonteminin yetenegi
demektir. Baska bir ifade ile, Spesifiklik, analitik metodun aranan analitik numunede
bulunan diger bilesenlerden ayirma kabiliyetidir. Bu o6zellik, agiklanan 6lgme
tekniginin agir basan bir islevidir, ancak bilesenin veya matrisin sinifina gore
degisebilir. Analitik metodlar igin, analit ve yakindan ilgili maddeler ( metabolitler,
izomerler, degradasyon triinleri, endojen maddeler, matris bilesenleri, vs) arasindaki

ayrim giicli onemlidir (European Commission, 2002).

1.45. Geri Kazanim

Geri kazanim, analitik yontem esnasinda geri kazanilan bir maddenin dogru
konsantrasyonunun yiizdesi seklinde tanimlanir ve kor numuneye standart madde

eklenmesi, ardindan aymi analiz islemlerinin standart eklenmis kor numuneye

uygulanmasi ile gerceklestirilir (European Commission, 2002).

1.4.6. Tespit (Limit of Dedection, LOD) ve Ol¢iim (Limit of
Quantification, LOQ) Limitleri

LOQ, analitin kabul edilebilir gerceklik ve tekrarlanabilirlik kesinliginde
olgiilebilen, en diisiik derisimdir. LOD ise, analitin analiz yontemi uygulanarak makul
bir kesinlikte tespit edilebilen en diisiik derigimidir (Tarim ve Orman Bakanligi, 2018).

1.4.7. Karar Limiti (CCa)

Karar limiti (CCa), bir 6rnegin (a) 'nin hata olasiligi olan limitte veya bunun

istiindeki limit demektir. Alfa (o) Hatasi: Uygunsuz bir dl¢tim (yanlis uygunsuz karar)
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elde edilse bile test edilen 6rnegin uygunlugunun olasiligidir (European Commission,
2002).

MRL diizeyinde laboratuar i¢i tekrariiretilebilirlik ¢alismasi yapilir. Buradan

MRL diizeyinde elde edilen Srvry) ile CCa hesaplanir.

CCa = CmrL*1,64* Sr(MRL)
CwmrL= Maddenin MRL Degeri,
Srvry= MRL Degerindeki Tekrartiretilebilirlik Varyans Katsayisi

MRL'i olan maddeler i¢in CCa, matris basina MRL seviyesinde giiclendirilmis
20 bos numuneyi analiz ederek belirlenebilir. Bu analizler, 6nemli derecede farkli
zaman araliklarinda ve farkli bos Ornekler ile en az ¢ farkli giinde
gerceklestirilmelidir. Bu testte saptanan Tekrariiretilebilirlik Varyans Katsayisi degeri
ile yukarida verilen formiilden CCa hesaplanir. MRL’1 olan maddeler i¢in dogrulama
metodlarinda (GC-MS, LC-MS, LC-MS/MS vb. kullanilarak analiz edilen deney
metotlarinda) sonuglarin degerlendirilmesinde; bulunan deger CCa degerinden

biiyiikse sonug pozitif olarak raporlanir (European Commission, 2002).

1.4.8. Tespit Limiti-Tayin Yeterliligi (Saptama) (CCp)

Beta hata olasiligin sahip bir 6rnegin saptanabilen, tanimlanabilen ve/veya
miktarin belirleyebilen maddenin en kiigiik icerigidir. Beta () Hatasi: Uygunsuz bir
Olciim (yanlis uygunsuz karar) elde edilse bile test edilen numunenin gergekten
uyumsuz olma olasihigidir. izin verilen limit belli degil ise, CCP bir metodun 1-B
olasiig: ile kirletilmis numuneyi tespit edebildigi en diisiik konsantrasyondur. Izin
verilen miktar belli ise, CCP bir metodun 1-f olasilig1 ile izin verilen limite tespit

edebildigi konsantrasyondur (European Commission, 2002).

CCp degeri CCa degeri lizerinden agagidaki formiil ile hesaplanabilir;
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CCp= CCa + SrevrL)*1,64

SrevrL): MRL Degerindeki Tekrariiretilebilirlik Varyans Katsayisi

1.49. Saglamhk

Bu calismalar, kiiciik makul c¢esitlemelerin laboratuar tarafindan kasith
takdimini ve sonuglarinin gdzlemini kullanirlar. Olgiim sonuglarm etkileyebilecek
numune On-igleme, temizleme ve analiz faktorlerini secerek yapilmalidir. Bu tiir
faktorler, analisti, belirteclerin kaynagi ve yaslarini, ¢oziiciileri, standart ve numune
ekstrelerini, 1sinma hizi, sicaklik, matriks, pH degeri ve laboratuarda ortaya ¢ikabilen
diger bir ¢ok faktorii igerebilir. Youden yaklasimini kullanarak sonuglart 6nemli
Olciide etkileyebilecek faktorii hafifce degistirerek 6lglim sonuglart tizerine olan etki

belirlenir (European Commission, 2002).

1.4.10. Olciim Belirsizligi Hesaplanmasi

2002/657/EC direktiflerin de sonuglarin dogrulugunun kontroliinde, 6l¢tim
belirsizligi yerine CCa ve CCP terimleri kullanilmaktadir. Ancak belirlenen CCa
degerinin uygunlugunun kontrolii icin de 6l¢iim belirsizligi hesaplanabilir. Olgiim
Belirsizligi hesaplamalarinda giincel kabul edilen prosediir veya direktiflerinden

herhangibi birisi kullananilabilir.

1.5. Cahsmanmin Hipotezi, Amaci ve Onemi

Son yillarda yapilan bilimsel caligmalarda neonikotinoidlerin insan sagligi
lizerine potansiyel risk olusturabilecegi bildirilmistir. Bu sebeple, insanlar tarafindan

tilkketilen gida iriinlerinde neonikotinoidlerin miktarini belirlemek giderek onem

kazanmistir. Kimura-Kuroda ve ark. (2012), asetamiprid ve imidakloprid'in yenidogan
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siganlarindan serebellar néronlar tizerine nikotin benzeri etkilerini arastirmig ve insan
sinir sistemi geligsmesi lizerinde asetamiprid ve imidakloprid'in potansiyel bir tehlikeye
sahip oldugunu bildirmistir. Insan saglig1 iizerine olan direkt etkileri, Cimino ve ark.
(2017)’nmin yapmis oldugu sistemik derlemede; kronik maruziyetin fallot tetralojisi,
anensephali, otizm, hafiza kaybi, tremor semptomlarini i¢eren gelisimsel ve norolojik

bozukluklar iligkilendirilebilecegi ¢aligsmalarda tespit edildigi bildirmistir.

Insan saghg ve gida giivenligi agisindan pestisitlerin kalinti miktarlarinin
belirlenmesinin 6nemi, her gegen giin artmaktadir. Diinyada neonikotinoidler iizerine
yapilan ¢aligmalara bakildiginda, insan sagliginin yan sira ¢evresel kirlenmeye yol
agmalar1 sebebiyle bu pestisitlerin diger canlilar {izerinde de zararle etkilerinin oldugu

bilinmektedir.

Ballarda neonikotinoid grubu bazi pestisitlerin kalinti problemini ortaya
koymay1 amaglayan bu calismanin; tilkemizde neonikotinoid grubu pestisitlerin
analizi i¢in uygun modifiye bir yontemin gelistirilerek laboratuvara uyarlanmasi,
boylelikle oncelikle ballarda olmak iizere ari iiriinlerindeki analizlerinin yapilabilir
kilinmast ve bu analizlerin siirdiirilebilirliginin  saglanmasi agisindan rutin

uygulamalara model olusturmasi hedeflenmistir.

Bu kapsamda olacak sekilde planlanan bu tez ¢aligmast ile; Ankara piyasasinda
satisa sunulan siizme ballarda neonikotinoid grubu bazi pestisitlerin (asetamiprid,
Klotiyanidin, imidakloprid, tiyaloprid ve tiametoksam) tespit edilmesi i¢in hazir valide
bir metod ile hizli, hassas, giivenilir ve tekrarlanabilir bir metodun uygulanmasi
saglanarak, toplanan bal numunelerinin bu metodla analizlerinin gergeklestirilmesi ve

orneklerdeki neonikotinoid pestisid varliginin incelenmesi amaglanmustir.

Yapilmasi planlanan tez ¢aligmasi; lilkemizde bu alanda hassas bir yontem ile
gerceklesitirilen ilk ¢alisma olmas1 ve ballarda neoniotinoid grubu pestisitlerin analizi
i¢in hizli, kolay, ucuz, giivenli ve tekrarlanabilir bir yontem gelistirilmesi ve boylelikle

de benzer ¢alismalara da onciiliik edecek olmas1 yonleriyle 6zgiin bir degere sahiptir.
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Tez g¢alismasmin hipotezini ise; analizi gergeklestirilen bal numunelerinde
neonikotinoid kalintisinin bulunmamasi varsayimi olusturmaktadir. Varsayilan
hipotezi test etmek icin ise; toplanan bal numuneleri 6ncelikle QUEChERS (Ucuz,
Etkili, Hizli, Kolay, Saglam ve Giivenli) yontemi ile 6ziitleme islemine tabi tutulmus
ve elde edilen 6ziit iizerinden de Mrzlikar ve ark. (2019)’nin kullandig1 yontem kismen
modifiye edilerek LC-MS/MS’de neonikotinoid grubu baz1 pestisitlerin (asetamiprid,

Klotiyanidin, imidakloprid, tiyaloprid ve tiametoksam) varlig1 arastirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Bal Numunelerinin Toplanmasi

Bal numuneleri, Haziran-Aralik 2021 tarihleri arasinda Ankara ili merkez
ilgelerinde tiiketime sunulan toptan, perakende ve yoresel {iriin satis yerlerinden en az
25 g. agirlikda olacak sekilde (20’ser adet cam, ¢icek ve kestane bali) 60 adet bal
numunesi toplandi. Bal numuneleri ulusal kalint1 izleme planinda belirtilen numune
alma prosediiriine gore toplandi ve kalinti1 izleme planina goére kodlanarak analize
alindi (UKIP, 2018). Ayrica ayn1 markaya ait olan bal numunelerinin farkli parti seri
numarlar1 olmasina dikkat edildi. Topalanan bal numunelerine ait bilgiler Cizelge

2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Toplanan bal numuneleri.

Numara Cam Bah Cicek Bah Kestane Bali
1 B.06.Ki.Caml B.06.K1.Cikl B.06.Ki.Kesl
2 B.06.KI.Cam2 B.06.KI.Cik2 B.06.KI.Kes2
3 B.06.KI.Cam3 B.06.KI.Cik3 B.06.KI.Kes3
4 B.06.KI.Cam4 B.06.KI.Cik4 B.06.KI.Kes4
5 B.06.Ki.Cam5 B.06.KI.Cik5 B.06.Ki.Kes5
6 B.06.Ki.Cam6 B.06.K1.Cik6 B.06.Ki.Kes6
7 B.06.KI.Cam7 B.06.KI.Cik7 B.06.KI.Kes7
8 B.06.KI.Cam8 B.06.KI.Cik8 B.06.KI.Kes8
9 B.06.KI.Cam9 B.06.KI.Cik9 B.06.KI.Kes9
10 B.06.KI.Cam10 B.06.KI.Cik10 B.06.KI.Kes10
11 B.06.Ki.Cam11 B.06.KI.Cik11 B.06.Ki.Kesl11
12 B.06.Ki.Cam12 B.06.KI.Cik12 B.06.Ki.Kes12

37



13 B.06.KI.Cam13

B.06.KI.Cik13

B.06.KI.Kes13

B.06.KI.Cik14

B.06.Ki.Kes14

B.06.KI.Cik15

B.06.KI.Kes15

B.06.K1.Cik16

B.06.K1.Kes16

B.06.K1.Cik17

B.06.KI1.Kes17

B.06.KI.Cik18

B.06.KI.Kes18

B.06.KI.Cik19

B.06.Ki.Kes19

14 B.06.KI.Cam14
15 B.06.KI.Caml5
16 B.06.Ki.Cam16
17 B.06.Ki.Cam17
18 B.06.KI.Cam18
19 B.06.KI.Cam19
20 B.06.KI1.Cam20

B.06.K1.Cik20

B.06.KI.Kes20

2.2. Standart ve Kimyasal Maddeler

Kullanilan standart ve kimyasallar Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2. Standart ve kimyasallar.

Kullanilan Kimyasal ve Standartlar

Marka

Asetamiprid,( %99,8 Saflikta,100 mg)

Sigma-Aldrich, Almanya

Klotiyanidin, (%99,8 Saflikta,100 mg)

Sigma-Aldrich, Almanya

Tmidakloprid, (%99,8 Saflikta, 100 mg)

Sigma-Aldrich, Almanya

Tiyametoksam, (%99,8 Saflikta,100 mg)

Sigma-Aldrich, Almanya

Tiyaloprid, (%99,8 Saflikta,100 mg)

Sigma-Aldrich, Almanya

Trifenilfosfat (IS),(%99,8 Saflikta,0,25 g)

Dr. Ehrenstorfer, Almanya

Asetonitril- LC Saflikta

Isolab, Almanya

Metanol-LC Saflikta

Isolab, Almanya

Formik Asit Merck, USA
Magnezyum Siilfat Sigma-Aldrich, Japonya
Sodyum Kloriir Sigma-Aldrich, Danimarka

Amonyum Format

Sigma-Aldrich, Hindistan

Primer-Sekonder-Amin (PSA)

Agilent, USA

Sodyum sitrat Tribasik dihidrat

Sigma-Aldrich, Almanya

Sodyum hidrojensitrat seksihidrat

Sigma-Aldrich, Belgika
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2.3. Standart Calisma Cozeltileri

Ana Standart Cozeltisi (1000 ppm): Calismada kullanilan toz halindeki
asetamiprid standart maddesi i¢in; hassas terazi de 0,0100 mg olacak sekilde tartildi.
Tartilan standart madde koyu renkli bir siseye konularak, lizerine 10 ml asetonitril

(ACN) tamamlanarak 1000 ppm’lik ana standart ¢ozeltisi hazirlandi.

Ara Standart Cozeltisi (1) (100 ppm): Ana standart ¢ozeltisinden 1 ml alinarak
tizerine 9 ml ACN ilave edilerek 10 ml tamamlandi. 100 ppm’lik ara standart (1)

¢Ozeltisi hazirlandi.

Ara Standart Cozeltisi (2) (10 ppm): Ara Standart ¢ozeltisi (1) den Iml
aliarak tizerine 9 ml ACN ilave edilerek 10 ml tamamlandi. 10 ppm’lik ara standart

cozeltisi (2) hazirlandi.

Ana standart ¢ozeltisi, ara standart ¢ozeltisi (1) ve ara standart ¢ozeltisi (2)
hazirlama asamalar1 her bir standart Klotiyanidin, imidakloprid, tiyaloprid,
tiametoksam, asetamiprid ve trifenilfosfat (IS) uygulandi. Tiim standartlar +4 C’de

saklandi.

Calisma Spike Cozeltisi Karisimi: Calisilan standart maddelerini her biri
baldaki maksimum kalinti diizeylerine uygun olarak (bkz. Cizelge 2.3.)
konsantrasyonlar1 asetamiprid, Klotiyanidin, imidakloprid ve tiametoksam 50 ng/g,
tiyaloprid 200 ng/g diizeyinde olacak sekilde hazirlandi. Bu amagla; asetamiprid,
klotiyanidin, imidakloprid ve tiametoksam ait ara standart ¢ozeltisi (1) den her bir
standart icin 1 ml alinarak tizerine 6 ml ACN ilave edilerek 10 ml tamamlandi.
Tiyaloprid igin ara standart ¢dzeltisi (2) den 4 ml alindi. Uzerine 6 ml ACN ilave

edilerek 10 ml tamamlandi.

Internal Standart (IS) Cozelti: Trifenilfofat i¢in ara standart ¢ozeltisi (1)(100

ppm) den 1ml alinarak tizerine 9 ml ACN ilave edildi. 10 ppm’lik ara standart ¢ozeltisi
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(2) hazirlandi. Hazirlanan 10 ppm’lik trifenilfosfat ara standart ¢ozeltisi (2) ¢caligmada
kullanild.

Mobil Faz A: Su (%0,1 Formik Asit), 1 litre distile su ¢am sise igerisine
doldurulur igerisinden 1 ml su alinir. Alinan su miktar1 kadar (1 ml) Formik asit
¢ozeltiye eklendi.

Mobil Faz B: Metanol (5 mM Amonyum Format), Amonyum format 0,3163

g/mol olacak sekilde hassas terazide tartildi, 1 litre metanol olan ¢am sise igerisine

eklendi.

2.4. Araglar ve Cihazlar

Kullanilan arag ve cihazlar Cizelge 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.3. Arag ve cihazlar.

Cihaz Marka/Model
LC-MS/MS Shimadzu, 80-40,Japonya
Santrifij Kubato, 5500
Vorteks Heidolph Reax, Almanya
Hassas Terazi Santorius
Ultra saf su Cihazi Elga,6640
Yar1 Otomatik pipetler Eppendorf, Almanya
Azot altinda Ucurma VIm Eva 1 Vis, Almanya

2.5. Likit Kromatografi ve Kiitle Spektrometri Sartlar1 (LC-MS/MS)

Calismada Shimadzu LC-MS/MS 8040 {iglii dort kutuplu kiitle spektrometresine
bagli Shimadzu HPLC kullanild1. Akis hiz1 ise, 0,40 mL/dk dakika olarak ayarlandi.
Enjeksiyon hacmi ise, 10 uL kullanildi. Mobil faz A: Su (% 0,1 formik asit) ve Mobil
faz B: Metanol (MEOH, 5SmM amonyum format) kullanildi. Analizler kantitatif 6l¢lim
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icin ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) kullanilarak ESI pozitif iyon modun da
gerceklesti. Gradyan programi; 0-1dakika (dk); %0-% 5 B; 1-6 dakika (dk); %5-% 95
B; 6-6,50 dakika (dk); %0-% 5 B olacak sekilde 7 dk program ayarlandi.
Neonikotinoidlerin  (asetamiprid, klotiyanidin, imidakloprid, tiyaloprid ve
tiametoksam ) herbiri 100 ppb olacak sekilde 6 tekrali cihaza enjeksiyon yapildi. Tim
analitlerin MRM degerleri belirlendi. Kromatografik ayrima, bir C1g koruma kolonuna
baglanmis Synergi (4 um Max-RP 80 A 50 x 2mm) LC kolon ile 40 C’de yapildu.
Neonikotinoidlerin tutunma zamanlar1 ve Mrm degerleri belirlendi. Hesaplamalar

belirlenen Mrm degerleri kullanilarak yapildu.

2.6. Oziitleme

Bal 6rneklerinin LC-MS/MS cihazina uygulanabilir hale getirilmesi i¢in yapilan
ekstraksiyon islemi, Mrzlikar ve ark. (2019) kullandigi yontem kismen modifiye
edilerek gerceklestirildi.

10 g bal numunesi polipropilen 50 ml’lik bir santrifiij tiipiine tartild1. Uzerine 10
ml ultra saf su ve 10 ml Asetonitril ilave edildi. Karisima 4 g magnezyum siilfat, 1 ¢
sodyum kloriir, 1 g tri sodyum sitrat ve 0,5 g di sodyum sitrat tuzlari eklendi. Karisim
1 dk homojeniz oluncaya kadar elle ¢alkalandi. Daha sonra 3000 rpm’de 10 dk siireyle
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda {ist faz 4 ml, 15 ml’lik cam tiipe aktarildi. 900 g
Magnezyum siilfat ve 150 g PSA (Primer Sekonder Amin) bulunan karigim {izerine
eklendi ve 30 saniye boyunca vorteksle karistirildi. Daha sonra karigim 3000 rpm’de
5 dk siireyle santrifiij edildi. Ust faz1 temiz bir cam tiipe alind1 ve azot altinda 40°C

sicaklikta ucuruldu.
Tiipte kalan kuru kalintt 1 ml metanol/su (20/80) ¢oziicii ile ¢oziildii. Elde edilen

stvi, 0,22 mikron ¢apindaki filtrelerden gecirilerek, LC-MS/MS cihazina enjeksiyon
edildi.
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2.7. Metot Validasyon

Metod validasyon ¢alismalari, AB Komisyonu, 2002/657/EC sayil1 kararina ve
ICH’a gore gerceklestirildi. Dogrusallik, kesinlik, spesifiklik, geri kazanim, tespit ve
Olgtim limitleri, karar limiti tayin yeterliligi ve saglamlik parametreleri belirlendi.
Degerlendirme ise AB tarafindan balda bulunmasina izin verilen kalinti limitleri

tizerinden yapildi (Hau ve ark., 2019 ve Tanner ve ark., 2011).

2.7.1. Dogrusallik

Kalibrasyon egrisini elde etmek i¢in; analizi yapilan maddelerin higbirini
icermeyen 10 g miktarindaki bal (0 veya kér numune) ve analizi yapilan maddelerin
MRL miktarlarinin 0,5, 1, 1,5, 2 ve 5 katin1 igerecek sekilde olusturulan numuneler
(pozitif numune) hazirlandu. IS igin de ayni islemler yapildi (Cizelge 2.4). Oziitleme
ile elde edilen 6rnekler cihaza enjekte edildi ve analitlerin her birinin kalibrasyon egrisi

cizildi. Yapilan biitiin hesaplamalarda gizilen kalibrasyon egrileri kullanildi.

Cizelge 2.4. 10 gram bal 6rnegine katilan standart miktarlar.

Analit 0,5 MRL 1 MRL 1,5 MRL 2 MRL 5 MRL

Asetamiprid 25 ul (25 50 ul (50 ppb) 75 pl (75ppb) 100 pl(100 250 ul (250

Klotiyanidin ppb) ppb) ppb)

Imidakloprid

Tiyametoksam

Tiyaloprid 25 ul (100 50 ul (200 ppb) 75 ul (300 ppb) 100 pl (400 250 ul (1000
ppb) ppb) ppb)

Trifenilfosfat 100 pl (100 100 pl (100 100 pl (100 100 pl (100 100 pl (100

(1) ppb) ppb) ppb) ppb) ppb)

3.7.2. Spesifiklik

Icinde aranan maddenin olmadig: bilinen 10 g bala MRL miktarin da standart

karisim eklendi. Asetamiprid, klotiyanidin, imidakloprid ve tiametoksam i¢in MRL’in
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bir kat1, tiyaloprid i¢in ise MRL’in yarim kat1 olacak sekilde 100 ppb Trifenilfosfat
(IS) eklenerek numuneler hazirlandi. Hazirlanan numuneler ayn1 metod ile calisilip,

LC-MS/MS cihazina uygulandi.

2.7.3. Geri Kazanim

Geri kazanim degerleri, herbir analit i¢in (klotiyanidin, imidakloprid, tiyaloprid,
tiametoksam, asetamiprid) 0,5, 1 ve 1,5 kat MRL oraninda 3 farkli sekilde

zenginlestirilen 6’sar adet numuneler analize alinarak yapildi.

Mevcut derisim “%Geri kazanim=100xOlgiilen igerik/Giiclendirme seviyesi”

formiilii esas alinarak hesapland: ve ortalamasi alindi.

2.7.4. Kesinlik

Kesinlik, tekrarlanabilirlik ve tekrar tretilebilirlik olarak iki bilesene gore
yapildi. Tekrarlanabilirlik i¢in, herbir analit i¢in (klotiyanidin, imidakloprid,
tiyaloprid, tiametoksam, asetamiprid) MRL’nin 0.5, 1 ve 1.5 kat1 oraninda standart
karisimi (IS ile birlikte) eklenerek (Cizelge 2.1) hazirlanan 6’sar 6rnek ayni kisi
tarafindan 3 farkli giinde analize alinip, her numunedeki mevcut derisim, ortalama

derisim, standart sapma ve CV hesaplandi.

Tekrar tretilebilirlik, herbir analit igin (klotiyanidin, imidakloprid, tiyaloprid,
tiametoksam, asetamiprid) MRL’nin 0.5, 1 ve 1.5 kat1 oraninda standart karigimi (IS
ile birlikte) eklenerek (Cizelge 2.3) hazirlanan 6’sar oOrnek farkli giinde
tekrarlanabilirlik ¢alisan farkli bir kisi tarafindan analize alinip, her numunedeki

mevcut derisim, ortalama derisim, standart sapma ve CV hesaplandi.
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2.7.5. LOD ve LOQ

LOD ve LOQ icin kor o&rnek Asetemiprid, Klotiyanidin, Imidakloprid,
Tiyametoksam ve Tiyakloprid’in 1 MRL seviyesinde standart ile zenginlestirildi.
Zenginlestirilmis kor ile 10 defa bagimsiz ¢alisma yapilarak olgiimlerin standart

sapmasi hesaplandi.

LOD (TESPIT LIMITI) =3*SD

LOQ (OLCUM LIMITI) =10*SD

2.7.6. CCa ve CCPB

CCa ve CCB, kesinlik boliimiide Anova tek etken excel yontemi kullanilarak
belirlenen MRL diizeyindeki Tekrariiretilebilirlik Varyans Katsayisi (SrvRrL))
kullanilarak  hesaplandi. CCo , MRL miktar1 arti Tekrariiretilebilirlik Varyans
Katsayist (Srevre)) 1,64 kati olarak ve CCB, CCa art1 Tekrariiretilebilirlik Varyans
Katsayisi (Srevry)) 1,64 kati olarak hesaplandi.

2.7.7. Saglamhk

Bu parametrede farkli analistler tarafindan uzun doénemde deneyin
gergeklestirilmesi ile gergeklestilen matriks saglamligi test edildi. Spesifiklik
paremetresindeki veriler matriks saglamligl i¢in es anli olrak kullanildi. Kesinlik
paremetresi altinda gerceklestirilen laboratuvar ici iretilebilirlik caligmalarinda
deneylerin farkli analistler tarafindan gergeklestirilmesi kapsaminda iretilebilirlik

saglamlig1 kontrol edildi.
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2.7.8. Ol¢iim Belirsizligi

Olgiim belirsizligi hesaplamalari, Tarim ve Orman Bakanhg Kimyasal ve
Fiziksel Analizlerde Metod Validasyonu/Verifikasyonu ile Kimyasal ve Fiziksel
Analizlerde Olgiim Belirsizligi Rehberine gére yapildi (Tarim ve Orman Bakanligi,
2018a ve Tarim ve Orman Bakanligi, 2018b ).

Kesinlikten gelen birlestirilmis tekrar iiretilebilirlik birlestirilmis belirsizliginin
hesaplanmasinda ofis programi excel i¢inde bulunan veri ¢6ziimleme bdliimde
‘Anova Tek Etken’ kullanilarak; Tekrarlanabilirlik standart sapmasi (Sr), Grublar
arasindaki standart sapma (Sp) ve Tekrar tiretilebilirlik standart Sapmasi (Sr) bolim

1.1.3. belirtilen formiiller kullanilarak hesaplandi.

Laboratuvar i¢i tekrar {retilebilirlik standart sapma degerleri asagidaki
formiille birlestirilerek birlesik standart sapma degeri/ birlestirilmis laboratuvar ici

tekrar tiretilebilirlik 6l¢ctim belirsizligi degeri hesaplandi.

(n; — 1)S;% + (n, — 1)S,% ...
U(Tekrar iiretilebilirlik) = Spool = (n,— D+ (n,—1) + -
1 2

Gergeklikten gelen birlestirilmis belirsizligin hesaplanmasin da ise, kirletilmis
materyallerle yapilan gerceklik calismasin da, geri kazanim degerinin istatistiksel
olarak 6nemli derecede 1’den farkli olup olmadig t-Testi ile belirlenir. t-Testi’nin

formiilii asagida verilmistir.

X : Analiz sonuglar1 ortalamasi, p : Gergek deger veya beklenen deger, s: Analiz sonuglarinin standart
sapmasi, n: Analiz sayisi.

Hesaplanan t degeri trabio degerinden kiigiik (t degeri < travlo) oldugunda geri

kazanim degeri 1’den farkli degildir.
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3. BULGULAR

Klotiyanidin, imidakloprid, tiyaloprid, tiyametoksam, asetamiprid ve IS olarak
kullanilan trifenilfosfatin ESI pozitif iyon modun da ¢oklu reaksiyon izleme (MRM)
kullanilarak analitlerin kolondan ¢ikis zamanlari ve belirlenen diger degerleri Cizelge
3.1.’de verilmistir. Hesaplamalar Cizelge 3.1.’de verilen MRM degerlerine gore

yapildi.

Cizelge 3.1. Neonikotinoidlerin MRM degerleri.

Analit Kiitle Yavru Iyon Dwell Polarite  Kolezyon  Tutunma
Zaman Enerji Zamani

Q1 126 24 Pozitif 23 3,592 (+0,05)

Asetamiprid 223
Q2 56 24 Pozitif 17 3,592 (+0,05)
Q1 169 38 Pozitif 12 3,349 (+0,05)

Klotiyanidin 249
Q2 131 38 Pozitif 16 3,349 (£0,05)
Q1 209 24 Pozitif 19 3,336 (+0,05)

Imidakloprid 256
Q2 175 24 Pozitif 16 3,336 (+0,05)
Q1 211 24 Pozitif 13 2,952 (+£0,05)

Tiametoksam 291
Q2 181 24 Pozitif 24 2,952 (+0,05)
Q1 126 24 Pozitif 21 3,832 (£0,05)

Tiyaloprid 252
Q2 90 24 Pozitif 40 3,832 (+0,05)
Q1 152 38 Pozitif 12 5,369 (£0,05)

Trifenilfosfat (1S) 327
Q2 77 38 Pozitif 12 5,369 (+0,05)

Asetamiprid (m/z 126, 56,10 ve 73), Tiyametoksam (m/z 211, 181 ve 131,90),
Imidakloprid (m/z 209, 175,10 ve 211,10), Tiyakloprid (m/z 126, 90, 188 ve 119,90),
Klotiyanidin (m/z 169 ve 131,90) ve Trifenilfosfat (1S) (m/z 152 ve 77) ile herbirinin
yavru iyonlarinin LC-MS/MS kromatogrami Sekil 3.1-Sekil 3.6’da verilmistir.
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Sekil 3.1. Asetamiprid (m/z 126, 56,10 ve 73) yavru iyonlarinin LC-MS/MS kromatogramiu.

A Shometogram |- Sample nfo.

Max mtensty - 3 421 262
e Tees.

23 ze 2s 25 27

s 2 3% X a2z

Sekil 3.2. Tiyametoksam (m/z 211, 181 ve 131,90) yavru

kromatogramiu.

A Ovometogam | Semple info.

33 34 2s 38

iyonlarinin LC-MS/MS

FSE T8 00+
3256 10-175,104 >
3258, 10>211,10(+)

Max niensty - 1 052132
Tme 13557 ees

27 28 28 20 B

Sekil 3.3. 1midakloprid (m/z 209,
kromatogramiu.

f \
/ |
{ 1
/\\
32 3

175,10 ve 211,10) yavru

32 s e

EX EC) S a0

iyonlarinin LC-MS/MS
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Sekil 3.4. Tiyakloprid (m/z 126, 90, 188 ve 119,90) yavru
kromatogramiu.

A. Ovometogem | Sample info.

(245 50355 300«)

2 <3

iyonlarinin  LC-MS/MS

350000

A

e ; \

2500004 l
-

Max mtensty - 357 831
e Ve

‘I i
j \

4 s 36
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Sekil 3.5. Klotiyanidin (m/z 169 ve 131,90) yavru iyonlarinin LC-MS/MS kromatogrami.

{7-327,10>152,00(+)
047:327.40>77,00(~

Max IMensty : >./48
Tmme 5971 Inten 16}

450

5.75

6,00 625

Sekil 3.6. Trifenilfosfat (IS) (m/z 152 ve 77) yavru iyonlarinin LC-MS/MS kromatogramiu.

Asetamiprid, Tiyametoksam, Imidakloprid, Tiyakloprid, Klotiyanidin ve
Trifenilfosfat (1S) standartlarinin LC-MS/MS kromatogrami Sekil 3.7-Sekil 3.12°de

verilmistir.
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min

Sekil 3.7. Asetamiprid standartinin 1 MRL LC-MS/MS kromatogram goriintiisii.

Mimmerhocar - Vi

|
= 4_"_| - Acetamiprid]+ W S

Sekil 3.8. Tiyametoksam standartinin 1 MRL LC-MS/MS kromatogram goriintiisi.

MS Summemary Compoond )
%1 000000 imidacioprid

g
= |
|
M

|

l'\-\ ik

T |
7S 300
......

imidaclopridi+ @3

Sekil 3.9. imidakolprid standartinin 1 MRL LC-MS/MS kromatogram gériintiisii.
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Sekil 3.11. Klotiyanidin standartinin 1 MRL LC-MS/MS kromatogram goriintiisii.
| !l
II II|
A

Sekil 3.12. Trifenilfosfat (I1S) 100 ppb LC-MS/MS kromatogram goriintiisii.

Analitlerin; 1.000.000 x’de ve 100.0x’de 1 mrl baldaki kromatogram

goriintlileri Sekil 3.13°de verilmistir.
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Sekil 3.13. A) 1.000.000 x’de analitlerin 1 mrl baldaki kromatogram goriintiisii. B) 100.0x’de
analitlerin 1 mrl bal daki kromatogram goriintiisii 1-Tiyametoksam, 2-imidakloprid, 3-
Klotiyanidin, 4-Asetamiprid, 5- Tiyakloprid, 6- Trifenilfosfat (IS).

3.1. Lineer Olciim Arahg (Dogrusallik)
Kalibrasyon egrisi i¢in Klotiyanidin, imidakloprid, tiyakloprid, tiyametoksam ve

asetamiprid’in MRL diizeylerinin 0,5-1-1,5-2-5 kat MRL olacak sekilde 5 ayri

konsantrasyonlarin  ortalamasi  alinarak  hesaplanmistir.  Tekrarlanilabilirlik
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calismalarina ait 3 adet deney setine (1. Tekrarlanilabilirlik, 2. Tekrarlanilabilirlik ve

3. Tekrarlanilabilirlik), 4. Tekrarlanabilirlik Calismalari ve 5. besinci deney setinde

kullanilmak tizere 10 adet kor numune ve 10 adet 1 MRL diizeyinde analitin eklenerek

geri kazanilmasi ¢alismasina (saglamlik galismasi) ait linearite (kalibrasyon) bilgileri

Cizelge 3.2 de verilmistir.

Cizelge 3.2. Kalibrasyon bilgileri/ linearite bilgileri.

Analit Giinler Kalibrasyon Dogrusu Denklemi Kolerasyon Katsayilari
(y=ax+b) (R

1 Gin Y=141.265x+578,515 0,0994252

Asetamiprid 2 Gin Y=148.010x+487,809 0,0988346
3 Gin Y=145.205x+388,657 0,0985321

4 Gin Y=7,83860e,600x+410,464 0,0991080

5 Gin Y=152,602x+927,269 0,0964828

1 Gin Y=21.382,2x+269,694 0,0967681

Klotiyanidin 2Gin Y=21.934,3x+253,360 0,9935166
3 Gin Y=23.700,3x+282,472 0,0930336

4 Gin Y=1,00841¢,600x+218,873 0,0968242

5 Giin Y=27,266,8x+435,024 0,0912213

1 Gan Y=66.003, 7x+742,149 0,0950448

Imidakloprid 2 Giin Y=68.415,1x+530,260 0,9974413
3 Gin Y=68,415,3x+253,360 0,0967530

4 Gin Y=3,04831,006x+567, 771 0,0950000

5 Gin Y=72,607,7x+856,199 0,0946905

1 Gan Y=253.169x+1.27784¢+006 0,0989692

Tiyametoksam 2 Gin Y=260,021x+1.03758¢+006 0,0986459
3 Giin Y=254,041x+1.12758¢+006 0,0978059

4 Gin Y=1,36426¢,700x+253,360 0,0993056

5 Gin Y=246,664x+838,808 0,0978059

I Giin Y=42.582,1x+420,108 0,0956258

Tiyaloprid 2 Giin Y=43.322,0x+435,457 0,9984002
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3 Giin Y=44.514,1x+949,671 0,9958612
4 Giin Y=8,90076e,006x+723,420 0,9979077
5 Giin Y=50,237,1x+56,749,9 0,9993628

Asetamiprid, Tiyametoksam, Imidakloprid, Tiyakloprid, Klotiyanidin ve
Trifenilfosfat (1S) kalibrasyon dogrulart Sekil 3.14-Sekil 3.18”de verilmistir.

5 <> Calbvabon Curve/Spectrum View
A_ Calb Orve | A Specwus |

WY = 141 2655 « S7E SIS
72 =« D.938VS0O7 r = 0.9I34252
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Sekil 3.14. Asetamiprid kalibrasyon dogrusu.

B <> Cabbeation Curve/Spectium View
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Sekil 3.15. imidakloprid kalibrasyon dogrusu.
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B <> Calbeation Curve/Spectium View
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Sekil 3.16. Klotiyanodin kalibrasyon dogrusu.

B <> Calbration Cisve/Spectum View
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Sekil 3.17. Tiyametoksam kalibrasyon dogrusu.

B <> Calbteahon Curve/Spectium Visw
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Sekil 3.18. Tiyakloprid kalibrasyon dogrusu.
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3.2. Geri Alim ve Yiizde Geri Alim Sonuclari

Kor bir matrise bilinen analit miktarinin eklenmesinin geri alinmasi yoluyla
yapilan  validasyon ¢alismasinda  Klotiyanidin, imidakloprid, tiyakloprid,
tiyametoksam ve asetamiprid’in MRL diizeylerinin 0,5-1-1,5 MRLdiizeylerinin her
birinde 6 sar adet tekrarlarin yapildigi dort ayri deney seti (1. Tekrarlanabilirlik, 2.
Tekrarlanabilirlik, 3. Tekrarlanabilirlik ve 4. Tekrarlanabilirlik Calismalari) ile
matriks saglamligi hesaplamasinda kullanilmak iizere 10 adet kor numune ve 10 adet
1 MRL diizeyinde analitin eklenerek geri kazanilmasi ¢alismasinin yapildigi 5. deney
Vverisi i¢in ortalama ylizde geri alim (% geri alim), ortalama yiizde standart sapma
(%SD), ortalama yiizde varyans katsayisi (%CV) degerleri hesaplanmis. asetamiprid,
imidakolprid, klotiyanidin, tiyametoksam ve tiyakloprid i¢in hesaplanan sonuglar

Cizelge 3.26- 3.27°de verilmistir.

Analitik yontemlerin performansi ve sonuglarin yorumu ile ilgili 96/23/EC
Konsey Direktifini Uygulama 2002/657/EC Direktifinde yer alan 2.3.2. Nicel analiz
yontemleri i¢in ek performans Olciitleri ve diger gereklilikler ve 2.3.2.1. Nicel
yontemlerin gercekligi parametresinde; Cizelge 3.26- 3.30°da yer alan Ortalama %

Geri Alim degerlerimiz kabul edilebilir dogrulukta hesaplandigi goriilmiistiir.

Nicel yontemlerin minimum gergekligi parametresinde kabul edilen geri alim

degerleri.
Kitle parcasi Arahk
<1 ug/kg - %50 ila +%20
> 1 ng/kgila 10 pg/kg - %30 ila+ %10
> 10 ug/kg - %20 ila+ %10

Analitik yontemlerin performanst ve sonuglarin yorumu ile ilgili 96/23/EC
Konsey Direktifini Uygulama 2002/657/EC Direktifinde yer alan 2.4.2.2. Niceliksel
Yontemlerin Kesinligi parametresinde; bir referans veya giliglendirilmis materyalin

tekrarlanmis analizi i¢in laboratuarlar-arast sapma katsayis1 (CV), tretilebilirlik
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kosullar altinda, degisimin i¢-laboratuar katsayis1t Horwitz denklemince hesaplanan
diizeyi agsmamalidir kriteri yer almaktadir. Cizelge 3.3’de Neonikotinoidlerin CVritik

degerleri verilmistir.

Cizelge 3.3. Neonikotinoidlerin CVyitik degerleri.

Analit Konsantrasyon (ng/g) CVkritik
Asetamiprid, Klotiyanidin, 2,5 39
Imidakloprid, Tiyametoksam 5 36

7,5 33
Tiyakloprid 10 32

20 29

30 27

Horwitz Denklemi CV= 2(-05109) Byrada C, 10'nun bir giicii (iissii) olarak

ifade edilmis kitle boliimiidiir (6rnegin 1 mg/g = 107).

Bu kritere gore Cizelge 3.31’°de yer alan ortalama % CV degerleri ilgili kritere

uydugu igin kabul edilebilir kesinlikte hesaplandigi goriilmiistiir.

3.3. Spesifiklik

Bu parametrede, 20 farkli numune (10 farkli kor matriks ve 10 farkli mrl diizeyde
spike yapilmis matriks) kullanildi. Asetamiprid, Kklotiyanidin, imidakloprid,
tiyametoksam ve tiyaloprid maddeleri IS olarak kullanilan trifenilfosfat ile birlikte
aynt metot ile g¢alisilip, LC-MS/MS cihazina verildi. Hedef analitlerin eliisyona
ugramasinin beklendigi noktada herhangi bir ¢akisma olup olmadig: (sinyaller, pikler,
iyon izleri vb.) kontrol edildi. Herbir maddenin analiz kromatogramlarinin
etkilenmedigi goriildii. Bu analitlere 6zgii asagida Cizelge 4.1’de verilen MRM

degerleri spesifiklik bakimindan tekdir.
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3.4. Kesinlik

Kor bir matrikse bilinen analit miktarinin eklenmesinin geri kazanilmasi
vasitastyla yapilan validasyon ¢alismasinda 0,5-1-1,5 MRL diizeylerinin her birinde 6
sar adet tekrarlarin yapildig1 dort ayr1 deney seti verisinden 1ISO 5725-2: 2019’a gore
Excel’de Anova Tek etken Varyans Analizi ile tekraredebilirlik Sr? ve laboratuar igi
iiretilebilirlik SRw? ve giin i¢i tekrardan gelen Sdays? varyanslari hesaplandi. Cizelge
3.34°de ISO 5725-2: 2019 gore tekrarlanabilirlik sonuglar1 verilmistir. Anova Tek
Etkene gore, Tekrarlanabilirlik standart sapmasi (Sr), Grublar arasindaki standart
sapma (Sp) ve Tekrar iretilebilirlik standart Sapmasi (Sr) sonuglari hesaplandi.
Cizelge 3.33’da Anova Tek Etkene gore, Tekrarlanabilirlik standart sapmasi (Sy),
Grublar arasindaki standart sapma (Sp) ve Tekrar iiretilebilirlik standart Sapmasi (Sr)
sonuglar1 verilmistir. Anova Varyans Analizi Tablosunda F <F 6lg¢iitii kriteri kontrolii
yapilarak validasyon c¢aligsmasi sonuglarinin ayni yigindan geldigi gorildi.
Asetamiprid, Imidakloprid, Klotiyanidin, Tiyametoksam ve Tiyakloprid icin Anova
Varyans Analizi Tablosu Cizelge 3.4-3.18’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Asetamiprid 2,5 ng/g seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktisi.

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
Siitun 1 6 150,141 25,0235 0,4346575
Siitun 2 6 148,44 24,74 0,7592852
Siitun 3 6 154,4 25,73333333 0,982207867
Siitun 4 6 151,025 25,17083333 0,337820567
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
ANOVA 0 0 0 0 0 0
Varyans
Kaynagi SS df MS F P-degeri  F olgiiti
Gruplar
Arasinda 3,142016167 3 1,047338722 1,666429194 0,2061723 3,098392654
Gruplar
Iginde 12,56985567 20 0,628492783 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0

Asetamiprid 2,5 (ng/g) seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova
ciktisindan F < F olgiitii oldugu goriilmiis olup, sonuglarin ayni yiginda geldigi ve

tekrarklanabilir oldugu gortilmiistiir.
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Cizelge 3.5. Asetamiprid 5 ng/g seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktisi.

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
49,7216666
Siitun 1 6 298,33 7 5,456689067
50,8923333
Siitun 2 6 305,354 3 4,284627467
51,3923333
Siitun 3 6 308,354 3 7,557827467
51,7036666
Siitun 4 6 310,222 7 11,48154907
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
ANOVA 0 0 0 0 0 0
Varyans
Kaynagi SS df MS F P-degeri  F olgiitii
Gruplar 4,54755088 0,602924  3,09839265
Arasinda 13,64265267 3 9 0,632027989 7 4
Gruplar 7,19517326
Iginde 143,9034653 20 7
0 0 0 0 0

Asetamiprid 5 (ng/g) seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktisindan
F < F 6lgiitli oldugu goriilmiis olup, sonuglarin ayni y18inda geldigi ve tekrarklanabilir

oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 3.6. Asetamiprid 7.5 ng/g seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktisi.

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
75,2678333
Siitun 1 6 451,607 3 9,323864967
74,5611666
Siitun 2 6 447,367 7 1,856810167
Siitun 3 6 453,735 75,6225 4,6929755
74,9668333
Siitun 4 6 449,801 3 8,952986967
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
ANOVA 0 0 0 0 0 0
Varyans
Kaynagi SS df MS F P-degeri  F olgiitii
Gruplar 1,21832994 0,897676  3,09839265
Arasinda 3,654989833 3 4 0,196293991 9 4
Gruplar
I¢inde 124,133188 20 6,2066594 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0

Asetamiprid 7,5 (ng/g) seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova
ciktisindan F < F 6l¢iitii oldugu goriilmiis olup, sonucglarin ayni yiginda geldigi ve

tekrarklanabilir oldugu gortilmiistiir.
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2,5 ng/g igin

Sr=0,628493=0,792775

Sb=v ((1,047339-0,628493)/6))= 0,264211
SR=V((0,792775)+( 0,264211) 2)=0,2758

5 ng/g i¢in

Sr=\'7,195173=2,682382

Sb=V ((4,547550889-7,195173)/6))= Sonug 0 kabul edildi.
SR=V/((2,682382)>+(0) 2)=2,682

7,5 ng/g i¢in

Sr=\6,206659= 2,491317

Sb=V ((6,206659-1,218329944)/6))= Sonug 0 kabul edildi.
SR=V(( 2,491317)+(0) 2)=2,491

Spool=V(23*0,02758%)+(23*0,2682)+(23*0,24912) / (23+23+23)
=0,18

t=(x ort -p)/(s/\n)

=|100,8874-1}/(0,193/8,49)=0,3901

T tablo n-1(n=72) %95 giiven araliginda 1,67

t degeri < Ttablo oldugundan ortalama geri kazanim degeri 1’den farkli degildir.

Geri kazanimdan gelen standart belirsizlik =ort standart sapma/Nn

=0,193/8,49=0,023

Cizelge 3.7. imidakloprid 2,5 ng/g seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova giktist.

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
Siitun 1 6 149,902 2498366667 0,460234267
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Siitun 2 6 149,998 24,99966667 0,910807867

Siitun 3 6 148,998 24,833 0,5809412

Siitun 4 6 147,473 24,57883333 0,821837367

0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

ANOVA 0 0 0 0 0 0
Varyans

Kaynagi SS df MS F P-degeri  F ol¢iitii
Gruplar

Arasinda 0,684488458 3 0,228162819 0,329023169 0,804401 3,098392654
Gruplar

Iginde 13,8691035 20 0,693455175 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0

Imidakloprid 2,5 (ng/g) seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova

ciktisindan F < F 6l¢iitii oldugu goriilmiis olup, sonuglarin ayn1 yiginda geldigi ve

tekrarklanabilir oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 3.8. Iimidakloprid 5 ng/g seviyesinde 1-2-3-4.

tekrarlanilabilirlik anova giktist.

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
49,9901666
Siitun 1 6 299,941 7 1,280333367
50,3958333
Siitun 2 6 302,375 3 0,691369767
50,3966666
Siitun 3 6 302,38 7 0,781440267
50,5236666
Siitun 4 6 303,142 7 0,665869867
0 0 0 0 0
0 0 0 0
ANOVA 0 0 0 0 0 0
Varyans
Kaynagi SS df MS F P-degeri  F olgiiti
Gruplar 0,769570  3,09839265
Arasinda 0,9703515 3 0,3234505  0,378413858 1 4
Gruplar 0,85475331
Iginde 17,09506633 20 7
0 0 0 0

Imidakloprid 5 (ng/g) seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktisindan

F < F 6lgiitli oldugu goriilmiis olup, sonuglarin ayn1 y18inda geldigi ve tekrarklanabilir

oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 3.9. imidakloprid 7,5 ng/g seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktisi.

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
Siitun 1 6 446,649 74,4415 2,1779771
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Siitun 2 6 447,275 74,54583333 2,875965367

Siitun 3 6 446,214 74,369 1,9295668

Siitun 4 6 451,447 75,24116667 1,113438167

0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

ANOVA 0 0 0 0 0 0
Varyans

Kaynagi SS df MS F P-degeri  F ol¢iiti
Gruplar

Arasinda 2,896562458 3 0,965520819 0,476980159 0,7018542 3,098392654
Gruplar

Iginde 40,48473717 20 2,024236858 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0

Imidakloprid 7,5 (ng/g) seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova
ciktisindan F < F 6l¢iitii oldugu goriilmiis olup, sonuclarin ayni yiginda geldigi ve

tekrarklanabilir oldugu goriilmustiir.

2,5 ng/g icin

Sr=\ 0,693455 =0,083

Sb=V ((0,228162819-0,693455)/6))= Sonug 0 kabul edildi.
SR=V((0,083)2+( 0) 2)=0,083

5 ng/g icin

Sr=\0,854753317=0,092

Sb=V ((0,3234505-0,854753317)/6))= Sonug 0 kabul edildi.
SR=V((0,092)>+(0) 2)=0,092

7,5 ng/g i¢in

Sr=\2,024237= 0,142

Sb=V ((0,965520819-2,024237)/6))= Sonug 0 kabul edildi.
SR=V(( 0,142)>+(0) 2)= 0,142

Spool=V(23*0,0832)+(23*0,0922)+(23*0,142) / (23+23+23)
=0,11

t=(x ort -p)/(s/\n)
~199,86-1//(0,10/8,49)=0,12
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T tablo n-1(n=72) %95 giiven araliginda 1,67

t degeri < Ttablo oldugundan ortalama geri kazanim degeri 1’den farkli degildir.

Geri kazamimdan gelen standart belirsizlik =ort standart sapma/\n

=0,10/8,49=0,01

Cizelge 3.10. Klotiyanidin 2,5 ng/g seviyesinde 1-2-3-4

. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktisi.

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
Siitun 1 6 150,025 25,00416667 1,176586567
Siitun 2 6 152,215 25,36916667 0,784187767
Siitun 3 6 149,721 24,9535 0,4924059
Siitun 4 6 153,601 25,60016667 0,350233367
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
ANOVA 0 0 0 0 0 0
Varyans
Kaynagi SS df MS F P-degeri  F olgiitli
Gruplar
Arasinda 1,7029885 3 0,567662833 0,809959448 0,5032268 3,098392654
Gruplar
Iginde 14,017068 20 0,7008534 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0

Klotiyanidin 2,5 (ng/g) seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova

ciktisindan F < F ol¢iitii oldugu goriilmiis olup, sonuglarin ayni yiginda geldigi ve

tekrarklanabilir oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 3.11. Klotiyanidin 5 ng/g seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktisi.

OZET

Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

Siitun 1 6 301,043 50,17383333 1,639186567

Siitun 2 6 301,417 50,23616667 1,497654567

Siitun 3 6 305,597 50,93283333 1,592238567

Siitun 4 6 298,761 49,7935 3,4379071

0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

ANOVA 0 0 0 0 0 0
Varyans

Kaynagi SS df MS F P-degeri  F ol¢iitii
Gruplar

Arasinda  4,055997833 3 1,351999278 0,662177771 0,5849589 3,098392654
Gruplar

Iginde 40,834934 20 2,0417467 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0
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F<F

Klotiyanidin 5 (ng/g) seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktisindan
ol¢iitli oldugu goriilmiis olup, sonuglarin ayn1 yi1ginda geldigi ve tekrarklanabilir

oldugu goriilmiistiir

Cizelge 3.12. Klotiyanidin 7,5 ng/g seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktist.

OZET

Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

Siitun 1 6 446,826 74,471 2,2276408

Siitun 2 6 442,999 73,83316667 1,224367767

Siitun 3 6 441,045 73,5075 2,7932931

Siitun 4 6 454,006 75,66766667 5,145033067

0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

ANOVA 0 0 0 0 0 0
Varyans

Kaynagi SS df MS F P-degeri F ol¢iitii
Gruplar

Arasinda 16,35741567 3 5,452471889 1,914771433 0,159719 3,098392654
Gruplar

I¢inde 56,95167367 20 2,847583683 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0

Klotiyanidin 7,5 (ng/g) seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova

ciktisindan F < F 6l¢iitii oldugu goriilmiis olup, sonuglarin ayni yiginda geldigi ve

tekrarklanabilir oldugu goriilmistiir

2,5 ng/g i¢in

Sr=\0,7008534=0,084

Sb=V ((0,567662833-0,7008534)/6))= Sonug 0 kabul edildi.
SR=((0,084)>+( 0) 2)=0,084

5 ng/g icin

Sr=\2,0417467=0,143

Sb=V ((1,351999278-2,0417467)/6))= Sonug 0 kabul edildi.
SR=V((0,143)2+(0) 2)=0,143

7,5 ng/g igin

Sr=\2,847583683= 0,169

Sb=V ((5,452471889-2,847583683)/6))= 0,659
SR=V(( 0,169)*+(0,659) 2)= 0,680
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Spool=V(23*0,0842)+(23*0,1432)+(23*0,680?) / (23+23+23)
= 0,40

t=(x ort -p)/(s/\n)
=|100,22-1)/(0,13/8,49)=0,14
T tablo n-1(n=72) %95 giiven araliginda 1,67

t degeri < Ttablo oldugundan ortalama geri kazanim degeri 1°den farkl

degildir.
Geri kazanimdan gelen standart belirsizlik =ort standart sapma/Nn
=0,13/8,49=0,016

Cizelge 3.13. Tiyametoksam 2,5 ng/g seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktisi.

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
Siitun 1 6,00 146,91 24,49 0,69
Siitun 2 6,00 148,94 24,82 1,08
Siitun 3 6,00 150,44 25,07 0,81
Siitun 4 6,00 148,63 24,77 0,59
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ANOVA 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Varyans P-
Kaynagi SS df MS F degeri  F olgiitii
Gruplar
Arasinda 1,04 3,00 0,35 0,44 0,73 3,10
Gruplar
Icinde 15,88 20,00 0,79 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tiyametoksam 2,5 (ng/g) seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova
ciktisindan F < F ol¢iitii oldugu goriilmiis olup, sonuglarin ayni yiginda geldigi ve

tekrarklanabilir oldugu gortilmiistiir

Cizelge 3.14. Tiyametoksam 5 ng/g seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktisi.

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
Siitun 1 6,00 300,52 50,09 2,37
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Siitun 2 6,00 301,36 50,23 1,23
Siitun 3 6,00 304,31 50,72 0,27
Siitun 4 6,00 300,53 50,09 0,44
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

ANOVA 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Varyans P-
Kaynagi SS df MS F degeri  F olgiitii
Gruplar
Arasinda 1,62 3,00 0,54 0,50 0,69 3,10
Gruplar
I¢inde 21,58 20,00 1,08 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tiyametoksam 5 (ng/g) seviyesinde 1-2-3-4.

tekrarlanilabilirlik anova

ciktisindan F < F 6l¢iitii oldugu goriilmiis olup, sonuclarin ayni yiginda geldigi ve

tekrarklanabilir oldugu goriilmiistiir

Cizelge 3.15. Tiyametoksam 7,5 ng/g seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova giktisi.

OZET

Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
Siitun 1 6,00 450,48 75,08 1,53
Siitun 2 6,00 447,83 74,64 0,41
Siitun 3 6,00 448,75 74,79 1,06
Siitun 4 6,00 447,64 74,61 1,85
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

ANOVA 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Varyans F
Kaynagi SS df MS F P-degeri  ol¢iitii
Gruplar
Arasinda 0,84 3,00 0,28 0,23 0,87 3,10
Gruplar
Icinde 24,26 20,00 1,21 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tiyametoksam 7,5 (ng/g) seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova

ciktisindan F < F olgiitii oldugu goriilmiis olup, sonuglarin ayni yiginda geldigi ve

tekrarklanabilir oldugu gortilmiistiir

2,5 ng/g igin

Sr=v0,79=0,09
Sb=V ((0,35-0,79)/6))= Sonug 0 kabul edildi.

SR=V((0,09)>+( 0) 2)=0,09

5 ng/g icin
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Sr=\1,08= 0,10
Sb=V ((0,54-1,08)/6))= Sonug 0 kabul edildi.
SR=V((0,10)>+(0) 2)=0,10

7,5 ng/g igin

Sr=\1,21=0,11

Sb=V ((0,28-1,21)/6))= Sonug 0 kabul edildi.
SR=V((0,11)>+(0) 2)=0,11

Spool=V(23*0,092)+(23*0,10%)+(23*0,11?) / (23+23+23)
=0,10

t=(x ort -p)/(s/\n)

=|99,81-1}/(0,10/8,49)=0,17

T tablo n-1(n=72) %95 giiven araliginda 1,67

t degeri < Ttablo oldugundan ortalama geri kazanim degeri 1’den farkli degildir.
Geri kazamimdan gelen standart belirsizlik =ort standart sapma/n

=0,10/8,49=0,01

Cizelge 3.16. Tiyakloprid 10 ng/g seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktist.

OZET
Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans
Siitun 1 6 600,48 100,08 3,2676624
Siitun 2 6 601,536 100,256 3,1411072
Siitun 3 6 594,023 99,00383333 2,000088167
Siitun 4 6 595,176 99,196 2,9606848
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
ANOVA 0 0 0 0 0 0
Varyans
Kaynagi SS df MS F P-degeri F ol¢iitii
Gruplar 0,49468 3,098392
Arasinda 7,048524125 3 2,349508042 0,82659721 2 7
Gruplar
I¢inde 56,84771283 20 2,842385642 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
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Tiyakloprid 10 (ng/g) seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktisindan

F < F 6l¢iitii oldugu goriilmiis olup, sonuclarin ayni yiginda geldigi ve tekrarklanabilir

oldugu goriilmistiir.

Cizelge 3.17. Tiyakloprid 20 ng/g seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktisi.

OZET

Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

Siitun 1 6 1200,514 200,0856667 1,834953867

Siitun 2 6 1208,584 201,4306667 3,072637867

Siitun 3 6 1197,38 199,5633333 5,115876667

Siitun 4 6 1195,651 199,2751667 7,886295767

0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

ANOVA 0 0 0 0 0 0
Varyans

Kaynagi SS df MS F P-degeri F olgiitii
Gruplar

Arasinda 16,43238213 3 5,477460708 1,22334625 0,327186 3,0983927
Gruplar

I¢inde 89,54882083 20 4,477441042 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0

Tiyakloprid 20 (ng/g) seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktisindan

F <F olgiitli oldugu goriilmiis olup, sonuglarin ayni y18inda geldigi ve tekrarklanabilir

oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 3.18. Tiyakloprid 30 ng/g seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktist.

OZET

Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

Siitun 1 6 1778,723 296,4538333 19,56831537

Siitun 2 6 1785,128 297,5213333 3,096573867

Siitun 3 6 1785,128 297,5213333 3,096573867

Siitun 4 6 1783,63 297,2716667 2,656852267

0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

ANOVA 0 0 0 0 0 0
Varyans

Kaynagi SS df MS F P-degeri  F ol¢iitii
Gruplar

Arasinda 4,608946125 3 1,536315375 0,216242991 0,883961 3,0983927
Gruplar

Iginde 142,0915768 20 7,104578842 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0
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Tiyakloprid 30 (ng/g) seviyesinde 1-2-3-4. tekrarlanilabilirlik anova ¢iktisindan
F < F 6l¢iitii oldugu goriilmiis olup, sonuclarin ayni yiginda geldigi ve tekrarklanabilir

oldugu goriilmistiir.

10 ng/g igin

Sr=2,842385642=0,168594

Sb=V ((2,349508042-2,842385642)/6))= Sonug 0 kabul edildi.
SR=V((0,168594)>+( 0) 2)=0,169

20 ng/g igin

Sr=\ 4,477441042=2,682382

Sb=V ((5,477460708- 4,477441042)/6))= 0,041
SR=V((0,169)2+(0,041) %)= 0,173

30 ng/g igin

Sr=\ 7,104578842= 0,267

Sb=V ((1,536315375- 7,104578842)/6))= Sonug 0 kabul edildi.
SR=V(( 0,267)>+(0) 2)=0,267

Spool=V(23*0,1692)+(23*0,173%)+(23%0,267%) / (23+23+23)
=0,208

t=(x ort -p)/(s/\n)

=|99,56-1/(0,22/8,49)=0,17

T tablo n-1(n=72) %95 giiven araliginda 1,67

t degeri < Ttablo oldugundan ortalama geri kazanim degeri 1’den farkli degildir.

Geri kazanimdan gelen standart belirsizlik =ort standart sapma/Nn

=0,22/8,49=0,025
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3.5. LOD ve LOQ

LOD ve LOQ caligsmalari igin, her biri 10 g agirliginda 10 farkli bal numunesi
kullanilarak asetamiprid, imidakolprid, klotiyanidin, tiyametoksam ve tiyakloprid’i
igeren standart karigimdan 6l¢iim sonucu 1 MRL olarak hazirlanan spike numuneleri
kullanilmis ve 10 kez bagimsiz 6l¢iim yapilmistir. Yapilan bu Slglimlerin standart
carpmasi 3 ile carpilarak Tayin limiti (LOD)’nin ve 10 ile carpilarak Olgiim limiti

(LOQ)’nun degerleri belirlenmistir. Analiz sonuglari Cizelge 3.34 ’de verilmistir.

3.6. CCa ve CCp

CCa ve CCB, kesinlik boliimiide Anova tek etken excel yontemi kullanilarak
belirlenen MRL diizeyindeki Tekrariiretilebilirlik Varyans Katsayist (SrvRrL))
kullanilarak hesaplanmistir. Cizelge 3.19°da her bir madde icin MRL diizeylerin de
CCa ve CCB degerleri verilmistir.

Cizelge 3.19. Analitlerin CCAlfa (CCa) ve CCBeta (CCP) degerleri (ng/g).

Analit CCa CCp

Asetamiprid 5+1,64* 0,27=5,44 5,44+1,64*0,27=5,89
Klotiyanidin 5+1,64*0,14=5,23 5,23+1,64*0,14=5,46
imidakloprid 5+1,64*0,09=5,15 5,15+1,64*0,09=5,30
Tiyametoksam 5+1,64*0,10=5,16 5,16+1,64*0,10=5,32
Tiyakloprid 20+1,64*0,17=20,28 20,28+1,64*0,17=20,56

3.7. Saglamhk

Metodun saglamlik parametresinde; matriks saglamlig: ile farkli analistler
tarafindan uzun donemde deneylerin gerceklestirilmesi verileri degerlendirildi.
Spesifiklik parametresindeki veriler matriks saglamligi icin, laboratuvar igi
tiretilebilirlik ¢aligmalarinda deneylerin farkli analistler tarafindan gerceklestirilmesi

kapsaminda iiretilebilirlik saglamligi ile ilgli degerler Cizelge 4.9°da verilmistir.
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3.8. Ol¢iim Belirsizligi

Olgiim belirsizligi hesaplamalar1 yapilirken validasyon calismasindaki kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik) ve geri kazanim verilerinden elde edilen
sonuglar kullanilmistir. Asetamiprid, Imidakolprid, Klotiyanidin, Tiyametoksam ve
Tiyakloprid i¢in yapilan Ol¢lim belirsizligi hesaplamalar1 Cizelge 3.20.-3.24°de

verilmigtir.

Cizelge 3.20. Asetamiprid ‘in 6l¢iim belirsizligi hesaplamalari.

Gergeklikten gelen belirsizlik ort standart sapma/Nn  0,193/v/72 =0,023

Kesinlikten (Tekrarlanabilirlik ve Lab. i¢i Tekrar
uretilebilirlikten) gelen belirsizlik 0,18

U(birlestirilmis bel.)=(U gerg bel.)*+ (U tek.iiret.bel)>  V(0,023)+ (0,18)>=0,18

U(Genisletilmig)= U(birlestirilmis bel.)*k (%95 giiven 0,36
araliginda k=2)

Cizelge 3.21. Imidakloprid‘in 6l¢iim belirsizligi hesaplamalars.

Gergeklikten gelen belirsizlik ort standart sapma/\/n 0,10~/72 =0,01
Kesinlikten (Tekrarlanabilirlik ve Lab. i¢i Tekrar
iretilebilirlikten) gelen belirsizlik 0,11

Ul(birlestirilmis bel.)=V(U gerg bel.)+ (U tek.iiret.bel)?  N(0,01)>+ (0,11)%=0,11

U(Genisletilmis)= U(birlestirilmis bel.)*k (%95 giiven 0,22
araliginda k=2)

Cizelge 3.22. Klotiyanidin’in 6l¢iim belirsizligi hesaplamalart.

Gergeklikten gelen belirsizlik ort standart sapma/Nn ~ 0,193/4/72 =0,016

Kesinlikten (Tekrarlanabilirlik ve Lab. i¢i Tekrar
tiretilebilirlikten) gelen belirsizlik 0,40

Ul(birlestirilmis bel.)=V(U gerg bel.)+ (U tek.iiret.bel)>  ¥(0,016)+ (0,40)=0,40

U(Genisletilmis)= U(birlestirilmis bel.)*k (%95 giiven 0,80
araliginda k=2)

Cizelge 3.23. Tiyametoksam’in dl¢iim belirsizligi hesaplamalari.

Gergeklikten gelen belirsizlik ort standart sapma/\/n 0,10~/72 =0,01
Kesinlikten (Tekrarlanabilirlik ve Lab. i¢i Tekrar
tiretilebilirlikten) gelen belirsizlik 0,10
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U(birlestirilmis bel.)=V(U gerg bel. )+ (U tek.iiret.bel.)>  N(0,01)>+ (0,10)>=0,10

U(Genisletilmis)= U(birlestirilmis bel.)*k (%95 giiven 0,20
araliginda k=2)

Cizelge 3.24. Tiyakloprid’in 6l¢iim belirsizligi hesaplamalari.

Gergeklikten gelen belirsizlik ort standart sapma/Nn 0,22/v/72 =0,025
Kesinlikten (Tekrarlanabilirlik ve Lab. i¢i Tekrar
iretilebilirlikten) gelen belirsizlik 0,208

U(birlestirilmis bel.y=V(U gerg bel.)*+ (U tek.iiret.bel.)? N(0,025)+ (0,208)>=0,21

U(Genisletilmis)= U(birlestirilmis bel.)*k (%95 giiven 0,42
aralifinda k=2)

3.9. Bal Numunelerinde Neonikotinoid Varhgmn Belirlenmesi

Metot validasyon parametreleri saglandiktan sonra Ankara’da satisa sunulan 60

adet bal numunesinin analizi yapildi.

2002/657/EC direktiflerine gore yapilan analizlere gore; numunelerde analizi
gerceklestirilen analitler yoniiyle incelendigin de, maksimun kalinti limitlerini asan
neonikotinoid kalintis1 varlig1 belirlenememistir. Analizi yapilan numuneleri gosteren
cicek bali, cam bali ve kestane balina ait birer kromatogram 6rnegi Sekil 3.19-Sekil

3.21°de gosterilmistir.

MS Chromatogram

(x1.000)
4,00
3.00—
i P
=
-
i -
2,00
E TIC(+)ee 1
1.00— TIC(+ 2
J TIC(+ )3
TIC(+)en4
TIC(+ ) S
i TIC(+ )6
0,00 TIC(+ )7

Sekil 3.19. Cicek bali ait kromatogram goriintiisii.
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Sekil 3.20. Cam bali ait kromatogram goriintiisii.

MS Chromatogram
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Sekil 3.21. Kestane bali ait kromatogram goriintiisii.

Asetamiprid, Tiyametoksam, imidakloprid, Tiyakloprid ve Klotiyanidin’in 1.,
2., 3. tekrarlanilabilirlik ve laboratuvar i¢i tekrariiretilebilirlik ¢aligmalari geri kazanim
ve ylizde geri kazanim sonuglar1 Cizelge 3.25-Cizelge 3.29’da; neonikotinoidlerin

dogruluk, standart sapma ve % CV degerleri ise Cizelge 3.30°da verilmistir.
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4. TARTISMA

Bal arilarinin neonikotinoidlere maruz kalmasi, basta en yaygin tiiketilen ari
tirtinii olan bal olmak tizere ar1 iiriinlerinin kontaminasyonuna yol agabilmekte ve insan
sagligina yonelik potansiyel tehdit olusturmaktadir. Son yillarda, balin saglikli
Ozellikleri nedeniyle bal tiiketimi onemli Olgiide artmistir. Bu nedenle, baldaki
pestisitlerin izlenebilmesi, yalnizca insan sagligina yonelik olast ciddi riskler
nedeniyle degil, ayn1 zamanda diizeylerinin genel olarak ¢evrenin maruz kaldig riski
yansitabilmesi nedeniyle de Onemlidir. Balin giivenligini ve kalite kontroliinii
saglamak i¢in dogal iirlinlin tiiketiciler i¢in zararli olacak seviyelerde herhangi bir
toksik kalint1 igermediginden emin olmak i¢in baldaki kimyasal kirliligi izlemek

gereklidir (Gbylik-Sikorsa ve ark., 2015 ve Tanner ve ark., 2011).

Balda neonikotinoid tayini i¢in gesitli yontemler gelistirilmis ve bu yontemlerde
de farkli teknikler kullanmistir (LC-MS/MS , GC-MS/MS ,UPLC-UV, UPLC-DAD
ve LC-amperometrik detektor gibi). Diisiik ucuculuklar1 ve yiiksek polariteleri
nedeniyle ¢ogu neonikotinoid, gaz kromatografi tekniklerine uygun degildir. Bu
nedenle ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) modlu sivi kromatografi-tandem kiitle
spektrometrisi (LC-MS/MS), yiiksek segici algilama ve hassas niceleme 6zelligi ile
neonikotinoid insektisit kalintilarinin miktarinin belirlenmesi i¢in en yaygimn kabul
goren teknik haline gelmistir. MS/MS dedektorii, karmasik matrikslerde
neonikotinoidlerin belirlenmesi i¢gin DAD'den daha yiiksek hassasiyet ve segicilik
saglar (Hou ve ark., 2019; Jovanov ve ark., 2015). Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda

da bal numunelerinden elde edilen 6ziitler LC-MS/MS ile analiz edilmistir.

Bal matrikslerinin karmasikligi ve gram bagma diisiik nanogram araliginda
Ol¢iim limitlerine ulagsma ihtiyaci, analitik prosediirde bir numune hazirlama
asamasinin dahil edilmesini gerekli kilar. Neonikotinoid kalintilarinin sivi
kromatografik analizi i¢in bal numunelerinin farkli 6n islem prosediirleri

gelistirilmistir. On aritma prosediirleri olarak yaygm olarak kullanilan teknikler
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arasinda geleneksel sivi-sivi ekstraksiyonu (LLE), modifiye QUEChERS ydntemi veya
dispersif sivi-sivi mikro ekstraksiyonu (DLLME) yer alir. QuEChERS yontemi
geneneksel yontemlere kiyasla az miktarda kimyasal maddeye ihtiya¢ duyulmasi, gok
sayida pestistin es zamanli olarak belirlenmesine izin veren, giiniimiizde en evrensel
olarak kulanilan ve kabul géren numune hazirlama yontemidir (Gbylik-Sikorsa ve
ark., 2015; Jovanov ve ark., 2015). Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda da bal

numunelerinde ekstraksiyon asamasinda QuUEChERS yontemi tercih edilmistir.

Tanner ve ark. (2011), Avusturya’da 41 adet bal 6rneginde LC-MS/MS metodu
ile li¢ neonikotinoid kalintis1 arastirmis ve 18 numunede (% 22) tiyakloprid (27,4
ug/kg), 2 numunede (% 5) asetamiprid (15,2 pg/kg ) ve 1 numunede de tiyametoksam
kalintilarinin varhigini ortaya koymustur. Ancak bu kalinti miktarlarinin higbirinin
maksimum kalint1 limitini agsmadigin1 ve ortalama olarak ¢igek bali numunelerinin
orman bali numunelerine gore daha yiiksek miktarlarda neonikotinoid kalintisi
icerdigini bildirmistir. Bildirilen bu sonuglar ile yapilan tez ¢calismasindan elde edilen
sonuclar arasinda ufak farkliliklar bulunsa da, her iki ¢alisma sonucunda limit degerleri
asan Ornegin bulunmamasi yoniiyle ¢aligmalar benzerlik gostermektedir. Analizler
arasindaki farkin ise; analiz yapilan bolgelerin ve analiz yillarmin fakli olmasina,
ayrica analiz yapilan tarih araliginda bu tirlinlerin kullanimina izin veriliyor olmasina

bagli olabilecegi ongdriilmektedir.

Gbylik-Sikorska ve ark. (2015), Polonya’da bal aris1 ve bal Orneklerinde
neonikotinoid ve bunlarin bazi metabolitlerini igeren 13 adet analitin hizli nicel ve nitel
analizleri i¢in LC-MS/MS yontem ile gelistirme ¢alismasini basariyla uygulandigini
bildirmistir. SANCO direktiflerine gore, dogrulanmis yontem ile gercek bal arist
orneklerinde uygulandiginda (4,0 pgkg® ve 13,1 ugkg™®) klotiyanidin, imidakloprid
(27,0 pgkg?) ve imidakloprid iirea (4,5 ngkg?), balda ise sirayisla, 13,7 pgkg? ve
198,2 ugkg™ klotiyanidin tespit edildigini bildirmistir. Bildirilen sonuglar ile yapilan
tez calismasindan elde edilen sonuglar arasinda bazi farklar bulunsa da, her iki ¢alisma
sonucunda limit degerleri asan 0rnegin bulunmamasi yoniiyle caligmalar benzerlik

gostermektedir. Analizler arasindaki farkin ise; kullanilan ektraksiyon yonteminin ve
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analizlerde  kullanilan  kolonlarin  farkli  olmasindan  kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.

Jovanov ve ark. (2015), Sirbistan Cumhuriyetinin Voyvodina Ozerk
bolgesindeki birden fazla lokalizasyondan toplanan farkli bitki kokenli (51 aycigegi,
26 kir ¢igegi, 22 akasya ve 5 ithlamur) 104 bal 6rneginde HPLC-DAD metodu ile
neonikotinoid kalintis1 aragtirmistir. 5 kir ¢igegi balinda tiyokolprid, 4 ay¢icek balinda
imidakloprid ve 5 kir ¢igegi balinde ise tiyametoksam tespit edildigini bildirmistir.
Ancak bildirilen tiim 6rneklerde elde edilen degerlerin, Maksimun Kahntt Limitinin
altinda oldugu belirtilmistir. Bildirilen bu sonuglar ile yapilan tez ¢alismasindan elde
edilen sonuglar arasinda ufak farkliliklar bulunsa da, her iki calisma sonucunda limit
degerleri asan Ornegin bulunmamasi yoniiyle calismalar benzerlik gdstermektedir.
Analizler arasindaki farkin ise; analizlerde kullanilan cihaz ile kullanilan ekstraksiyon
yonteminin ve analiz yapilan bolge ile yillarin farkli olmasina bagli olabilecegi

ongoriilmektedir.

Codling ve ark. (2016), Kanada’ya 30 km uzaklikta olan Saskatoon sehrinde
bulunan kovanlardan toplanan (26 bal, 19 polen ve 16 ar1) numunelerde LC-MS/MS
ile klotiyanidin (%68) ve tiyametoksam (%75)’1n, bal 6rneklerinde en sik tespit edilen
neonikotinoidler oldugunu ve klotiyanidin’in 8,2 ng g, tiyametoksam’in ise 17,2 ng
g konsantrasyonlarinda tespit edildigini bildirmislerdir. 26 bal 6rneginin %86’sinda,
19 polen 6renginin % 58’inde ve 16 ar1 6rneginin %56’sinda klotiyanidin tespit
edilmistir. Bildirilen sonuglar ile yapilan tez c¢alismasindan elde edilen sonuglar
arasindaki farkin numune toplanan yer ve bolgenin farkli olmasina bagli olabilecegi

ongiiriilmektedir.

Laaniste ve ark. (2016), Estonya’da 200’den fazla noktadan 2005-2013 yillar
arasinda hasat edilen 294 bal o6rneginde, sivi kromatografisi-elektrosprey kiitle
spektrometresi ile dort adet neonikotinoid (tiyametoksam, tiyakloprid, asetamiprid ve
imidakloprid) kalintisin1 arastirmis ve analiz edilen 294 balda asetamiprid,
tiyametoksam ve imidakloprid kalintisina rastlamazken, % 27’sinde tiyakloprid tespit

edildigini bildirmislerdir. Tespit edilen seviyelerin ise AB tarafindan belirlenen
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maksimum kalint1 seviyesinin altinda oldugunu da belirtmislerdir. Yapilan bu ¢alisma
ile tiyakloprid’in uzun bir bozunma siiresine sahip oldugu ve bal 6rneklerinde 5 yil
veya daha uzun bir siire kalint1 olarak bulunabilecegini de bildirmislerdir. Bildirilen
bu sonuglar ile yapilan tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar arasinda ufak farkliliklar
bulunsa da, her iki ¢alisma sonucunda limit degerleri asan Grnegin bulunmamasi
yoniiyle ¢alismalar benzerlik gostermektedir. Analizler arasindaki farkin ise; analiz
yapilan yillarin farkliligi ve analiz yapilan tarih araliginda bu iirtinlerin kullanimina
izin veriliyor olmasina bagli olabilecegi 6ngiiriilmektedir. Yine Estonya’da yapilan bu
calismada sadece tiyaloprid’in tespit edilebilmesinin, pH 4-9 araliginda bu maddenin
¢cOzlnirligiiniin  stabil olmasindan kaynaklanabilecegine bagli olacagi da

diistiniilmektedir.

Paradis ve ark. (2014), Fransa’da 2009-2010 yillar1 arasinda Vendee (Bati
Fransa) bulunan 2 farkli (ekim alanlarina yakin,agaglik alana yakin) ariliktan toplanan
90 bal 6rneginde GC-MS/MS ile LC-MS/MS metodu ile 3 farkl insetisit grubundan
(neonikotinoid, pretroidler ve pirazoller) 22 aktif maddenin kalintis1 arastirilmis ve
caligma sonucunda tiyakolprid; 2009-2010 yillarina ekim alanlarina yakin toplanan
ballarda maksimum 11,6 ng/g diizeyinde tespit edilirken, agaclik alanda ise bu oranin
9,1 ng/g seviyesine ulastig1 bildirilmistir. Asetamipridin her iki ariliktan toplanan bal
numulerinde 51,9 ng/g (ekim alani) ve 112,8 ng/g (aga¢lik alan) diizeyinde tespit
edildigi, tiyametoksamin ise sadece ekim alanlarindan toplanan ballarda 2 ng/g
miktarda tespit edilirken, agaclik alanda toplanan ballarda tespit edilemedigi de
bildirilmistir. Caligma sonuglar ile gerceklestirilen tez ¢calismasi sonuglart arasindaki
farkliligin numune toplanan yer ile bolgenin farkli olmasina ve analiz yapilan yillar

arasindaki farka bagli olabilecegi diistintilmektedir.

Song ve ark. (2018), 2017 yilinda Cin’in farkli bolgelerinden toplanan 30 bal
orneginde, anyon degistirici tek kullanimlik pipet ekstraksiyonu (DPX; Disposable
pipette extraction) ile LC-MS/MS kullanarak balda neonikotinoidlerin kalintilarini
arastirmig ve 30 bal 6rneginde neonikotinoid insektisit saptanma sikliginin % 13 ila %
33 arasinda, kalintilarin ise 11-120 pg/kg arasinda, dinotefuran, klotiyanidin,

imidakloprid ve tiyametoksamin maksimun seviyesinin 102 pg/kg’t astigimm
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bildirmislerdir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar ile yapilan ¢alisma arasinda farkin;
kullanilan ektraksiyon yonteminin fakli olmasina ve ¢alismanin yapildig: tarihte bu

irlinlerin kullanimina izin veriliyor olmasina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Woodcock ve ark. (2018), neonikotinoid (imidakloprid, klotiyanidin ve
tiyametoksam) kullanimina iliskin yasak yiiriiliige girmeden once (2014; 21 adet) ve
yasak yiriirliige girdikten sonra (2015; 109 adet) Birlesik Krallik genelindeki ar1
yetistiricilerinden 130 bal 6rnegi toplayarak bal arilarina maruz kalma riskindeki
azaltma etkinligini arastirmig ve 2014 yilinda toplanan 21 bal 6rneginin yaklasik
yarisinda bu maddeleri tespit ederlerken, 2015 yilinda toplanan 109 bal 6rneginin beste
birinde tespit edildigi bildirmiglerdir. Calismada en sik tespit edilen neonikotinoidin
ise klotiyanidin (1,8 ng/g)oldugu da belirtilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar
ile yapilan tez ¢alismasi arasinda farkin; analiz yapilan yillarin faklilig:r ve analiz
yapilan tarih araliginda bu {irlinlerin kullanimina izin veriliyor olmasma bagh

olabilecegi diisliniilmektedir.

Chen ve ark. (2019), Cin’de 8 adet bal numunesinde, seker uzaklagtirma
(Sugaring-Out) yontemi ile HPLC kullanarak balda, imidakloprid, asetamiprid ve
tiyakloprid kalintilart analizi igin gelistirilen yontemi uygulamig ve balda
neonikotinoidlerin (imidakloprit, asetamiprid ve tiyakloprid) tespit edilemedigini
bildirmislerdir. Bu ¢alisma ile gergeklestirilen tez caligmasi sonuglar arasindaki farkin

analiz yontemi ve kullanilan cihaza bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Gawel ve ark. (2019), Polonya’da 2015, 2016 ve 2017 yillarinda toplanan 155
bal 6rneginde LC-MS/MS ve GC-MS/MS kullanarak, 207 (neonikotinoid, fungisit,
herbisitler, akaristler, ve biiyiime diizenleyicileri) pestisit kalintisinin belirlenmesi i¢in
modifiye edilmis QUEChERS yontemi uygulamig ve orneklerin %85’inde (132)
pestisit kalintisi tespit edildigini bildirmiglerdir. Analiz edilen 6rneklerin, % 15’inde
kalintrya rastlanmazken, bir pestisit kalints1 iceren 6rnek sayis1 %17, iki farkli pestisit
kalintis1 igeren ornek sayis1 % 17, ii¢ farkli pestisit kalintist igeren 6rnek sayis1 % 16,
dort farkl pestisit kalintisi igeren 6rnek sayisi %18, dortten fazla farkli pestisit kalintisi

igeren Ornek sayisi ise % 17 olarak bulundugunu belirtmislerdir. Yine ¢alismada 21
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adet pestisit kalintis1 tespit edildigi ve orneklerin % 77’sinde siyano grubu igeren
(asetamiprid ve tiyakloprid) neonikotinoidlerin en sik rastlandigir da bildirilmistir.
Calisama sonuglar ile tez calismasi sonuglar1 arasindaki farkliligin analiz yapilan

yillarin farkli olmasina bagli olabilecegi 6ngiiriilmektedir.

Hou ve ark. (2019), Cin’de yerel fabrikalardan ve marketlerden satin alinan 60
adet bal ve ar siitii 6rneginde kat1 faz ektraskiyonu ve sivi kromatografisi- tandem
kiitle spektrometresi ile neonikotinoid insektisitlerinin kalintisini aragtirmistir. Art siitii
orneklerinde neonikotinoid grubu insektisitler ve metabolit tespit edilemedigi, ancak
bes bal numunesin de asetamiprid (1,3 pg/kg?, 1,6 ng/kg?, 3,4 ng/kg?, 8,8 ng/kg? ve
14,9 ng/kg™), bir bal numunesinde tiyakloprid (4,7 pg/kg™) ve iki bal numunesinde de
asetamiprid-N-desmetil (1 pg/kg? ve 0,6 ng/kg™ )’in tespit edildigini bildirilmislerdir.
Yapilan bu calisama ile tez ¢aligmasi sonuglart arasindaki farkliligin, kullanilan
ekstraksiyon yontemi ile yil farkliligina ve yine analiz yapilan tarih araliginda bu

tiriinlerin kullanimina izin veriliyor olmasina bagli olabilecegi dngiiriilmektedir.

Miha ve ark. (2019), 20142016 yillar1 arasinda, Slovenya’nin farkli cografi
bolgelerinden toplanan farkli bitki kokenli 51 adet (28 ¢igek, 15 orman, 5 akasya, 2
thlamur ve 1 kestane) bal 6érneginde LC-MS/MS metodu ile neonikotinoid kalintisi
arastirmig Ve arastirma sonucunda sadece asetamiprid ve tiyaklopridin varligini ortaya
koymuslardur. Asetamiprid alti 6rnekte (4 gigek, 1 orman ve 1 ithlamur bali) tespit
edilirken, ancak sadece bir ¢igek balinda LOQ degerini (2 ng/g) astigi bildirilmistir.
Tiyaklopridin ise 30 bal 6rneginde LOD degerinin iizerinde oldugu, en yiiksek
konsantrasyonun da bir ¢igek balinda (9,6 ng/g) mevcut oldugu bildirilmistir. Yapilan
bu caligma ile tez ¢aligmasi sonuglart arasindaki farkliligin, analiz yapilan bolgeler ile

analiz yapilan yillarin farkli olmasina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ligor ve ark. (2020), Polonya ve diger iilke (Avusturya, Brezilya, Bulgaristan,
Kamerun, Cek Cumbhiiriyeti, Fransa, Yunanistan, Italya, Portekiz, Romanya, Rusya,
ABD ve Tiirkiye) menseli bal orneklerinde UHPLC/UV (Ultra Perfermansli Sivi
Kromatografisi/Ultraviyole Dedekt6r) metodu ile neonikotinoidlerin belirlenmesi igin

farkli ¢igek kokenli 53 adet bal Orneginde yaptiklari ¢alismada 19 numunede
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hedeflenen pestisitlerin LOQ degeri lizerinde tespit edildigini, incelenen diger tim
orneklerde ise neonikotinoidlerin en azindan LOD veya LOQ degerlerinin {izerinde
oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alisma ile tez ¢alismasi sonuglar1 arasindaki farkliligin
analizlerde kullanilan cihaz farkliligina ve c¢alisma yapilan bal numunelerinin farkl

bolgelerden toplanmis olmasina bagli olabilecegi dngdriilmektedir.

Mitchell ve ark. (2017), diinyanin farkli bolgelerinden topladigi 198 adet bal
numunesinde (37 Afrika, 41 Asya, 53 Avrupa, 22 Kuzey Amerika, 28 GilineyOrta
Amerika ve Karayipler, 17 Okyanusya ve Pasifik Adalar1) UHPLC-MS/MS metodu
ile asetamiprid, klotiyanidin, imidakloprid,tiyakloprid ve tiyametoksam kalintisini
arastirmiglar ve ¢alisma sonucunda 198 numunenin % 75'inde analizi gergeklestirilen
bes bilesikten en az birini, % 45'inde iki ve daha fazlasini, % 10'unda ise dort ve daha
fazlasii tespit ettiklerini ve bu degerlerin de MRL miktarinin altinda kaldigini
bildirmiglerdir. Ayrica ¢alismada neonikotinoid g¢esitlerinin kullaniminda bolgesel
farkliligi da ifade etmislerdir. Bu yonde yaptiklar1 degerlendirmede; imidaklopridin
Afrika ve Gliney Amerika'da; tiaklopridin Avrupa’da; asetamipridin Asya’da ve
tiyametoksamin ise Okyanusya ile Kuzey Amerika’da daha yaygin kullanildigini
belirtmislerdir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar ile yapilan ¢alisma arasinda farkin;
neonikotinoidlerin tamammin fakli ilkelerde yasaklanmadan &nce analizlerinin
gerceklestirilmis olmasindan ve yine analizlerde kullanilan cihaz farkliligina, analiz
yapilan bolgelerin, yillarin fakli olmasma ve analiz yapilan tarih araliginda bu

iriinlerin kullanimina izin verileyor olmasina bagli olabilecegi dngiiriilmektedir.

Ulkemizde balda neonikotinoidle ilgili yapilan ¢alismalarda ise; 2018 yilinda
Adana ve ilgelerinden toplanan ar1 ve petek numuneleri, Gida ve Kontrol Genel
Miidiirliigii tarafindan Almanya’ya neonikotinoid grubu insektisit analizleri ig¢in
gonderilmistir. Gonderilen numunelerin tamaminda Klotianidin tespit edildigi
bildirilmistir (Oru¢ ve ark., 2019). Ozdemir (2016) Tekirdag ili ve gevresinden
toplanan 33 adet bal 6rneginde HPLC-MS/MS metodu ile neonikotinoid grubu pestisit
kalintilar1 arastirmig ve numunelerde nitempiran tespit edilemezken, dinotefuran
(0,40-1,35 pg/kg) arahiginda, tiyametoksam iki numunede (0,07 pg/kg ve 1 pg/kg)
miktarlarda, klotiyanidin (0,11 — 1,58 ug/kg) araliginda, imidaklopridin (1,21- 1,78
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ng/kg) araliginda, asetamiprid (1,93- 3,64 pg/kg) araliginda ve tiyaklopridin ise (0,50-
0,64 ng/kg) araliginda elde edildigini bildirmistir. Belirtilen konsantrasyonlarin ise
maksimun kalint1 limitlerinin ¢ok altinda oldugu da belirtilmistir. Iplikcioglu ve ark.
(2020), Turkiye’nin farkli bolgelerinden topladiklar: 44 adet siizme bal numunesinde
LC-MS/Q-TOF metodu ile neonikotinoid varligini arastirmislar ve ¢aligma sonucunda
numunelerin  higbirinde  neonikotinoid  grubu  pestiside  rastlanilmadigini
bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alisma LC-MS/MS ile analizler gergeslestirilmis olup,
bulgularimiz litaratiir ¢alismasini destekler niteliktedir. Bildirilen bu sonuglar ile
yapilan tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar arasinda ufak farkliliklar bulunsa da,
tim bu c¢aligma sonuglarinda limit degerleri asan Ornegin bulunmamasi yoniiyle
caligmalar arasinda bir benzerlik bulundugu soylenebilir. Analizler arasinda goriilen
ufak farkliliklarin ise; analiz yapilan bolgeler ile analiz yillarinin fakliligina ve analiz
yapilan yontem ile kullanilan cihaz farkina bagl olabilecegi 6ngoriilmektedir. Yine
tim bu caligmalar 1518inda; her ne kadar neonikotinoid pestisid kullanimi yaygin
olmasina ragmen bal numunelerinde kalinti limit degerlerinin altinda kaliyor
olmasinin; bu {riinlerin arilar tarafindan hizla metabolize edilebildigine bagh

olabilecegi de ongoriilmektedir.

Yeter ve ark. (2020) tarafindan yapilan bir c¢alismada asetamipridin farkli
ballarda, farkli sicaklilarda (20°C, 30°C ve 40°), 180 giin boyunca ayrigma hiz sabitleri
ve yar1 Omiirleri incelemis ve ¢alisma sonucunda asetamipridin, IM-1-2 ((E)-N2-
carbamoyl-N1-[6-chloro-3-pyridyl)methyl]-N1-methylacetamidine)’ye pargalanmasi
pH’s1 3,0-5,0 arasinda olan sulu ¢ozeltilerde gézlenen oranlardan daha hizli oldugunu
bildirmigler ve balda ger¢ek asetamiprid kontaminasyonun takip edilebilmesi igin,
ACE ve IM-2-1 (N-desmethylacetamiprid) analizleri yerine IM-1-2 analizinin
yapilmasint ~ Onermiglerdir.  Bu  sebeple kalintt tarama  ¢alismalarinda
neonikotinoidlerin taranmasinin yan1 sira, bu drlinlerin metebolitlerinin de

analizlerinin yapilmas1 daha saglikli olacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, dncelikle siizme ballarda asetamiprid, klotiyanidin, imidakloprid,
tiyametoksam ve tiyakloprid icin test yonteminin uyarlanmasi ve validasyonu
gergeklestirilmistir. Tiim neonikotinoidler i¢in gerceklestirilen validasyon ¢alismalari
2002/657/EC direktifinde belirtilen sartlara uyumlu gergeklestirilmistir. Calismada
kullanilan QUEChERS (ucuz, etkili, hizli, kolay, saglam ve giivenli) yontemi ile
kimyasal maddelerin az miktarda kullanilmasi, hem kisa zamanda hem de daha diisiik
maliyetle, birden fazla analitin ayni anda analiz edilmesine imkan saglamasi, se¢ilen
yontemin avantajlar1 olarak degerlendirilmistir. Ayrica, yapilan calisma ile tek bir
ekstraksiyon yontemi kullanilarak bes farkli analitin analiz edilebilir olmasi da
yontemin kullanilabilirligini 6n plana ¢ikarmaktadir. Yine tez ¢aligmasinda kullanilan
yontemin, baldaki neonikotinoid kalintilarinin analizi i¢in gelistirilen duyarli ve segici
LC-MS/MS yontemiyle AB kalinti taniminda yer alan analitlerin izlenmesi igin yarar
saglayacagi ve yayginlastirllmasina olanak saglamasi agisindan da faydali olacagi

distiniilmektedir.

Calismanin  sonucunda bal numunelerinde neonikotinoid Kkalintisinin
bulunmamast hem halk sagligi hem de bal ireticileri iletiiketicileri i¢in onemli bir
sonug olarak degerlendirilebilir. Buna ragmen iilkemizde neonikotinoidlerle ilgili
yapilan ¢aligmalarin sinirl sayida ve bolgesel olmasi nedeniyle, halk saglig1 yoniinden
kesin bir kaniya varilabilmesi igin, izlenebilir ve siirdiiriilebilir bir plan dahilinde bu

analizlerin yapilmasi gereklidir.

Pestisitlerin siirdiirtilebilir kullanimi, yalnizca insan sagligi degil, ayn1 zamanda
cevre ve ilgili ekosistem araclarini da koruyan saglam risk degerlendirmelerine
baghdir. Saglikl bir risk degerlendirmesinin yapilabilmesi i¢in gerekli olan verilerin
olusmasi adina, bu alanda yapilan ¢alismalarin belirlenen bir plan dahilinde ve rutin
bir sekilde yapilmasi1 gereklidir. Bu kapsamda, neonikotinoidlerle ilgili olarak hem

farkli ar1 iriinlerinde (ar siitii, bal mumu ve polen) hem de fakli hayvansal gida
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kaynaklarindan (balik dokusu, kirmizi et, beyaz vb.) olacak sekilde gerek
neokinotinoidler ve gerekse bu neonikotinoidlerin metabolitlerinin analiz metotlarinin
gelistirilmesi ve bu yondeki kalint1 analizlerinin planl bir sekilde belirli periyotlarla

yapilmas1 6nemlidir.
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OZET

Ankara’da Satisa Sunulan Ballarda Bazi Neonikotinoidlerin LC-MS/MS ile
Arastirllmasi

Bu calisma ile siizme ballarda asetamiprid, klotiyanidin, imidakloprid,
tiyametoksam ve tiyakloprid kalintilarinin belirlenmesi i¢in test ydnteminin
uyarlanmasi, uyarlanan yontem ile neonikotinoid kalintilarin arastirilmasi, gida
giivenligi ve halk sagligi acisindan sonuglarin degerlendirilmesi amaglanmustir.
Avrupa Komisyonu 2002/657/EC sayili Kararina uygun olarak baldaki bes
neonikotinoidin, likit kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS)
yontemi, analiz yontemi es zamanli olarak hizli ve giivenirilir bir sekilde gelistirilmis
ve tam olarak dogrulanmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda, CCa ve CCP sirastyla, Asetamiprid i¢in 5,44 ve
5,89 ng/g, Klotiyanidin icin 5,23 ve 5,46 ng/g, imidakloprid i¢in 5,15 ve 5,30 ng/g,
Tiyametoksam i¢in 5,16 ve 5,32 ng/g, Tiyakloprid i¢in 20,28 ve 20,56 ng/g olarak
bulundu.

Metot validasyon parametreleri saglandiktan sonra Ankara’da satisa sunulan 60
adet bal numunesin de maksimun kalint1 limitlerini asan neonikotinoid kalintis1 varlig
belirlenememistir. Uyarlanan yontemin kisa zamanda, az kimsayal kullanilarak, etkili,
giivenilir, duyarli, tekraredilebilmesinin yani sira birden fazla analitin es zamanl
olarak analiz edilebilir olmasi nedenleriyle kullanilabilir ve avantajhi oldugu sonucuna
varilmigtir.

Anahtar Sozciikler: Bal, Kalinti, LC-MS/MS, Neonikotinoid,Validasyon.
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SUMMARY

Investigation of Some Neonicotinoids in Honey Sold in Ankara by LC-MS/MS

In this study, it was targeted to adapt the test method for the determination of
acetamiprid, clothiyanidin, imidacloprid, thiamethoxam and thiacloprid residues in
filtered honey, to investigate neonicotinoid residues with the adapted method, to
evaluate the results in terms of food safety and public health. In accordance with the
European Commission Decision 2002/657/EC, the liquid chromatography-tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS) method of analysis of the five neonicotinoids in
honey was developed and fully validated simultaneously, quickly and reliably.

As a result of the study, CCa and CCP were respectively 5.44 and 5.89 ng/g for
Acetamiprid, 5.23 and 5.46 ng/g for Clothianidin, 5.15 and 5.30 ng/g for Imidacloprid,
and for Thiamethoxam, respectively. 5.16 and 5.32 ng/g were found as 20.28 and 20.56
ng/g for Thiacloprid.

After the method validation parameters were provided, the presence of
neonicotinoid residues exceeding the maximum residue limits could not be determined
in 60 honey samples offered for sale in Ankara. It has been concluded that my adapted
method can be used in a short time, using less chemicals, effective, reliable, sensitive,
reproducible, and can be used and advantageous because more than one analyte can be
analyzed simultaneously.

Keywords: Honey, Residue, LC-MS/MS, Neonicotinoid, Validation.
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