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Tiirkiye’deki Bal Orneklerinde Neonikotinoid Varliginin LC-MS/Q-TOF Yéntemi ile Tespiti

Detection of Neonicotinoids with I.C-MS/Q-TOF Method in Honey Samples from Turkey
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Oz: Organofosfatli ve karbamatli insektisitlere alternatif olarak gelistirilen neonikotinoidler, giinimiizde diinya
capinda en yaygin kullanian insektisit sinufit olup polen ve nektar dahil bitkilerin tiim kisimlarina gecerek bu bitkiler
tarafindan tretilen Urtinlere ve hatta ar1 Girinlerine aktarilabilmektedir. Bu sistemik 6zellikleriyle neonikotinoidler, bal
artlart ve yabani artlar gibi canlilarin yant sira, insanlar dahil diger omurgalilar tizerinde de olumsuz etkilere yol
acmaktadir. Bu nedenle hangi tiirevlerinin ne oranda etki olusturduguna iligkin arastirmalar son yillarda hizla artmakta
ve bu ¢alisma sonuglarina gére farkli tlkelerde neonikotinoid kullanimlarina yasaklar ve kisitlamalar getirilmektedir.
Bu calismanin amact Turkiye’de tretilen ballarda neonikotinoid varliginin ve dolayistyla ¢evredeki kitlilik seviyesinin
Olctilmesidir. Bu amagla, hasat sonrast Turkiye’nin farkl illerindeki ar1 yetistiricilerinden direkt temin edilen 44 bal
6rnegi materyal olarak kullamlmustir. Orneklerde asetamiprid, klotianidin, dinotefuran, imidakloprid, nitenpiram,
tiyaloprid ve tiametoksam varligt Sivi Kromatografi Kuadrupol Ugus Zamanl Kiitle Spektrometresi (LC-MS Q-TOF)
kullanilarak arastridmistr. Analiz edilen 6rneklerin hicbitinde neonikotinoid grubu insektisitlere rastlanmamustir.
Analiz edilen Orneklerde neonikotinoidlere rastlanmamast Tirkiye acisindan umut verici bir  bulgudur.
Neonikotinoidlerin kullanim sekilleri ve canli organizmalara etkileri tizerine artan aragtirmalar yaninda, c¢evresel
varhiginin da diizenli olarak takip edilmesi ve limitlerin belitlenmesinin, halk sagliginin korunmasi agisindan 6nemli
oldugu disinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bal, LC-MS Q-TOF, Neonikotinoid.

Abstract: Neonicotinoids are currently the most widely used class of insecticides wotldwide. They are developed as
an alternative to organophosphate and carbamate insecticides, and they pass to all parts of plants including pollen and
nectar and can be transferred to the products produced by these plants, even to bee products. Recent research has
shown that they have negative effects on bees, as well as other vertebrates, including humans. Analytical protocols
have been developed to analyze neonicotinoid levels in honey and according to the results of these studies,
prohibitions and restrictions are imposed on the use of neonicotinoids in different countries. The aim of this study
was to determine the presence of neonicotinoids, in honey produced in Turkey. For this purpose, 44 honey samples
obtained after harvesting directly from beekeepers from different provinces were used as material. The presence of
acetamiprid, klothianidine, dinotefuran, imidakloprid, nitenpyram, thiacloripid and tiametoksam in the samples were
determined by using Liquid Chromatography Quadrupole Flight Time Mass Spectrometer (LC-MS/Q-TOF).
Neonicotinoid insecticides were not found in any of the samples analyzed. Detecting no neonicotinoids is a promising
finding for Turkey. In conclusion, in addition to increasing research on the use of neonicotinoids and their effects on
living organisms, it is also important to monitor the environmental presence regularly and to determine the limits for
the protection of public health.

Keywords: Honey, LC-MS Q-TOF, Neonicotinoid.

“Corresponding author : Giizin IPLIKCIOGLU CIL.  e-mail : g.iplikcioglu@gmail.com

Gelis tarihi / Received : 27.02.2020 Kabul tarihi / Accepted: 17.03.2020

11
To cite this article: Cil G, Korkmaz SD, Ozansoy G, Kiipliitii O. (2020). Tiirkiye'deki Bal Orneklerinde Neonikotinoid Varlgimm 1LC-MS/Q-TOF Yinteni ile
Tespiti.. MAKU J. Health Sci. Inst., 8(1), 11-17.
ISSN: 2148-2837/ MAKU J. Health Sci. Inst.


https://orcid.org/orcid-search/quick-search/?searchQuery=0000-0002-4143-7319
http://orcid.org/0000-0001-6897-8222
http://orcid.org/0000-0002-4272-300X
http://orcid.org/0000-0001-9853-565X
http://orcid.org/0000-0002-1559-2390
http://dergipark.gov.tr/maeusabed

MAKU |. Health Sci. Inst. 2020, 8(1): 11-17.
doi: 10.24998 | maensabed.695570

Giris

Neonikotinoidler, tarim ve ev zararlilarina karst
buyiik bagari ile kullanilan sentetik, nikotin bazl
bilesiklerden olusan bir kimyasal siniftir.
1midakloprid, asetamiprid, klotianidin, tiakloprid,
tiamethoksam, dinotefuran ve nitenpiram bu
sinifin {yeleri arasindadir. Tk kez 1980'lerde
organofosfatli ve karbamatlt insektisitlere alternatif
olarak gelistirilmis ve 1990’larda ilk ticari preparat
olan imidakloprid ile kullanimlari baglamustir.
Neonikotinoidler su anda diinya ¢apinda en yaygin
kullanilan insektisit smufidir (Bonmatin, 2015).
Neonikotinoidler, nikotinik asetilkolin reseptdrii
(nAChR'ler) tizerine nérotoksisite ile insektisit etki
gosterirler. Insektlerin merkezi sinir sisteminin
sinyal iletiminde blokaja neden olan ¢ok spesifik
bir etki mekanizmasina sahiptirler (Decourtye,
2010).

Neonikotinoid insektisitlerin ~ yagli tohumlar,
tahillar, meyveler, sebzeler ve siis bitkileri gibi cok
cesitli tarimsal Urlinde kullanimi vardir. Ayrica
¢imlerde, agaglarda, yerlesim bolgelerindeki dis
mekanlarda da insektisit olarak kullaniirlar. En
onemli Ozellikleri sistemik etki gOstermeleridir.
Neonikotinoidler suda ¢ozunir ve bitkiler
tarafindan kokleri veya yapraklart yoluyla kolayca
emilirler ve daha sonra bitkinin dokulart boyunca
taginirlar, cigekler dahil tim organlara ulasilar,
béylece polen ve nektar gibi bitki tarafindan
tretilen kisimlarda da tespit edilmektedirler. Ancak
bu sistemik etkilerinin hedef canllar digindaki
canllara olumsuz etkidigi gorilmustir (Main,
2014). Neonikotinoidlerin 6zellikle bal artlart ve
yabani arilar gibi tozlastiricilar basta olmak tizere
insanlar dahil omurgalilar tzerindeki olumsuz
etkilerine dair artan endiseler vardir. Bununla
bitlikte, ana  bilesiklerin ~ ve  bunlarin
metabolitlerinin  ¢evreye ve besin zincirine
aktarilabilmesi de, bu insektisitlerin kullanimi ile
ilgili siphelere neden olmaktadir (Sanches-
Hernandez, 2014; Zhang, 2018).

Cevreye ve Ozellikle bal arlarna verdigi zarar
Kanada’da 2015
neonikotinoidlerin, 2018
Birliginde  klotianidin,
tiamethoksamin kullanimi1

nedeniyle yilinda  butin

yiinda  Avrupa
imidakloprid ~ ve

yasaklanmustir.
Amerika’nin bazi eyaletlerinde sturlandirmalar
getirilmesine  ragmen  halen  neonikotinoid
kullantim:  devam etmektedir. Turkiye’de ise
asetamipridin =~ kullanimina  izin  verilirken
klotianidin yasaklanmus, imidakloprid, tiakloprid
ve tlametoksam kullanimlarina ise  cesitli
sinirlandirmalar  getirilmistir (PMRA, 2015; EC,

2020).

Neonikotinoid kalintilarinin analizine odaklanan
yontemlerde, meyve ve sebzelerin yani sira
gidalarda  da  kalintt
Neonikotinoidlerin

hayvansal dizeyleri

arastirtlmaktadir. dogada
yaygin olarak kullanilmasi ve bal arlarina etkileri
baldaki

kahintilarinin varligr ve miktarinin uygun analitik

gbz  6ninde  bulunduruldugunda,
yontemlerle tespiti gerekliligi dikkati ¢ekmektedir.
Ancak ¢ok az sayida yayin baldaki neonikotinoid
kalintilarinin analizini 6zel olarak hedeflemektedir
(Gbylik-Sikorska, 2015). Bu c¢alismanin amaci
Turkiye’de ballarda
varliginin - ve  dolayistyla  cevredeki  kirlilik

uretilen neonikotinoid

seviyesinin Sl¢ilmesidir.
Gereg ve Yontem
Gere¢

Turkiye’nin farklt illerindeki ari yetistiricilerinden
hasat sonrast direkt temin edilen 44 bal Srnegi
materyal olarak kullanilmistir. Toplanan siizme bal
ornekleri, cam kavanozlara alinarak analiz
agamasina kadar laboratuvarda 20%X2 °C’de

muhafaza edilmistir.
Yéntem

Orneklerde asetamiprid, klotianidin, dinotefuran,

imidakloprid,  nitenpiram,  tiakloripid  ve
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tiametoksam vatligi Stvi Kromatografi Kuadrupol
Ugus Zamanh Kitle Spektrometresi (LC-MS Q-
TOF, liquid chromatography time-of-flight mass
spectrometry) kullanilarak tespit edilmistir.

Kimyasallar ve Reaktifler

Asetonitril ve methanol HPLC analizlerine uygun
saflikta Merck’ten (Darmstad-Almanya) temin
edilmistir. Mobil faz tampon i¢in amonyum format
(Fluka, USA) ve formik asit (J.T.Baker, Holland)
kullandmistir.  Numune hazirlama  islemi icin
kullanilan Quechers tuz karisimi olan Quechers
EN 15662 Extraction kit (Agilent, USA)
iceriginde; MgSO4, NaCl ve Sitrat tuzlart vardur.
Analitik  safliktaki  pestisit Dr.

Ehrenstorfer temin

standartlart
(Augsburg-Almanya)
edilmistir. Ana stok c¢ozeltiler 10.0 £0.1 mg
tartilarak son derisimi 1000 pg/ml olacak sekilde
asetonitril icerisinde hazitlanmis, kullanim stiresine
kadar -18 °C’de muhafaza edilmistit.

LC-ESI-Q-TOF

Analizler Agilent 1260 serisi HPLC ve Agilent
6550 model Q-TOF  sistemi
gerceklestirilmisti. HPLC  bolimi
Binary (Ikil) pompa, Yiiksek performansl

iFunnel ile

Degazer,

numune Srnekleyici ve Kolon firint modullerinden
olugsmaktadir. Kromatografik ayrim icin Agilent
Poroshell SB-C18 4.6mm x 150mm x 2.7u
kullanilmustir. Mobil faz A: 5mM amonyum format
+ %0,1 formik asit karisimi ve Mobil faz B:
methanol (%100 saf) kullandmistir. Mobil faz akis
degeri 0.6 ml/dk olup Kolon firint sicakligi 40
°C’dir. Tablo 1 ve 2’de kullanllan HPLC’ye ait

gradient detayt ve MS sistemine ait analiz
parametreleri verilmistir.

Tablo 1: Kullanilan HPLC gradient program
detaylari

Siire (dk) % B (Metanol)
0 10
0.5 10
4 70
6 95
10 95
10.1 10

Ekstraksiyon asamasi

Analiz icin hazirlanan Orneklerin  ekstraksiyon
asamast, QuEChERS EN 15662 y6ntemine gore
(Lehotay, 2005; Anastassiades, 2013; CEN-EN,
2018) gerceklestirilmistir. Buna gore, her bir 6rnek
icin 5 gr bal 50 mllik plastik santrifij tiiplerine
tartilarak 10 ml su ilave edilip homojenize olmast
karistirilmigtir.  Elde  edilen
¢ozeltilere 10 ml asetonitril ve ilk ekstraksiyon tuz

icin  vortex ile
karisim1 olan MgSO4, NaCl ve sitrat tuzlart ilave
edilmistir. Daha sonra 30 saniye kadar vortex ile
karistirilarak 4000 rpm/dk 5 dakika stire santrifij
edilmistir. Analiz icin, Gst faz viale alinarak LC-MS

sistemine enjekte edilmistir.

Tablo 2: MS sistemi iyon kaynagi ve analiz parametreleri

Iyon Kaynagi parametreleri

Analiz parametreleri

Kurutucu gaz sicakligt 225°C
Kurutucu gaz akist 14 1t/dk
Nebulizer 40 psi
Sheath gaz sicakligt 400 °C
Sheath gaz akist 11 1t/dk
Kapiler voltajt 3000 V
Nozzle voltajt 500 V
Fragmentor voltajt 400 V

Kutle araligt 100-1200
Iyonlasma modu pozitif

Tarama hizi, MS 1 spektra/saniye
Tarama hizi, MS/MS 3 spektra/saniye

10-20-40 V
121.0509 922.0098

Carpisma enejisi
Referans iyonlar
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Sonuglar ve degerlendirme

MS ve MS/MS modunda yapilan cihaz okuma
verileri degerlendirilerek olast toksik maddeler ve
pestisitler tanimlanmustir. Elde edilen ana iyonlar,
pestisit ve toksikoloji veri tabanlarinda taranip,
yuksek skotlu olast sonuclar MS/MS verileri de
Matriks

degerlendirilerek  sonuglandirilmistir.

icerisinde hazirlanmis 7 seviye kalibrasyon
cozeltileri ile miktarlandirmalar yapilmistir. Son
olarak standart enjeksiyonu ile parcalanma trtinleri
ve alikonma siiresi eslestirmeleri de saglanmistur.
Sekil 1’de bir ¢icek bali 6rnegine ait MS toplam
iyon kromatogrami (pozitif mod) ve Sekil 2’de aynt
ornegin toplam iyonlart gosterilmistir.
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 1: Cicek balt numunesine ait MS toplam iyon kromatogrami, pozitif mod.
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Sekil 2: Cicek bali numunesinin enjeksiyonu sonucu elde edilen toplam iyonlart gbsteren kromatogram

Bulgular ve Tartigma

Turkiye’nin  farklt illerinde yetistiricilik yapan
aricilardan direkt temin edilen, 44 adet stizme bal
Orneginde asetamiprid, klotianidin, dinotefuran,
imidakloprid,  nitenpiram,  tiakloripid  ve
tiametoksam varhigt LC-MS Q-TOF kullanilarak
arastirtlmis;  ancak

orneklerin - hicbirinde

neonikotinoid grubu insektisitlere rastlanmamustir.

Analiz edilen 6rneklerde neonikotinoid grubu
insektisitlere rastlanmamast Tirkiye acisindan
umut verici bir bulgudur. Kanada’da, Saskatoon
Sehri'ne 30 km mesafedeki kovanlardan toplanan

ballarda yapilan ¢alismada, LC-MS/MS ile analiz
edilen 26 6rnegin %86'sinda clothian bulundugu
bildirilmistir. Tiametoksam da yaygin olarak tespit
edilirken, hicbir 6rnekte nitenpiram ve asetamiprid
saptanmadigt ve sadece bir 6rnekte thiacloprid,
oldugu ortaya konmustur (Codling, 2016). Lu ve
ark. (2016) yaptg1 calismada Massachusetts’de 62
farklt kovandan aldig1 bal numunelerinde 8 farklh
neonikotinoid varhigini arastirmistir. Numunelerin,
% 57’sinin en az bir, % 15’%inin de iki farkli

neonikotinoid icerdigini bildirmislerdir.

Baska bir calismada, Sirbistan-Voyvodina’nin 7
bélgesinden, farkli orijinlere ait 104 bal 6rnegi
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(aycicegi, cicek, thlamur ve akasya) toplanmis ve
HPLC-DAD metodu ile neonikotinoid kalintilari
arastirdmustir. Bes ¢icek bali 6rneginde tiakloprid,
4 aycicegi bali 6rneginde imidakloprid tespit
edildigi bildirilmistit. Ancak bu 6rneklerdeki
seviyelerin hepsinin maksimum kalint limitlerinin
(MRL) altindaki konsantrasyonlarda oldugu da
vurgulanmistir  (Jovanov, 2015). Benzer sekilde
Avusturya’nin farkli bélgelerinden toplanan 41 bal
numunesindeki neonikotinoid kalintilarinin LC-
MS/MS  ile
neonikotinoidin varlig dikkat cekmistir; tiakloprid

arastirldigt  calismada g
(18 numune), asetamiprid (2 numune) ve
tiyametoksam (1 numune). Ancak numunelerdeki
kalint1 dizeyleri MRL'letle karsilastirildiginda,
timinin  ilgili  siurlarin altinda
bildirilmistir (Tanner, 2011).

oldugu

Mitchell ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada dinya
capinda bal Ornekleri toplayarak neonikotinoid
varligim arastirmistir. Afrika’dan 37, Asya’dan 41,
Avrupa’dan 53, Kuzey Amerika’dan 22, Giiney-
Orta Amerika ve Karayipler’den 28, Okyanusya ve
Pasifik Adalar’'ndan 17 olmak tizere toplam 198
bal 6rneginde 5 ana neonikotinoid (asetamiprid,
klotianidin, ~ imidakloprid,  tiakloprid  ve
tiametoksam) kalintisitnt UHPLC-MS/MS metodu
ile tespit etmislerdir. Tim numunelerin % 75'inde
test edilen beg bilesigin en az birinin, % 45'inde iki
veya daha fazlasimin ve % 10'unun da dért veya
besinin bulundugunu ortaya koymuslardir. Ancak,
tespit edilen konsantrasyonlarin hepsinin insan
tiketimi icin izin verilen maksimum kalintt
seviyesinin altinda oldugunu da bildirmislerdir.
Calismada 6nemli noktalardan biri de sonuclarin
spesifik neonikotinoid titlerinin kullanimindaki
bolgesel  farkliliklart  yansitmasidir.  Ornegin,
imidakloprid, Afrika ve Giiney Amerika'da yaygin
sekilde tespit edilitken, Avrupa’da tiakloprid,
Asya’da asetamiprid ve Okyanusya ile Kuzey
Amerika’da tiametoksam’in  bulundugu ortaya
konmustut.

Sanchez-Hernandez ve ark. (2016) tiametoksam,
klotianidin ve imidakloprid neonikotinoidlerini ve
bunlarin metabolitlerini bal 6rneklerinde L.C/Q-
TOF-MS ile aragtirirken, ballarin  toplandigt

lokasyonlart 6zellikle aycicegi ve musir tarlalar
yakinlarindan se¢mis ve sonuglart da buna goére
degerlendirmistir. Bal 6rneklerinde 3 ana
bildiren
aragtirictlar, ayeicegi bitkilerinin  yanindaki ar

neonikotinoide rastlanmadigin
kovanlarindan toplanan tiim bal &rneklerinde
tiametoksam metabolitileri TM5 ve TM13
bulundugunu bildirmigtir. Calisma ayrica misir
bitkilerinin yakinindan toplanan bal drneklerinde
ise imidakloprid metabolitleri IMI4 ve IMI-15
varligini ortaya koymustur. Bu durum, tarim
arazilerine yakin bélgeler ve daglk alanlarda
tretilen ballarda neonikotinoid varliginin farklh
olabilecegini de gOstermektedir. Buna gore
yapilacak benzer calismalarda, numune alirken
kovanlarin bulundugu bélgelerin de gbz 6niinde
bulundurulmasinin faydalt olacagt
dusiintlmektedir.

Son  zamanlarda, Dbircok  arastirmact  bu
insektisitlerin ar1, bal, toprak, polen ve islenmis
tohumlar gibi bircok materyalde tespitini
matrislerde

yapmaktadir.  Farkl pestisit

kalintilarinin~ Slciilmesi,  6rnek  hazirlama
(ekstraksiyon ve temizleme) ve enstriimantal analiz
olmak tizere iki temel adimi icermektedir. Dogru
sonuclar elde edebilmek icin ideal olarak,
ckstraksiyon agamasinin hizli, basit, ucuz ve gevre
dostu olmast ve temiz Ornekler saglamast
onemlidir. 2000’]i yillarda gelistirilen ve ilk olarak
2003 yilinda bildirilen QuEChERS teknigi hizli ve
eksiksiz  bir  ekstraksiyon = ve  temizleme
prosediridiir (Proietto, 2013). Bu ¢alismada bu
yontem tercih edilerek, bal gibi, yogun seker
konsantrasyonuna sahip matrislerden, giivenilir
sonuclar  elde etme  sanst  arttrdmistir.
Neonikotinoidlerin tespit ve miktar analizlerinde,
baslica gaz kromatografisi veya sivi kromatografisi
gibi kromatografik metodlar yaninda, UV/diyot
dizisi, floresans, elektrokimyasal veya kiitle
spektrometrisi  gibi  farkli  bircok  teknik

kullanidmaktadir (Cicero, 2017; Kocasati, 2018).

Yontemlerdeki  ve  Ozellikle de  nicelik
sinttlamalarindaki  (LOQ) farkldiklar calismalar
karsilastirmalar

arasinda yapmay1

zorlastirmaktadir.  Ayrica neonikotinoid grubu
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insektisitlerin ~ kullanim  sekillerini  ve canlt
organizmalar Uzerindeki etkilerini anlamak icin
artan arastirma ¢abalarina ragmen, canlilarda
gorilen riskleri degerlendirmek icin dinyada
bunlardan kaynakli kirliliginin dagilimina dair
kiiresel veriler yeterli diizeyde degildir. Bu nedenle,
tarimsal Giretimi ve arilar da dahil olmak tizere tim
canlilarin émriind etkileyebilecek farkli inorganik
ve organik kirletici maddeleri gbz Ontnde
bulundurarak neonikotinoid grubu insektisitleri

degerlendirmek icin dlzenli izleme yapilmasi

onemlidir.
Bilgi Notu:
Calismanin verilerini de iceren sozli bildiri, 24-27
Ekim  Antalya’da  diizenlenen 8.  Ulusal
2. Uluslararast ~ Veteriner Gida  Hijyeni

Kongtesinde sunulmustur.
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