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Dogu Akdeniz Bolgesi Ballarinin Pestisit ve Naftalin Kalintilarinin
LC/MS/MS ve HS-SPME GC/MS Teknikleriyle Belirlenmesi

Cengiz MUKU Gamze GUCLU Serkan SELLI

Ozet

Bu ¢aligmada, iilkemizin Dogu Akdeniz bolgesinin Adana, Hatay ve Mersin illerinden temin edilen ¢igek
bali 6rneklerinin pestisit ve naftalin igeriklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bal 6rnekleri bolgedeki arici
birliklerinden alinmigtir. Bal 6rneklerinde pestisit taramasi, QuEChERS yontemiyle 6n isleme tabi
tutulup, LC/MS/MS cihaziyla yapilmistir. Analizler éncesi LC/MS/MS cihaziyla laboratuvarda, toplam
102 adet pestisit etken maddesi valide edilmistir. Bal drneklerinin tamaminda belirlenme sinirinin (LOD)
iistiinde herhangi bir pestisite rastlanmamustir. Naftalin analizi tepe boslugu kati faz mikro ekstraksiyon
(HS-SPME) GC/MS yontemiyle yapilmistir. Toplam 30 farkli bal 6rneginin sadece bir tanesinde naftalin
tespit edilmistir. Naftalin degeri maksimum kalinti degeri (MRL) seviyesi olan 10 ppb nin altinda
bulunmustur. Iki bal 6rneginde ise naftalin degeri LOD seviyesinin altinda iz miktarda saptannstir. Bu
sonuglar 1s18inda, tilkemiz Dogu Akdeniz bolgesi ballarimin naftalin ve pestisit icermemesi hem
titketiciler ve hem de aricilik sektdrii agisindan dnemli bir bulgu oldugu diistiniilmektedir.
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Determination of Pesticide and Naphthalene Residues in Eastern Mediterranean
Honey by LC/MS/MS and HS-SPME GC/MS

Abstract

In this study, we aimed to determine the pesticide and naphthalene residues of 10 honey samples obtained
from each of Adana, Hatay and Mersin provinces of Eastern Mediterranean region of Turkey. Honey
samples were taken from the beekeeper units in the region. Pesticide screening in honey samples was
pretreated by QUEChERS method and LC/MS/MS was performed. A total of 102 pesticide substances
were validated in the laboratory by LC/MS/MS before the analyzes. No pesticide was detected in all
honey samples above the detection limit (LOD). Naphthalene analysis was performed by headspace solid
phase microextraction (HS-SPME) GC/MS. Naphthalene was detected in one sample of the 30 honey
samples. This value remained below the maximum residue level (MRL) of 10 ppb. In the two honey
samples, the value was lower than the LOD level. According to results, the fact that honey in our country's
Eastern Mediterranean region does not contain naphthalene and pesticides, is considered to be an
important finding for both consumers and the beekeeping sector.
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HS-SPME GC/MS ile Belirlenmesi

Giris

Tirk Gida Kodeksi 012/58 sayili Bal
Tebligi’nde, bal “bitki nektarlarinin, bitkilerin
canli kisimlarinin salgilarinin veya bitkilerin
canl kisimlar iizerinde yasayan bitki emici

boceklerin  salgilarinin, bal arist  “Apis
mellifera’ tarafindan toplandiktan sonra
kendine 6zgii maddelerle birlestirerek

degisiklige ugrattig1, su igerigini diisiirdiigii ve
petekte depolayarak olgunlastirdigi dogal
olarak kristallanebilen dogal iiriin” olarak
tanimlamaktadir (Anonim, 2012). Kodeks
Alimentarus (2001) ise bal1 “arilarin topladig:
bitki nektarlarin1 veya bitkilerin salgisini,
kendine 6zgii spesifik maddelerle kombine
ederek donistiirdiigii, dehidre ettigi ve
olgunlagmas: i¢inde bal petegine biraktigi
dogal tatli madde” olarak tanimlamaktadir.

Tiirk Gida Kodeksi’nde bal, kaynagina gore;
bitkilerden toplanan nektarla iiretilen cicek
bali ve bitki emici boceklerin salgilarindan
elde edilen salgi bali olarak iki grupta
siniflandirilmaktadir (Anonim, 2012). Salgi
balina Ornek olarak c¢am bali verilebilir.
Kizilgam agaci tizerinde yagsayan ¢am kognili,
agactan emdigi Ozsudaki proteini kendi
biinyesine alip, geri kalan1 sekerli bir salgi
olarak disar1 verir. Bu salgi, bal arilarinca
toplanarak ¢am bali haline getirilmektedir.
Diinyadaki ¢am balinin neredeyse tamami
iilkemizde {retilmekte olup, aromasi ve
zengin igerigiyle biiyiik talep gormektedir.
Cicek ballar1 ise, arilarin nektarlarini
topladiklart kaynagin ismini alirlar; buna
ornek olarak kestane, narenciye ve kekik bali
verilebilir (Oztiirk, 2001).

Tiirlerine gore degismekle beraber, balin
yaklasik %18’1 su ve %77’si sekerdir. Geri
kalan 9%5’lik kistm ise organik asitler,
proteinler (alblimin, globiilin), vitaminler,
mineraller (K, P, Mg, Ca) ve enzimler (glukoz
oksidaz, amilaz, invertaz)’den olusmaktadir
(Blasko ve ark., 2011). Bu igerigi bali,
sindirimi kolay, enerji verici, hastaliklar
Onleyici ve tedavi edici yapar. Tim bu
ozelliklerinden dolayr ballar fonksiyonel
gidalar  igerisinde  degerlendirilmektedir
(Chepulis, 2007; (Kujawski ve Namiesnik,
2011).

Tarimsal uygulamalar dogada kalintilara
neden olur ve bu kalintilarin miktar1 ve zehir
diizeyi, ¢ogu zaman doganin kendi kendini
temizleme dengesini asmaktadir (Barganska
ve ark. 2013). Bal ve ar iriinlerinin dogal,
saglikli ve Kkirleticilerden temiz bir imaj
vardir. Buna ragmen firetildigi yerlerin ¢cogu
maalesef kirlenmis ¢evredir. Gilinlimiizde
kirleticilerden en Onemlisi olarak pestisitler
karsimiza ¢ikmaktadir. Pestisitlerin, ¢evreye
direnci ve yaygin kullanimi yiiziinden bala da
bulasma  olasilign  yiiksektir.  Aricilik
faaliyetlerinden dogrudan bulasmanin yani
sira, ¢evresel kaynaklardan dolayli olarak da
bulagilar olabilmektedir. Pestisit kalintilarinin
genetik mutasyona ve hiicresel bozulmaya
ilaveten gesitli toplumsal saglik problemlerine
yol acabildigi bildirilmistir (Shendy ve ark
2016). Pestisit kullaniminin fazla olmasi ise
zararli kontrolii, verimliligin artirilmasi ve
masraflarin azaltilmasi amagclarindan
kaynaklanmaktadir. ~ Ancak  pestisitlerin
stirekli ve yanlig kullanimi su, toprak, hava ve
bitkilerin kirlenmesine neden olmakta, daha
da ileri giderek yararli boceklerin (arilar) yok
olmasina, yeni zararlilarin ortaya ¢ikmasina
ve zararl popiilasyonunun direng
kazanmasina neden olmaktadir (Oliviera ve
ark. 2016).

En az pestisitler kadar tehlikeli diger kirletici
de polisiklik aromatik hidrokarbonlardir
(PAH). Mutajenik ~ ve  kanserojenik
Ozelliklerinden  dolayr  Avrupa  Birligi
tarafindan Oncelikli kirletici madde olarak
karakterize edilmistir. PAH’lar bitmemis
yanma reaksiyonlari, organik materyalin 1s1l
bozunmasi, endiistriyel islemler ve diger insan
aktiviteleriyle olusan Onemli  ¢evresel
kirleticidir. Naftalin ve tiirevleri, siklikla
belirlenen PAH bilesiklerindendir. Naftalin
aricilar tarafindan mum giivesini uzaklastirict
olarak  kullanilmaktadir. Bal peteginin
depolanmasi sirasinda kullanilan naftalin, bala
ve polene gecebilmektedir (Koltsakidou ve
ark., 2015). Yiiksek miktarlarda naftaline
maruz kalindiginda hemolitik anemi yani

kirmiz1 kan hiicreleri yikimi
goriilebilmektedir (Beyoglu, 20006).
Pestisitlerin  ve naftalinin insan saghgi

tizerinde bir¢ok olumsuz etkileri vardir. Ayni
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zamanda bu Kirleticiler balin ekonomik
degerini diistirmekte ve ihracat yolunu
kapatmaktadir. Ote yandan, son yillarda bal
aris1 ve bal driinleri ¢evresel kirlenmenin
biyobelirteci olarak kullanilmaya
baglanmistir. Bu c¢alismada, Dogu Akdeniz
bolgesindeki ti¢ farkli lokasyondan (Mersin,
Adana ve Hatay) 2016 yilinda arici birlikleri
ve piyasadan toplanan bal orneklerinde
pestisit ve naftalin kalintilarinin belirlenmeleri
amaclanmistir. Bal oOrneklerinde pestisit
analizi icin QUEChERS (Quick-Easy-Cheap-
Efficient-Rugged-Safe)  yontemiyle — sivi
kromatografi- tandem kiitle spektrometresi
(LC/MS/MS) cihazi kullanilmistir. Naftalin
analizi i¢in ise Tepe boslugu-Kati faz mikro
ekstraksiyon (HS-SPME) metodu uygulanip
gaz kromatografisi -kiitle spektrometresi
(GC/MS) kullanilmustur.

Materyal ve Yontem

Materyal

Bu calismada Dogu Akdeniz bdlgesine ait
2016 yili ¢icek ballar1 kullanilmistir. Dogu
Akdeniz bolgesini temsilen Adana (A1-10),
Hatay (H1-10) ve Mersin (M1-10) illeri aric1
birliklerinden temin edilen 10’ar adet,
toplamda 30 adet bal toplanmigtir. Her bir bal
orneginden yaklasik 500 g ornek alimmustir.
Toplanan ornekler hermetik  kapatilmig
kavanozlarda, analizler baglayincaya kadar -
18 C’de saklanmastir.

Yontem
Ballarda pestisit analizi
Bal  Orneklerinin  pestisit  analizinde

QUEChERS (Quick Easy Cheap Efficient
Rugged Safe) yontemi olarak bilinen AOAC
2007.01 metodu (Lehotay, 2007) uygulanmig
ve AP13200 marka LC/MS/MS (AB SCIEX,
Framingham, ABD) cihazi kullanilmistir. Bu
yontem bal 6rneklerinde pestisit analizleri i¢in
onceki  caligmalarda  olduk¢a  yogun
kullanilmigtir ~ (Flores ve ark., 2017;
Barganska ve ark., 2018).

Bu yontemde, 5 g bal 6rnegi, 15 ml asetonitril
(%1 asetik asit), 6 g magnezyum siilfat ve 1.5
g sodyum asetat ile karistirilmis ve karigim
santrifiij edilmistir. Ust fazdan 8 ml alinarak,
1200 mg magnezyum siilfat, 400 mg C18, 400
mg primer sekonder amin (PSA) ile vorteks
yapilarak karistirtlmis ve karisim tekrar
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santrifiij edilmistir. Ust fazdan 1 ml alinarak
LC/MS/MS’e enjekte edilmistir. Ornekler 3
tekerriirlii calisilmistir. Kalibrasyon grafigi 5,
10, 20, 50 ve 100 ppb konsantrasyonlarinda
bal Ornegi ile matris eslestirme yOntemi
kullanilarak ~ hazirlanmistir.  LC-MS/MS
caligma kosullar1 Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. LC-MS/MS c¢aligma kosullart

Kolon sicakligi 50°C

Akis Hiza 0,25 ml/dk

Enjeksiyon miktar1 | 10 pl

Kolon Synergy 4u Fusion-
RP 80A

Caligsma siiresi 20 dk

Mobil Faz A: Metanol +50 mM
Amonyum Format
B: Su + 50 mM
Amonyum Format

Iyon kaynag1 | 130°C

sicakligi

Ballarda naftalin analizi

Bal oOrneklerinin naftalin analizinde son
yillarda yogun bir sekilde kullanilan HS-
SPME (Tepe Boslugu- Kati Faz Mikro
Ekstraksiyon) metodu uygulanmis ve GC/MS
cihazinda analiz edilmistir. Cihaz olarak
Agilent 6890N-5975B kiitle dedektorii ve
Agilent GC Sampler80 kullanilmustir.

Analizler 6ncesi kullanilan fiber ekstraksiyon
oncesi temizlik amaciyla GC-MS’te desorbe
edilerek temizlenmistir. Daha sonra 1 g bal
ormegi almmis ve 10 ml saf suyla
seyreltilmigtir. Naftalin analizlerinde SPME
yontemi i¢in polidimetilsiloksan (PDMS)
fiberi kullanilmigtir. SPME analizinde bal
ornekleri 40°C’de 30 dk siireyle otomatik
sistemde karistirilmis ve naftalinlerin PDMS
fibere tutunmasi saglanmistir. Daha sonra
fiber alinarak GC-MS’e desorbe edilerek
analiz tamamlanmistir. GC/MS cihazi ¢aligma
kosullar1 Cizelge 2. de verilmistir. Her bir
ornek 3 tekerriirlii olarak galigilmustir.

Cizelge 1. GC/MS cihazi ¢aligma kosullart

Enjektor sicaklig 220°C

Firin calisma 40°C - 5dk

programi 55°C - 1°C/dk
120°C - 10°C/dk
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220°C - 220°C/dk
He gaz1 akis hizi 1 ml/dk
Girigim sicaklig1 280°C
Iyon kaynag | 230°C
sicakligi
Kuadrupol sicakligr | 150°C

Bulgular ve Tartisma

Ballarin Pestisit I¢erigi

Bal orneklerinin analizleri oncesi
SANTE/11228/2017 (Avrupa Komisyonu
Gida ve Saghk Miudiirligii) belgesindeki
direktifler uygulanarak metodumuz analizler
oncesi hassas sekilde valide edilmistir. Bu
belgedeki metot performans kriterleri geri
kazanim i¢in %70-120 ve tekrarlanabilirlik ve

tekrar Tretilebilirlik icin %RSD (Bagil
standart sapma)<20 olarak bildirilmistir.
Caligmamizda, pestisit icermeyen  bal

numunesinde 50 ppb konsantrasyonda olacak
sekilde 5 adet geri kazanim calismasi
yapilmistir. Bal Orneginde tekrarlanabilirlik
icin 50 ppb konsantrasyonda 10 adet ¢alisma
yapilmigtir. Tekrar tretilebilirlik igin ise iki
farkli  personel tarafindan 50  ppb
konsantrasyonda g¢alisma yapilmistir. Giinde
2’ser defa olmak iizere 3 farkli giinde
toplamda 6 adet calisma yapilmigtir.

Pestisit tespiti i¢in 5, 10, 20, 40, 60, 80 ve 100
ppb etken madde igeren ¢ozeltiler asetonitril
icerisinde 3 paralelli olarak hazirlanmis ve
kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
Kalibrasyon sonucunda elde edilen bulgular
tespit limitlerinin (LOD) hesaplanmasinda
kullanilmistir.  LOD degeri, bir Ornekte
herhangi bir analitin, belirlenebildigi en diisiik
konsantrasyonu ifade etmektedir.

Analizler 6ncesi 102 adet pestisitin her biri
icin  validasyon calismast  yapilmustir.
Validasyon c¢alismalar1 sonucunda % geri
kazanim ortalamasi % 98.4, tekrarlanabilirlik
%RSD degeri %6.3 ve tekrar iiretilebilirlik %
RSD degeri 11.1 olarak hesaplanmigtir. Metot,
pestisit analizleri i¢in valide edildikten sonra,
30 bal o6rnegi QuEChERS yontemiyle
eksrakte edilip sirastyla LC/MS/MS’e enjekte
edilmistir. Elde edilen verilere gére Dogu
Akdeniz bolgesinden temin ettigimiz 30 bal
Orneginin hicbirinde belirlenme seviyesinin

(LOD seviyesi) istiinde bir pestisit kalintisi
bulunmamigtir. Bu  bulgular  1s18Inda,
iilkemizde bal iiretimi yapan iireticilerin,
Tarim 11 Miidiirliikleri ve Arici Birlikleri
tarafindan  Ozellikle pestisit konusunda
bilgilendirmeleri ile saglikl iiretim bilincinin
olustugu soylenebilmektedir.

Benzer sekilde, Cin’de Zhang ve ark. (2011)
dispersif SIV1-S1V1 mikroekstraksiyon
metodunu bal o6rneklerinde piretiroid grubu
pestisitler i¢in valide edip, HPLC-DAD ile
kombine kullanmusglardir. Aragtirma
sonucunda, bal 6rneklerinde piretiroid grubu
pestisitlere rastlanmadigi belirtilmistir. Yine
2011 yilinda, Kujawski ve Namiesnik
tarafindan Polonya’da yapilan calismada, 40
bal 6rneginde 13 farkli pestisit etken maddesi
aragtirilmigtir. Arastirmacilar, balda bulunan
pestisit kalintilarinin bizim c¢alismada oldugu
gibi LOD seviyesinin altinda oldugunu
belirtmislerdir. 2012 yilinda ise Zacharis ve
ark. (2012) Yunanistan’in 15 farkli bal
orneklerinde organik klorlu pestisit etken
maddeleri arastirmis ve c¢alisma sonucunda
orneklerin hicbirinde organik klorlu pestisit
etken maddelerine rastlanilmadigi
bildirilmisgtir.

Ballarin Naftalin icerigi
Naftalin kolayca buharlasan, giiglii fakat kotii
kokulu, yanici, beyaz kati bir maddedir. Petrol

ve komir gibi fosil yakitlarin dogal
bilesenidir.  Endiistride  bir¢ok  alanda;
recineler, fitaleinler, boyalar, eczacilik
tiriinleri, bdcek oldiriiciiler, diger

materyallerin {iretiminde ve giiveye karsi
puskiirtiilerek kullanilmaktadir (Dobrinas vd.
2008, Lambert wvd. 2012). Naftalin,
sonbaharda bal siiziildiikten sonra uygun
bicimde depolanmayan peteklerde mum
giivesine kargt kullanilmaktadir. Petekler
koloniye tekrar verilirken igerdikleri naftalin
de tekrar bala gegmektedir. Viicuda girdigi
zaman az oranda kanda ¢6ziilmekte, yiiksek
miktarlarda naftaline maruz kalindiginda
kirmiz1 kan hiicrelerinde zarar ve yikima
neden olabilmektedir. Bu durum hemolitik
anemi olarak adlandirilmaktadir (Beyoglu,
2006). Ulkemizde Tiirk Gida Kodeksi, balda
bulunabilecek naftalin miktarinin st limitini
10 ppb olarak belirlemistir (Anonim, 2012).
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Ulkemiz Dogu Akdeniz illerinden alman 30
farkli c¢icek balinda naftalin varligi, tepe
boslugu kati faz mikroekstraksiyon (HS-
SPME) yontemiyle GC-MS sisteminde analiz
edilmistir. Elde edilen bulgular Cizelge 3’te
verilmistir. Ballarda analizler oncesi GC-
MS’e naftalin saf standardi enjekte edilmis ve
bu sekilde hem tanimlamanin giivenilirligi
arttirllmig ve hem de miktar tayininde hassas
calistlmistir. Naftalin standardinin GC-MS
kromatogrami Sekil 1.’de verilmistir. Sekil
1’de  goriildiigic  gibi naftalin GC-MS
kromatograminda yaklasik 9.84 dakika’da
cikmaktadir.

Cizelge 5’te verilen 6rneklerin naftalin analiz
sonucglarina  gelince, bal orneklerinden
27’sinde naftalin saptanmazken, sadece
birinde (A-5) 8,76 ppb diizeyinde naftalin
belirlenmis ve 2 adet numunede ise LOD
degerinin altinda yani olduk¢a iz miktarda
naftalin tespit edilmistir. Sekil 2.’de naftalinin
m/z iyonlar1 128 (temel pik), 102 ve 136 ile A-
5 bal Orneginde tespit edilen naftalinin
kromatogrami goriilmektedir.

TIC: naftalin a5 22022017 D\datasim ms.
100000

90000 -
80000 i
70000; |
60000

| |
50000

\ \
40000

30000

20000
VOODO’

e S—" N | S e A ]
400 500 600 7.00 800 900 10.00 11.00 1200 13.00 14.00 1500 16.00 17.00 18.00 19.00.

Sekil 1. Miktar tayini i¢in kullanilan naftalin
standardinin GC-MS kromatogrami
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Scan 508 (9.845 min): naftalin a5 22022017.| #1
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Sekil 1. A-5 bal orneginde tespit edilen
naftalinin GC-MS spektrumu ve
kromatogrami

Analiz sonuglarma gore Dogu Akdeniz
bolgesi ballarimiz naftalin a¢isindan bir 6rnek
hari¢ olduk¢a temiz bulunmustur. Balda
aricilar tarafindan mum giivesini uzaklastirict
olarak kullanilan naftalin bal peteginin
depolanmasi sirasinda bala ve polene gegebilir
ve tiketici saghigmi olumsuz etkileyebilir.
Ulkemizdeki diizenlemeler incelendiginde
Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi’nde (Anonim,
2012) atif yapilan Tirk Gida Kodeksi

Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek
Farmakolojik Aktif Maddelerin
Smiflandirilmast  ve Maksimum Kalint

Limitleri Yonetmeligi balda naftalin igin
MRL limiti 10 ppb olarak belirlemistir.

Cizelge 3. Ballarda naftalin analiz sonuglari

Numune

Adi Naftalin Degeri
Al iz

A2 T.E.D.B.
A3 iz

A4 T.E.D.B.
A5 8,76 ppb
A6 T.E.D.B.
A7 T.E.D.B.
A8 T.E.D.B.
A9 T.E.D.B.
Al0 T.E.D.B.
H1 T.E.D.B.
H2 T.E.D.B.

naftalin a5 22022¢
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H3 T.E.D.B.
H4 T.E.D.B.
H5 T.E.D.B.
H6 T.E.D.B.
H7 T.E.D.B.
H8 T.E.D.B.
H9 T.E.D.B.
H10 T.E.D.B.
M1 T.E.D.B.
M2 T.E.D.B.
M3 T.E.D.B.
M4 T.E.D.B.
M5 T.E.D.B.
M6 T.E.D.B.
M7 T.E.D.B.
M8 T.E.D.B.
M9 T.E.D.B.
M10 T.E.D.B.

*T.E.D.B.: Tespit edilebilir diizeyde bulunamadi.

Gorildugii iizere, A-5 6meginde belirlenen
naftalin miktari, yonetmelikte belirtilen sinira
oldukg¢a yakin olmasia ragmen, bu degerin
altinda bulunmustur. Naftalin aricilik sektorii
icin yillarca ¢ok Snemli sorun olmustur ve
Ozellikle bal ihracatinda iilkemiz igin en
biliylik engeli teskil etmigtir. Caligmamiz
sonucunda ise, bu konuda iilkemizde bal
iireticilerine  verilen egitimlerin naftalin
konusunda biling olusturdugu ve egitimlerin
Dogu Akdeniz Bolgesi ballart igin olumlu
sonu¢ vermeye bagladigi goriilmektedir.

Benzer sekilde, Castle ve ark. (2004)
Ingiltere’de bal 6rneklerinde naftalin taramasi
yapmiglardir. Marketlerden alinan 49 adet bal
orneginde yaptiklar1 bu ¢alismada, 6rneklerin
hicbirinde naftaline rastlanmadig1
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konusunda  bir  ¢alisma  yapilmugtir.

Aragtirmacilar, = marketlerde @ ve  halk
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